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RESUMEN

. ________________________________|
Se ha estudiado la microbiota autéctona y

aléctona del agua mineromedicinal del
Balneario de Paracuellos de Jiloca (Zaragoza).
No se han encontrado indicadores fecales ni
microorganismos patégenos en 250 mL de agua.
El nimero total de microorganismos ha sido de
3,4 x 105/mL, siendo el nimero de bacterias
viables heterétrofas y oligotrofas <100 ufc/mL.
La microbiota autdctona estd constituida,
principalmente, por bacterias Gram positivas de
los Phyla Firmicutes y Actinobacteria. Los
géneros mas frecuentes han sido:
Staphylococcus, Micrococcus y Rhodococcus. Se
han detectado bacterias con actividades
amonificantes, proteoliticas, amiloliticas y
celuloliticas en 100 mL que contribuyen a la
autodepuraciéon de estas aguas, asi como
bacterias oxidantes del azufre y sulfato
reductoras que influyen en la composicion
quimica de las mismas.

. _____________________________|
Palabras clave: Manantial sulfurado; Microbiota

autdctona; Biodiversidad; Bacterias del azufre.

ABSTRACT

The autochthonous and allocthonous microbiota
of the natural mineral water of Paracuellos of
Jiloca Spa have been studied. Neither faecal
indicators nor pathogenic microorganisms were
found in 250 mL of water. The total number of
microorganisms in the water was of 3.4
x10¢/mL and the number of heterotrophic and
oligotrophic viable bacteria was <100 cfu/mL.
The autochthonous microbiota mostly belongs
to Gram-positive bacteria, from the Phyla
Firmicutes and Actinobacteria. The most
frequently found genera were Staphylococcus,
Micrococcus and  Rhodococcus. Moreover
ammonifying, proteolytic, amylolytic and
cellulolytic bacteria have been detected in 100
mL, all of them involved in self-purification
process of water, as well as oxidants of sulphur
and reducing sulfates bacteria that influence in
the chemical composition of themselves.

Keywords: Sulfide spring; Autochthonous
microbiota; Biodiversity; Sulphur bacteria.

1. INTRODUCCION

El Balneario de Paracuellos de Jiloca se encuentra situado en el municipio del
mismo nombre, en la provincia de Zaragoza, perteneciente a la Comunidad Autébnoma
de Aragon. El término municipal se encuentra en la comarca de Calatayud en el valle

del rio Jiloca.
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Las propiedades curativas de las aguas de esta localidad ya eran conocidas por
los romanos y utilizadas por los lugarefios desde tiempos remotos. En el siglo XVII
Limo6n Montero describe sus propiedades medicinales y realiza un analisis en el que
descubre la presencia de azufre y salitre: “...el agua es cristalina con olor desagradable
y sabor a cieno...Las aguas de la fuente de Paracuellos tienen muy eficaz virtud de
mover el vientre por el salitre ayudadas de la relajacion que hace en el estdmago el
azufre” (1). En 1848 se edifica un pequefio Balneario que obtuvo la declaracién de
utilidad publica en 1869 (2), denominado, posteriormente, Bafios Viejos ya que en
1874 surge otro manantial y se construye un nuevo establecimiento llamado Bafios
Nuevos. En 1899 se unen los dos balnearios con un unico propietario. Durante la
guerra civil los Bafios Nuevos fueron utilizados como hospital y posteriormente el
edificio sufri6 un incendio que lo dejo inservible. El Balneario actual comprende el
edificio de los Bafios Viejos que ha sido rehabilitado totalmente y se le ha incorporado
un parque termal con grandes zonas ajardinadas, instalaciones deportivas y piscinas.
(Figuras 1y 2).

Figura 1. Edificio del balneario de Paracuellos.

Las aguas mineromedicinales no son estériles, como todos los ecosistemas
acuaticos tienen una microbiota autdctona que depende de su composicién quimica y
de la temperatura de las mismas. En este trabajo hemos estudiado, por primera vez,
esta microbiota autdctona no solo para conocer su niamero, identidad y diversidad
sino también su actividad metabodlica que puede contribuir a las caracteristicas
quimicas del agua y que tanta importancia tiene en la autodepuracion de la misma.
Ademas, se han analizado los microorganismos que pueden suponer un riesgo para la
salud de los usuarios que reciben los tratamientos terapéuticos en el Balneario, como
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son los indicadores de contaminacion fecal y algunos patégenos que se trasmiten por
el agua.

Figura 2. Parque termal.

2. RESULTADOS

2.1. Muestras

Estas aguas mineromedicinales emergen a una temperatura de 16 2C, tienen un
pH neutro y se clasifican como hipotermales, de mineralizacion fuerte, cloruradas,
sulfatadas, sédicas, sulfuradas y extremadamente duras (3).

El Balneario utiliza el agua mineromedicinal procedente de un manantial y de
un sondeo que se encuentra en el exterior en un pequefio promontorio detras del
edificio y protegido por una caseta (Figura 3). El agua se capta con una bomba, se
almacena en dos grandes depdsitos y se conduce por tuberias a las instalaciones del
balneario para su uso en los distintos tratamientos. Ademas los agiiistas utilizan para
los tratamientos hidroponicos el agua de una fuente situada en una galeria en el
interior del establecimiento balneario (Figura 4).
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Figura 3. Punto de emergencia. Figura 4. Fuente.

Para realizar este estudio se tomaron muestras del agua procedente del sondeo
y de la fuente en octubre del afio 2016. Las muestras se recogieron en recipientes
estériles de 1,5 litros, por duplicado, y se trasladaron, a temperatura ambiente y en
oscuridad, hasta el laboratorio analizandolas antes de las 24 horas.

2.2. Microorganismos totales y vivos

El nimero de todos los microorganismos presentes en el agua se ha
determinado por el método del recuento directo, utilizando varios fluorocromos:
naranja de acridina, Syto®9 y yoduro de propidio (BacLight Live/Dead) que nos
permite distinguir los microorganismos muertos de los vivos. Las muestras tefiidas se
filtraron por una membrana Nucleopore de 0,2 pm de didmetro de poro y se
observaron y contaron con un microscopio de fluorescencia y objetivo de inmersion.

El nimero de microorganismos totales ha sido de 3,4 x 10/ mL y el porcentaje
de vivos, 77,2 %. Estos resultados son semejantes a los encontrados en otro manantial
de agua mineromedicinal sulfurado (4), siendo mayor el porcentaje de
microorganismos vivos. Los recuentos obtenidos por esta técnica suelen ser altos y
mayores que los obtenidos por cultivo ya que se cuentan también los
microorganismos muertos y los autdtrofos que no pueden multiplicarse en los medios
heterdtrofos utilizados.

2.3. Bacterias aerobias viables

En las aguas mineromedicinales es util la determinacion del numero de
bacterias aerobias viables, a distintas temperaturas, pues permite conocer si ha
habido contaminacién del acuifero o si el agua ha sido tratada con algin proceso de
desinfeccion. En este estudio se han determinado las bacterias heterétrofas, utilizando
el medio agar extracto de levadura (5) y las bacterias oligotrofas empleando agar R;A
(6), a dos temperaturas 22 2C y 37 2C, mediante las técnicas de filtracion, con filtros
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Millipore de 0,22 pm y de dilucién en placa. Los resultados se han expresado en
unidades formadoras de colonias por mL de agua (ufc/mL).

El nimero de bacterias viables ha sido menor de 100 ufc/mL en todos los casos
(Tabla 1), presentando mas bacterias oligotrofas que heterétrofas, propio de aguas
subterraneas pobres en materia organica (7). Estas cifras bajas indican que hay una
buena proteccion del acuifero. Se ha observado una relacién con la temperatura de
emergencia del agua, 16 ¢C, ya que el nimero de bacterias viables incubadas a 22 2C
ha sido mayor que a 37 2C. Los valores obtenidos son semejantes a los de otros
manantiales espafioles hipotermales, sulfurados (8) o extremadamente duros (9, 10).

Tabla 1. Namero de bacterias aerobias viables (ufc/mL).

Bacterias T2 Manantial Fuente
22 °C 42 31
Heterdtrofas
37 °C 9 7
22 °C 88 27
Oligotrofas
37 °C 19 -

2.4. Microorganismos de interés sanitario

Las aguas mineromedicinales se utilizan en los balnearios con fines
terapéuticos, por lo que deben tener ausencia de bacterias que indiquen
contaminacion fecal y de microorganismos patogenos que puedan transmitirse a
través del agua por via oral, tépica o inhalatoria.

Para detectar la posible presencia de indicadores fecales se han realizado los
recuentos de coliformes totales y fecales, enterococos, esporas de Clostridium sulfito-
reductores y C. perfringens, ademas se ha investigado la presencia de Escherichia coli,
Salmonella y Pseudomonas aeruginosa, utilizando los métodos oficiales espafoles de
las aguas de consumo humano (5) y de bebida envasadas (11). También se ha
estudiado la presencia de Staphylococcus aureus en 250 mL de agua, sembrando en
caldo triptona soja y aislando en agar Baird-Parker y de Legionella pneumophila,
segun la Norma ISO 11731 (12).

No se han encontrado ninguno de los microorganismos indicadores de
contaminacion fecal, ni de las bacterias patégenas estudiadas en 250 mL de agua.
2.5. Microorganismos de interés ecoldgico

La microbiota autéctona de las aguas mineromedicinales es de gran interés
ecologico ya que participa en los procesos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y
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azufre. [Estos microorganismos poseen diversas capacidades metabdlicas,
transformando los compuestos organicos en inorganicos lo que contribuye a la
autodepuracion de las aguas y mantiene el equilibrio bioldgico de estos ambientes
hidrotermales (7).

En este estudio se ha determinado el niumero de bacterias que intervienen en el
ciclo del carbono (proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas), del nitrégeno
(amonificantes, nitrificantes) y del azufre (sulfato reductoras, oxidantes del azufre). Se
ha utilizado la técnica del numero mas probable (NMP) y los medios descritos en otro
trabajo (9), incubando a 30 2C durante 30 dias. Los resultados se han expresado como
NMP de microorganismos en 100 mL de agua (Tabla 2).

Tabla 2. Nimero de microorganismos de interés ecologico.

Microorganismos Manantial
NMP/100mL
Proteoliticos 1100
Amiloliticos 21
Celuloliticos 9,1
Nitrificantes <3
Amonificantes 1500
Sulfato-reductores 23
ufc/ 100 mL
Haléfilos 4
Oxidantes de azufre 120
Hongos 6

El agua del manantial ha presentado bacterias proteoliticas, amiloliticas,
celuloliticas y amonificantes. Las bacterias proteoliticas detectadas hidrolizan la
gelatina y se han identificado como Staphylococcus, Rhodococcus y Leifsonia aquatica.
Las bacterias amiloliticas son de los géneros Pseudomonas, Bacillus y Leifsonia y las
celuloliticas del género Cellulomonas. En cuanto a las bacterias amonificantes que
producen amoniaco de la asparragina pertenecen, principalmente, a la especie
Stenotrophomonas maltophilia.

Los microorganismos con actividades proteoliticas, amiloliticas y
amonificantes son muy abundantes en los habitats naturales y son importantes en la
eliminacién de materia organica en las aguas subterraneas, siendo frecuente su
presencia en manantiales mineromedicinales, tanto sulfurados (4, 8, 13, 14, 15) como
sulfatados (16, 17) y extremadamente duros (9, 10).
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Ademas, se han encontrado bacterias que intervienen en el ciclo del azufre
tanto sulfato reductoras como oxidantes del azufre. Las bacterias sulfato reductoras
constituyen un grupo ampliamente distribuido en la naturaleza, se encuentran en
ambientes acuaticos dulces y salinos y se han detectado en otros manantiales
mineromedicinales sulfatados (16, 17) y sulfurados (8, 13,14). En condiciones de
anaerobiosis reducen el sulfato mediante reduccién desasimiladora, primero a sulfito
y luego a sulfhidrico que se excreta. El sulfhidrico es muy toxico para los organismos
aerobios por lo que puede ejercer una actividad antimicrobiana y disminuir la
microbiota autoctona del agua. La mayoria de las bacterias sulfato reductoras son
heterdtrofas y utilizan compuestos organicos como fuente de energia. Para su
deteccidon, hemos utilizado un medio con lactato y sulfato, en el que se produce un
precipitado negro de sulfuro de hierro debido a la reduccion del sulfato (Figura 5).

Figura 5. Cultivo de bacterias sulfato reductoras.

El sulfhidrico producido por las bacterias sulfato reductoras puede ser oxidado
a azufre elemental por bacterias aerobias quimiolitotrofas o por anaerobias fototrofas,
depositandose en forma de glébulos intra o extra celulares y originando copos o
masas blanquecinas macroscépicas. (Figura 6). Posteriormente el azufre se oxida a
sulfato que es reducido nuevamente a sulfhidrico, completandose el ciclo (18). Las
bacterias oxidantes del azufre pueden oxidar distintos compuestos reducidos:
sulfhidrico, azufre elemental o tiosulfato por lo que para su deteccion en el laboratorio
se emplean medios con tiosulfato que son mas estables (19). En este estudio se han
encontrado bacterias aerobias quimiolitotrofas pero no fototrofas. En otros
manantiales sulfurados también se han detectado bacterias que oxidan el azufre (8,
13, 15). Una consecuencia importante del ciclo del azufre es la corrosion anaerobia de
estructuras de hierro y acero que pueden destruir tuberias y depositos. En este
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proceso las bacterias tienen un papel decisivo ya que el sulfhidrico formado ataca al

hierro metalico que se convierte en sulfuro ferroso e hidréxido ferroso (20).

Figura 6. Bacterias oxidantes del azufre: a) cultivo en caldo tiosulfato; b) colonias en agar
tiosulfato; c) tincion fluorescente con naranja de acridina.

Debido al alto contenido en sales de estas aguas, se han estudiado los
microorganismos haléfilos por el método de filtracion, utilizando agar haléfilo con 15
% de cloruro sédico e incubando a 30 °C, durante 7 dias. Se han detectado en un
numero muy pequefio, 4 en 100 mL, son haléfilos facultativos y corresponden a los
géneros Staphylococcus y Micrococcus. Su presencia es habitual en aguas salinas y se
han encontrado en otros manantiales de mineralizacién fuerte (9, 13, 16, 21).

También se han estudiado otros tipos de microorganismos: hongos, bacterias
del hierro, cianobacterias y algas, utilizando los métodos descritos en otro trabajo (9).
Se han encontrado un nimero bajo de hongos, 6 por 100 mL, que pertenecen a hongos
filamentosos de los géneros Penicillium y Cladosporium. Los hongos en aguas
minerales suelen proceder del suelo y se han detectado en pequefio numero en otros
manantiales mineromedicinales sulfurados (4, 8, 13, 14, 15).

No se han encontrado bacterias del hierro, cianobacterias ni algas.

2.6. Identificacion de bacterias heterotrofas

Las cepas aisladas en los distintos medios de recuento se han identificado por
varias caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas descritas en un trabajo
anterior (22). Ademas se utilizé el sistema de identificacién miniaturizado API®
(bioMérieux), empleando las galerias: 20 NE para los bacilos Gram negativos no
fermentadores, Staph para los cocos Gram positivos y Coryne para los bacilos Gram
positivos irregulares.

Se han aislado 42 cepas de bacterias viables heterotrofas y oligotrofas, que
corresponden a los tipos morfolégicos de bacilos Gram negativos (21,5 %), bacilos
Gram positivos (40,4 %) y cocos Gram positivos (38,1 %). Segun la clasificacion
taxonomica del Manual de Bergey (23) las cepas identificadas pertenecen, en su
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mayoria, a los Phyla: Actinobacteria (45,2 %) y Firmicutes (33,3 %) y en menor
proporcién al Phylum Proteobacteria (21,5 %) (Figura 7).

En estas aguas se ha detectado una gran proporcion de bacterias Gram
positivas lo que coincide con lo encontrado en otros manantiales minerales sulfurados
(4) y carbodnicos (24, 25). El predominio de bacterias Gram positivas sobre las Gram
negativas puede ser debido a las caracteristicas quimicas del manantial ya que tanto la
elevada concentracion de sales, como la produccion de carbonico o sulthidrico tienen
un efecto antimicrobiano, sobre todo contra las bacterias Gram negativas.

Tipos morfolégicos Clasificacion taxonémica
22%

38% 21%

M Bacilos Gram

negativos B Proteobacteria

46%
M Bacilos Gram

. Firmicutes
positivos

M Cocos Gram B Actinobacteria

positivos

33%

40%

Figura 7. Clasificacion morfoldgica y taxonémica (% cepas).

Entre los bacilos Gram negativos, las especies mas frecuentes han sido
Stenotrophomonas maltophilia y Pseudomonas fluorescens. Ambos géneros estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden considerarse autoctonos de aguas
minerales (26, 27).

Los bacilos Gram positivos detectados son, en su mayoria, de morfologia
irregular y pertenecen a los géneros Rhodococcus, Leifsonia y Cellulomonas. Asi mismo,
se ha encontrado un pequefio numero de cepas de bacilos esporulados del género
Bacillus. Rhodococcus y Bacillus se encuentran tanto en ambientes terrestres como
acuaticos, y son frecuentes en manantiales termales (4, 10, 22). La principal
caracteristica de Cellulomonas es su capacidad para metabolizar la celulosa y su
habitat principal es el suelo pero también se ha encontrado en aguas minerales (4, 21,
22, 25). Leifsonia aquatica (antes Corynebacterium aquaticum) vive en el agua y se ha
aislado en otros manantiales mineromedicinales (9, 10,16).

Los cocos Gram positivos se encuentran en elevada proporcion y corresponden
a los géneros Staphylococcus, Micrococcus y Vagococcus. Los dos primeros son muy
ubicuos y debido a su resistencia a elevadas concentraciones de sal se han detectado
en otros manantiales mineromedicinales (9, 16, 22). Ademas se ha aislado Vagococcus
fluvialis cuyo habitat es el agua dulce y que también hemos encontrado en otros
manantiales minerales sulfatados (21) y carbdnicos (24, 25).
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En la Tabla 3 se detallan los géneros y especies de bacterias aisladas en este

manantial.
Tabla 3. Géneros y especies de bacterias (n2y % de cepas).
Bacterias Manantial (n= 42)
Phylum Géneros-Especies n? (%)
Proteobacteria Brevundimonas vesicularis 1 2,4
Pseudomonas fluorescens 3 71
Stenotrophomonas maltophilia 5 12,0
Actinobacteria Brevibacterium linens 1 2,4
Cellulomonas terrae 3 7,1
Leifsonia aquatica 4 9,5
Micrococcus luteus 2 4,8
M. sedentarius 1 2,4
M. varians 2 4,8
Rhodococcus sp. 6 14,3
Firmicutes Bacillus cereus 3 7,1
Staphylococcus cohnii 1 2,4
S. epidermidis 2 4,8
S. hominis 3 7,1
S. sciuri 3 7,1
S. xylosus 1 2,4
Vagococcus fluvialis 1 2,4

Varias cepas aisladas en estas aguas poseen pigmentos amarillos y naranjas lo

que es frecuente en aguas minerales (16, 17), debido a que estos pigmentos protegen

a las bacterias de las radiaciones evitando la muerte fotodindmica. Entre ellas,

destacamos las especies: de bacilos Gram negativos Stenotrophomonas maltophilia, de

bacilos Gram positivos Cellulomonas terrea y Rhodococcus y de cocos Gram positivos

Micrococcus luteus (Figura 8).
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Stenotrophomonas

Figura 8. Bacterias pigmentadas.

3. CONCLUSIONES

En las muestras estudiadas no se han detectado indicadores de contaminacion
fecal ni microorganismos patogenos, por lo que cumplen con la normativa de aguas de
consumo humano. La microbiota autdctona esta constituida, principalmente, por
bacterias oligotroficas, Gram positivas, lo que es habitual en los manantiales
hipertermales. En el sondeo Sillero, utilizado en los tratamientos, predominan los
cocos Gram positivos de la especie Staphylococcus lugdunensis. En el sondeo San
Marcos hay mas diversidad microbiana, siendo las principales especies Bacillus
licheniformis y Cupriavidus pauculus. Se han detectado bacterias con actividad
proteolitica, amilolitica nitrificante y amonificante que intervienen en los ciclos
biogeoquimicos y contribuyen a la autodepuracion de las aguas.
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