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RESUMEN

Se ha realizado el estudio microbioldgico sobre
una muestra de agua recogida en un balneario de
uso privado situado en la provincia de Qurense, y
otras dos muestras recogidas en dos puntos situados
en las inmediaciones del balneario (200 y 100
metros, aproximadamente), con el objeto de
comprobar su posible contaminacién bacteriold-
gica, pues al ser agua mineromedicinal de consumo
ptiblico debe ser potable.

En este trabajo se ha determinado en los puntos
muestreados la presencia de indicadores de conta-
minacién del tipo coliforme fecal, Staphylococcus,
Enterococcus, Clostridium  sulfito-reductor,
Pseudomonas, Vibrio y Salmonella, cuya presencia
en aguas de consumo estd prohibida por la
Legislacién Espafiola que actualmente se aplica
para reglamentar para el abastecimiento y control
de calidad de las aguas potables de consumo
piblico (BOE niimero 226 del 20 de Septiembre de
1990).

Palabras clave: Balneario, contaminacion, agua
mineromedicinal.
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ESTUDIO BACTERIOLOGICO DE
MICROORGANISMOS EN UN BALNEARIO
DE LA PROVINCIA DE OURENSE

SUMMARY

A microbiological analysis has been done in one
water sample got in a balneary for private consumption
situated in the country of QOurense, and 2 places
situated in the surroundings (200 and 100 meters,
aprox.) of the balneary, to evaluate bacterial contami-
nation, because the mineromedicinal water for public
consumption must be potable.

In the tested samples have been analized the
presence of contamination indicators such as faecalis
coliforms, sulfite reductor Clostridium, Pseudomonas,
Staphylococcus, Enterococcus, Vibrio and Salmonella,
prohibited by the Spanish Legislation applied actually
(BOE ntimero 226, 20 of September of 1990),

Key words: Balneary, contamination, mineromedi-
cinal water,

RESUMEN

On a realisé un étude microbiologique sur une
¢chantillons d’eau pris dans un balnéaire privé situé
dans la province d Ourense, et autres deux échantillons
ramasées de deux points situés prés du balnéaire (200
et 100 métres, approximatil), avec 1“object de verifier
sa possible contamination, parce que il s’agit d’eau
minéralomedicinal de consommation public et il doit
étré potable.

Dans ce travail on a determiné dans les points
mesures la presence des indicateurs de contamination
du genre coliforme fécal, Clostridium, Pseudomonas,
Staphylococcus, Enterococcus, Vibrio and Salmonella,
dont la presence dans l'eau de consommation est
interdit pour la Législation Espagnole, que actuelement
on destine pour régler le approvisionaement et control
de la qualité d"eaux potables de cosommation publique
(BOE numero 226, 20 of Septembre of 1990),

Most clef: Balnéarie,contamination, eau minéralo-
medicinal
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INTRODUCCION

Las aguas termales se incluyen en las aguas
mineromedicinales, y son aguas que tienen un
interés o finalidad terapéutica. Estos tipos de agua
han dado lugar a una industria muy importante
sujeta a una serie de normas legales en relacion con
su captacién, elaboracidn, circulacién y comercio
que son de obligado cumplimiento por las
empresas implicadas en dichos procesos.

Las aguas naturales, bien sean superficiales o
profundas s6lo excepcionalmente son estériles, si
bien puede admitirse que las aguas mineromedici-
nales por su propia mineralizacién y muchas veces
por su elevada temperatura, no constituyen un
medio adecuado para el desarrollo de los microor-
ganismos. Este tipo de aguas pueden contener
microorganismos (flora y fauna) que, a veces, estdn
directamente relacionados o son dependientes de
las caracteristicas fisicas y quimicas de las aguas
que los vehiculizan. (Armijo; Bacaioca. 5)

Desde un punto de vista microbioldgico, la
problemdtica de todas las aguas es muy similar,
pues cualgquier agua que se beba debe ser micro-
biolGgicamente potable y mds si la van a usar en
principio personas que posean sus defensas dismi-
nuidas. Esto lleva consigo la necesidad de un
control sanitario de todas las aguas.

La Legislacion que actualmente se aplica para
reglamentar la elaboracién, circulacién y comercio
de las aguas mineromedicinales (B.O.E. nim. 178,
de 26 de Julio de 1991), define éstas como aquellas
aguas que emergen espontdneamente en la super-
ficie de la tierra o se captan mediante labores prac-
ticadas al efecto del interior del suelo y de las que
se tiene declaracion de interés ptiblico y posean
autorizacién de aprovechamiento. Estas aguas han
de ser aptas para tratamientos terapéuticos en el
drea de emergencia o balneario, disponiendo de
estudios clinicos sobre evolucidn de procesos espe-
cificos y conservar una vez envasadas, efectos
litiles sobre los mismos. Parecidos requisitos
legales, deben de reunir las aguas minerales natu-
rales, que sin llegar a tener propiedades terapéu-
ticas, poseen una accién favorable complementaria
de las funciones fisiologicas (Armijo; Bacaioca. 5).

Aparte de las sustancias de origen natural que
pueden adquirir estas aguas, hay otras sustancias
que tienen su origen en residuos humanos proce-
dentes directamente del hombre o indirectamente
de sus actividades. Cuando ocurre esto, se dice que
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el agua estd conzaminada o polucionada, que serd
la alteracion  microbiolégica por productos
guimicos orgdnices o inorgdnicos, respectiva-
mente. La contaminacién consiste en una modifica-
cion, generalmente provocada por el hombre, de la
calidad del agua, haciéndola impropia o peligrosa
para el consumo humano, la industria, la agricul-
tura, la pesca, las actividades deportivas asi como
para los animales domésticos y la vida natural,

Cualquier agua contaminada por heces, aguas
residuales, etc., y no depurada, es peligrosa.
Asimismo cuanto menos es el tiempo transcurrido
entre el momento de la contaminacién y el empleo
del agua, es decir, cuanto mds rapida es la transmi-
sién, mayor es el peligro de infeccién (Olivieri.
21).

La fuente de agua termal es de utilidad piblica
y como tal debe cumplir las condiciones de potabi-
lidad de agua. En la Legislacion Espafiola (BOE
nimero 226 del 20 de Septiembre de 1990, relativa
a la reglamentacion técnico sanitaria para el abas-
tecimiento y control de calidad de las aguas pota-
bles de consumo piblico) se diferencia entre
andlisis normales, minimos, completos, ocasio-
nales ¢ iniciales, estableciéndose las condiciones y
frecuencia en que podrdn ser realizados. Los
andlisis completos, realizados en este trabajo,
incluyen la determinacion de coliformes totales,
coliformes fecales, Enterococcus, Clostridium
sulfito-reductores, patégenos humanos
(Salmonella, Pseudomonas weruginos y Vibrio
cheleare) y bacterias aerobias a 37° y 22°C.

Debido a la naturaleza de estas bacterias, es
evidente que una de las mayores fuentes de conta-
minacion de las aguas mineromedicinales, son las
aguas residuales que llevan como flora normal
estos microorganismos fecales. Otra fuente impor-
tante de contaminacidn son las aguas de desecho de
industrias como mataderos, que vierten sus resi-
duos por colectores cuyas aguas contaminadas
terminan desembocando, o bien en las proximi-
dades de la fuente, o bien en ella misma.
(Rheinheimer, 22).

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar si
existe contaminacién en la fuente estudiada, y de
haberla, si puede provenir de las aguas de sus alre-
dedores, pues al existir infiltraciones en el suelo, el
agua contaminada puede mezclarse con el agua de
la fuente.
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MATERIAL Y METODOS

El muestreo se llevé a cabo en tres puntos de la
zona, uno de ellos en la propia surgencia, y los otros
dos situados en sus inmediaciones, aproximadamente
a 100 metros de ella. Las muestras se recogieron en
botellas estériles de | litro y se llevd a cabo su
andlisis bacteriolégico inmediatamente después de
su llegada al laboratorio. (APHA, AWWA & WPCF
4) (Borrego. 7) (Divisién Merck. 13) (Olivieri . 21)
(Rheinheimer, 22),

Se determind la presencia/ausencia de coliformes
fecales y totales. Enterococeus, Vibrio cholerae,
Staphylococeus awreus, Pseudomonas aeruginosd,
Clostridinm  sulfito-reductores ¥ Saimonella
siguiendo los métodos oficiales de analisis microbio-
I6gicos de aguas potables de consumo directo espe-
cificados en el BOE niimero 193 del 13 de Agosto de
1983.

El' método usado en todas las bacterias analizadas
(excepto coliformes y Clostridium), fue el método de
filtracion por membrana; Se midieron 100mL del
agua de muestra en probetas estériles y se filtraron en
un aparato de filtracion estéril. Tras la filtracion de la
muestra se recogieron las membranas (filtros casa
Albet.Barcelona. Espaiia. de 0722 y 0745 u) y se
depositaron en placas con el medio de cultivo solido
adecuado para el crecimiento selectivo de cada
bacteria.

En cada andlisis se realiza:

a) Investigacion de coliformes totales v coli-
formes fecales (Escherichia coli)

0°ImL y 1mL del agua de cada muestra se
sembraron en tubos de Caldo Lactosado (casa
Cultimed. Barcelona. Espaiia) de concentracion
normal y de doble concentracin, manteniéndose 24
horas a 37°C. A partir de los tubos que presentaron
gas en la campana Durham v turbidez en el medio,
e lomaron muestras que se sembraron en medio
eosina azul de metileno (medio Levine, casa
Cultimed), incubdndolos 24 horas a 37°C. De las
colonias crecidas en este medio se procedié a su
aislamiento y posterior identificacion por las pruebas
bioquimicas de Gram, Movilidad, Oxidasa, Catalasa,
Rojo de metilo, Voges-Proskauer, Nitratos, O/F,
Citrato, Indol, Lisina, Ornitina, Glucosa . Lactosa,
Manitol y Sorbitol, (Al-Jebouri; Tropolle 2) (APHA,
AWWA & WPCE 4) (Avila. 6) (Borrego. 7) (Edberg.
14).
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b) Investigacidn de Clostridium sulfito-reductores,

20mL del agua de cada muestra se sembraron ep
tubos que contenian el medig Agar Sulfito-Polimixing-
Sulfodiacina (Agar SPS, casa Pronadisa. Madrid.
Espafia) licuado, afiadiéndose a continuacion parafina
estéril para crear un ambiene de anaerobiosis. Se incy-
baron 48 horas a 37°C, considerdndose valor positivo
el crecimiento de coloniag negras, (APHA, AWWA &
WPCE. 4) (Borrego. 7) (Hobbs. 16). -

¢) Investigacion de Salmonellq.

Se emple6 el medio de enriquecimiento caldo
Rappaport-Vassiliadis (casa Cultimed), sembrindose 5
mL de muestraen 5 mL de caldo, incubdndose 24 horas
a 37°C. Posteriormente se sembrd a partir de este caldo
el medio selectivo Agar Salmonella-Shigella (agar SS,
casa Cultimed), siendo colonias tipicas las de color
negro con halo transparente, realizindose posterior-
mente las pruebas bioquimicas de Gram, Movilidad,
Oxidasa, Catalasa, O/F, Rojo de Metilo, Voges-
Proskauer, Indol, T.S.I., Citrato, Glucosa, Lactosa,
Manitol y Sorbitol. (APHA, AWWA & WPCE 4)
(Borrego. 7) (Monzon Moreno. 9) (Edberg. 15)
(Morifiigo. 18) (Morifiigo. 19) (Morifiigo. 20) (Van
Schothorst y Renaud. 23).

d) Investigacidn de Staphylococeus aureus.

Una vez recogida la membrana del aparato de
tiltracién, se deposit6 en medio Chapman-Stone (casa
Cultimed), incubdndose 24 horas a 37°C. Ante la apari-
cidn de colonias sospechosas de color blanco o crema,
fueron sembradas en  medio Vogel-Johnson (casa
Cultimed) a 37°C durante 24 horas tomdndose como
colonias tipicas aquéllas de color negro rodeadas de
halo amarillo. Posteriormente se procedié a su aisla-
miento e identificacién utilizando las pruebas bioqui-
micas de Gram, Movilidad, O/F, Oxidasa, Catalasa,
DNAasa Nitratos, Arginina, Xilosa, Arabinosa y
Sacarosa. (Alico y Dragonjac 1) (APHA, AWWA &
WPCE 4) (Borrego. 7) (Borrego. 8) (Kloos y Schleifer.
17).

¢) Investigacion de Enterococeus o Streptococcus
fecales del grupo D.

Tras la filtracién, la membrana se colocd en medio
Slatenz-Bartley (casa Cultimed), incubdndose 24 horas
a37°C, y tomdndose como colonias tipicas las de color
rosado o rojo. A partir de éstas, se aislaron ¥ sembraron
en medio Bilis-esculina (casa Cultimed) para identi-
ficar los Enterococcus manteniéndose a 37°C durante
24 horas y observando Ia aparicién de colonias con
color marrén oscuro o negro. Posteriormente se
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procedid a su identificacién bioquimica mediante las
pruebas de Gram, Movilidad, Catalasa, O/F, Nitratos,
Lactosa, Ramnosa, Sacarosa, Manitol y Sorbitol.
(APHA, AWWA & WPCE 4) (Borrego. 7) (Divisién
Merck . 13).

D) Investigacién de Pseudomonas aeruginosa.

La membrana de filtracién se depositd en Agar
Pseudomonas (casa Cultimed), incubdndose 24 horas a
37°C. Las colonias tipicas, de color verde, se aislaron e
identificaron bioquimicamente mediante las pruebas
de Gram, Movilidad, Oxidasa, Catalasa, O/F, Nitratos,
Gelatinasa, Arginina, Glucosa, Trealosa, Inositol y
Sacarosa. (Alonso. 3) (APHA, AWWA & WPCE 4)
(Borrego. 7) (De Vicente. 10) (De Vicente. 11) (De
Vicente. 12)

o) Investigacion de Vibrio cholerae.

La membrana de filtracién se deposité en Agar
Tiosulfato-Citrato-Sales  biliares-Sacarosa (Agar
TCBS, casa Cultimed), incubdndose 24 horas a 37°C y
toméndose como colonias tipicas las de color amarillo
o verde. Se aislaron e identificaron por las pruebas
bioguimicas de Gram, Movilidad, Oxidasa, O/F,
Nitratos, Ornitina, Arginina, Gelatinasa, Citrato,
Glucosa, Manitol, Sacarosa, Lactosa y Arabinosa.
(APHA, AWWA & WPCE. 4) (Borrego. 7) (Division
Merck . 13).

RESULTADOS

Del estudio bacteriolégico se han obtenido los
resultados que se resumen en la tabla 1.
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Se han tomado como referencia los limites
mdximos especificados en el BOE niimero 226 del 20
de Septiembre de 1990, relativa a la Reglamentacion
Técnico- Sanitaria para el abastecimiento y control de
calidad de las aguas potables de consumo piblico. En
€l se especifica Que el agua potable no debe presentar
Microorganismos patégenos ni fecales, siendo agua no
potable aquella que los presente. (24).

DISCUSION

La evaluacion de los resultados nos permite concluir
que en los puntos 1 y 3 no se puede considerar potable
el agua de la muestra recogida, pues en en el punto 1
aparece Enterococcus, y en el 3 aparecen todos los paté-
genos buscados excepto Vibrio cholerae, que son
microorganismos prohibidos por la Legislacion para ser
considerada agua en buen estado microbiolégico.

En el punto 2 se observa que no aparece ningiin
microorganismo patdgeno, por lo que el agua se haya
en buen estado mmicrobiolégico, aunque este dptimo
estado del agua del rio se modifica al llegar a la zona
de la fosa séptica (punto 3), apareciendo entonces gran
nimero de indicadores de contaminacién, sin duda
derivados de la filtracién del contenido de la fosa al rio.

Asimismo, esta filtracién es la causante de que en
el agua del balneario (punto 1) se haya encontrado el
patégeno Enterococcus, microorganismo no habitual
de las aguas naturales y que es causante de la contami-
naciéon que presenta el agua del balneario, que la
convierte en no potable y no apta para el consumo
publico.

TABLA 1.- RESULTADOS DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS.
Punto 1 Punto 2 Punto 3
Bact. aerob, a 37°C Presencia Presencia Presencia
Enterococcus Presencia Ausencia Presencia
Clostridium Ausencia Ausencia Presencia
Salmonella Ausencia Ausencia Presencia
Psd. aeruginosa Ausencia Ausencia Presencia
Staph, aureus Ausencia Ausencia Ausencia
Vibrio cholerae Ausencia Ausencia Ausencia
Coliform. totales Ausencia Ausencia Presencia
Coliform. fecales Ausencia Ausencia Presencia

Nota: El punto 1 se corresponde con la muestra tomada de las instalaciones del balneario. El punto 2 se corresponde con la muestra
tomada de la zona del rio situada 200 metros aproximadamente frente al balneario. El punto 3 se corresponde con la muestra tomada de
la zona del rio donde desemboca el agua de una fosa séptica cercana al balneario, aproximadamente a 100 metros de distancia.
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