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RESUMEN

La contaminacién antropica de las playas es urmatémportante a resolver. El objetivo fue evaluar la
contaminacion por enterobacterias y coliformesléstpresentes en la playa del Stela Maris de ldadiude
Comodoro Rivadavia (Chubut, Argentina), y el tiengm sobrevidas de dichas especies en la arenant®ues
cuatro estaciones de un afio, se recolectaron rasedtr agua de mar y sedimento en dos zonas, urenaeal
emisario y la otra de una zona alejada a las qlessealizaron recuentos de enterobacteriasocolds totales y
bacterias mesofilas; también se estudio la supemeia de coliformes totales y enterobacterias &Cl8 través de
recuentos semanales en los medios violeta- rojis- Yoivioleta- rojo—bilis glucosa respectivamen®e aislaron e
identificaciones cepas por el sistema Sherlock dBIMSistema Sherlock MIDI version 6.0). Los elewad
recuentos de microorganismos evidenciaron queesgmitaminacion fecal en la playa estudiada. Lasrepac-
terias y coliformes poseen una alta velocidad dertaudebido al stress fisioldgico al ser introdusicen el
ambiente marino. Sin embargo, se evidencié cietmanencia de enterobacterias y coliformes enddsrentos.

Palabras clave Contaminacién antrépica, enterobacterias, catifes, aguas residuales.
ABSTRACT

The anthropogenic pollution of beaches is the arimcause of beach closing. The aim was to aséess t
contamination by enterobacteria and total colifopnssent in the beach called Stela Maris, Comodivadavia
(Chubut, Argentina) and study the survivals tim¢hafse species in the sand. During the four seasangples were
collected from seawater and sediment in two am@as,near the sewage and the other from a rematet@nghich
underwent. Enterobacteriaceae, total coliformsraedophilic bacteria were count. The survival dfurable total
coliforms, and enterobacteria in marine sedimersfsites near sewage outfalls was studied at 1B8y’@eans
counts weekly on violet red-bile-violet red-bileagbse media. Strains were isolated and identificaiethe MIDI
Sherlock system (MIDI Sherlock System version 6.0he high counts of microorganisms showed a fecal
contamination in the beach. Enterobacteriaceaecaliidrms have a high rate of death due to phygicl stress
and the marine environment. However, it showed spammanence of enterobacteria and coliforms innsexis.

Keywords: Antropic pollution, enterobacteria, coliforms, wasater.
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INTRODUCCION

Comodoro Rivadavia presenté en los Ultimos afios
un crecimiento importante en su poblacién, el cual
fue acompafiado por un sistema adecuado de elimina-
cién de cloacas, esto conlleva a una contaminacion
presente en las playas de arena de la ciudadala cu
podrian usarse para recreacion. En la playa se en-
cuentran emisarios que estan deteriorados por-la co
rrosion y esto conlleva importantes pérdidas de-liq
do cloacal en la zona intermarial. Esto generagpeli
de contraer enfermedades infecto contagiosas,aasoci
da a bacterias patégenas co®almonella E. coli
enterohemorragica, o0 patégenos oportunistas como
Pseudomonas aerugingsaVibrio vulnificus o
Aeromonas hydrophilgda Silva et al, 2011; Pote et
al, 2006; Skorczewsky et al, 2012)

La salinidad del mar junto con la incidencia de la
luz, temperatura, falta de nutrientes y competencia
con microorganismos autéctonos dificultan la perma-
nencia de bacterias del tipo enterobacterieas gffiroz
y Belki, 2001). A pesar del stress fisioldgico aoas
nado por el cambio en las condiciones ambientales,
cuando dichos microorganismos ingresan al ambiente
marino, pueden permanecer cierto tiempo en los sedi
mentos (Anderson et al, 2005; Baghel et al, 2005).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
contaminacion por enterobacterias y coliformes-tota
les en la playa lindera al barrio Stella Maris. A,
se estudié el tiempo de supervivencia de los mismos
a 10°C y las comunidades bacterianas presentes en
los sedimentos y agua de mar.

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras

Se tomaron muestras puntuales, en la playa del
Barrio Stella Maris (Playa 99), ubicada en la zena
de Comodoro Rivadavia, de sedimento (S) del area
intermareal a una profundidad de 10 a 30 cm de dos
sitios, el sitio 1 ubicado en cercanias al emisario
submarino (S45° 52,995 WO 67° 30,216) y el sitio 2
alejado del mismo (S45° 53,028 WO 67° 30, 254),
también se tomaron muestras de agua de mar de
ambos sitios.

Analisis microbiolégico

La determinacién de bacterias aerobias hetero-
troficas se realizé por el método de diseminacidn e
superficie a partir de diluciones seriadas de laesn
tras en agua de mar envejecida y estéril. Seartiliz
medios de cultivo TSA Tripteina Soya Agar (en g/L:
Tripteina 15,0; Peptona de soya 4,0; NaCl 5,0 grAg
15,0; pH 7,3+0.2) para bacterias aerobias heterotro
fas, agar violeta cristal-rojo neutro-bilis (en gRep-
tona 7,0; Extracto de levadura 3,0; NaCl 5,0; Lsato
10,0; Rojo neutro 0,03; mezcla de sales biliarés 1,
Violeta cristal 0,002; Agar 13,0; pH 7,4 + 0,1) par

coliformes totales, y agar violeta cristal-rojo tieu
bilis-glucosa (en g/L: Peptona 7,0; extracto deafev
dura 3,0; NaCl 5,0, D(+)-glucosa 10,0; rojo neutro
0,03; mezcla de sales biliares 1,5; violeta cristal
0,002; agar 13,0; pH 7,4 + 0,1) para enterobacteria
Las placas se incubaron 24 horas a 37°C.

Seleccion y aislamiento de cepas bacterianas

Como criterio para seleccionar los cultivos a
estudiar, se tomé el de aislar, a partir de lasgslale
recuento, todas las cepas que se observaron foomand
colonias aisladas. Las cepas seleccionadas fueron
aisladas hasta cultivo puro con sucesivos repignes
agar nutritivo (tripteina 17 g, peptona de soya, 3 g
cloruro de sodio 5 g, fosfato dipotéasico 2,5 gcgha
2,5 g, agua de mar 1000 mL, pH 7,3).

Identificacion de cepas bacterianas

La identificacién de las cepas seleccionadas se
realizd por FAMEs. La extraccion de los acidos
grasos de membrana se realiz6 sobre 40 mg de bac-
terias comenzando con una saponificacién con alco-
hol metilico-hidréxido de sodio-agua 150 mL: 45 g:
150 mL, seguida de una metilacion con acido
clorhidrico 6 N y alcohol metilico, 325 mL: 275 mL,

y a continuacién una extraccién con n-hexano-metil
terbutil éter (1:1) y lavado con hidréxido de sedio
agua, 10,8 g - 900 mL (Hartig et al, 2005).

Los &cidos grasos se determinaron como metil
ésteres por cromatografia gaseosa, usando una co-
lumna capilar Ultra 2 de 25 m de longitud y 0,2 mm
de diametro. El analisis se llevd a cabo con un cro
matografo HP 6890 series Il GC, inyeccion ‘split-
less’; presion inicial 10 psi; programa de tempeweat
170-288°C a 28°C/min, 288- 310°C a 60°C/ min, 1,5
min de permanencia a 310°C, detector por ionizacion
de llama (Pucci & Pucci 2006). La integracién de lo
picos se efectu6 mediante HP 10.01 Chem Station,
los acidos grasos fueron identificados utilizando
Sherlock 6.0 (MIDI Inc., Newark, Del.) con el estan
dar Agilent ‘Calibration standards kit for the nuer
bial identification system’. La composicion en &sd
grasos fue calculada como porcentaje del area de
pico.

A las bacterias no identificadas por el sistema se
les realizaron pruebas metabdlicas para enterobac-
terias.

Prueba de supervivencia

En frascos estériles de 100 mL se colocaron 30
mL de agua de mar o 30 g de sedimento con 30 mL
de agua de mar estéril. Los sistemas fueron inmsbad
a 10 °C y se realizaron recuentos bacterias déocoli
mes totales (agar violeta cristal-rojo neutroshily
para enterobacterias (agar-violeta cristal-rojotnzeu
bilis-glucosa) cada siete dias hasta ausencia de
microorgansismos en las placas de Petri.
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Figura 1. Recuentos dengerobacterias coliformes
totales en el estudio de superviviencia de lashbas
en los sedimentos intermarial y muestras de adai
temperatura de 102 El numero 1 corresponde a
muestra de agua del efluente, 1S a la muestredi-
mento al lado del efluente, 2 a la muestra de dg
una zona alejada al efluente y 2S es la muest
sedimento alejado al efluente en las cuatro estas
del afio.

Andlisis estadistico

Los valores de mineralizacion y recuento
analizaron utilizando andlisis de varianzeNOVA)
mediante el programa BIOM (Applied Biostatist
Inc., 3 Heritage, Setauket, NY 1171l USA). Par:
andlisis de los perfiles de FAMEs obtenidos
realizd un estudio de componentes princip
utilizando el programa PAST.

RESULTADOS

Recuentos iniciales

Todas las muestras tomadas durante el es
presentaron \ares de recuento en el inicio para
tres tipos de medios de cultivo que se utiliza
Siendo el sitio 1, como era de esperar, donde -
contraron los mayores valores de recuentos r«
dos. Los valores de TSA fueron de® UFC/mL en
las muestras de agua recolectadas en verano,-
vera e invierno, y de PQUFC/mL en la muestra ¢
otofio, los valores de los coliformes totales par
muestra de agua fueron de® UFC/mL y en la
muestras de sedimento los valores se encont
entre 16-10° UFC/mL.

En el sitio dos se encontraron en el orden ¢*
UFC/mL en verano e invierno, y de ® UFC/mL
primavera y otofio. En los sedimentos se obsen
recuentos de PQUFC/mL en invierno y verano, y ¢
10" UFC/mL en primavera y otofio. El uento de
coliformes estuvo en el orden de?10° UFC/mL
para la muestra de agua de mar 3 UFC/mL para la
de sedimento. Puede observarse que los ma
recuentos de coliformes totales y enterobactenie
los sedimentos se presenta en la estacién rano
donde la temperatura promedio es de 16+1

La supervivencia de laenterobacterias y las
bacterias coliformes totales presentaron recuea-
ta el dia 42 del ensayo a °C, después de este tiem-
po no se encontrd desarrollo en las placas (figu-
ra 1). La mayor sobrevida de estos tipos de bas
se dio en la muestra proveniente del liquido clii
(muestra 1) cuyos recuentos se encontraron er-
den 16 UFC/mL salvo en invierno que disminuy¢
10" UFC/mL. Puede observarse que la cidad de
depuracion es inversamente propcnal a la carga
inicial.
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Component 2

Component 1

Figura 2. Analisis del componente principal
FAME de las comunidades bacterianas en i
de mar (1 y 2) en otofio (O), verano (
primavera (P) e invierno (
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Figura 3. Analisis del componente principal
FAME de las comunidab bacterianas ¢
sedimento (1S y 2S) en otofio (O), verano
primavera (P) e invierno (I).

Los sedimentos cercanos al vertido de ligu
cloacal, presentan recuentos iniciales del orde
10" UFC/mL, excepto la muestra 1S tomada er
mavera que presenta recuentos del orden &
UFC/mL. En esta muestra, no se observé desal
bacteriano luegde la primera semana de incubac
a 10°C.

La muestra més alejadtel efluente, 2, presen
recuentos iniciales del orden ?400° UFC/mL. En
dicha muestra no se observé desarrollo bacte
después de la primer semana, salvo en la mues
invierno daxde se observd crecimiento hasta I-
gunda semana. Los sedimentos tomados en el pt
presentan recuentos iniciales comprendidos en*-
10" UFC/mL. En estas muestras los recuentos -
gativizaron en la primera semana, salvo para
muestras 2S tnadas en verano e invierno que sor
que presentan recuentos iniciales mas altos. &s
muestras, hubo desarrollo bacteriano hasta la de
semana.

Identificacion de cepas

Se aislaron 197 cepas a partir de las muestr.
las cuales 75 no se pudieron identificar por ¢ésia
MIDI, pero se identificaron por pruebas metaboli
endonde el mayor porcentaje, 62%, fueron ide-
cadas comde. coli. Los géneros bacterianos rec-
rados con mayor frecuencia en la muestra de ag
mar cercana al emisario fueroEscherichia y
Pseudomonason porcentaje de recuperacion del
y 23% repectivamente. Dentro de los géne
mencionados, las especies mas representativasi
Pseudomonas aeruginosakEscherichia fergusoni
En la muestra 2, se aislaron con mayor frecuepesi
génerosEnterococcus Escherichii, cuyos porcenta-
jes de recupacion fueron del 22% para amk
géneros. Los especies recuperadas con may-
cuencia en dicha muestra fuercEnterococcus
faecalisy Escherichia coli En la muestra de s¢

mento, los géneros con mayor porcentaje de r-
racion fueronEnterococcu (24,6%) yPseudomonas
(35%) en la muestra 1S, y en la Vibrio (40 %) y
Enterococcug23,7%). Las especies que se rew
raron con mayor frecuencia dentro de estos gél
fueron Enterococcus faeca y Pseudomonas putida
en la muestra 1S ¥nterococcusfaecalisy Vibrio
diazotrophicusen la muestra 2¢

En el analisis de componentes principales (fig.
3) se observa que las muestras de agua de mat)(
se agrupan juntas. El mismo comportamientc
observa para las muestras de sedimento (1S 'y
Edo indica, que las comunidades bacterianas e
muestras de agua de mar son diferentes ¢
presentes en el sedimento. Esto puede deberse
cuando estos microorganismos son introducidos
medio marino, las condiciones ambientales cam
y su c@acidad de reproducirse y sobrevivir es esc
Algunos grupos bacterianos, son mas resistent
stress fisioldgico. Por ejemplo, lenterococos feca-
les mueren a una velocidad mas lenta en el agi
mar que los coliformes fecales (Rozen y Belki, ).
Esto explicaria la menor biodiversidad en las r-
tras de sedimento, quse evidencia en el indice
Shanonn para el punto 1, el cual disminuye de
en la muestra de agua de mar a 1,59 en la mues
sedimento. La mayoria de coliformes y entec-
terias mueren al ser introducidos en el ambi
marino, y solo unos pocos pueden sobrevivir e
sedimento (Davis et al, 200

DISCUSION

Las descargas de liquidos cloacales son
importante fuente de contaminacion en las z(
costeras (Creiget al, 2002; Steittenberg y Baldil
2010). Los efluentes cloacales son elimine
mediante emisarios submarinos, los cuales perr
reducir la contaminacion organica y bacteriold¢
gracias al volcado a cierta distancia de la cagia
junto con las rareas y corrientes permiten diluir
aguas servidas (Huenca et al, 1996; Sinton €
1999). El sitio de la playa estudiada presentaigas
de liquido cloacal por el mal mantenimiento
ducto. El aporte incontrolado de liquidos cloace
aumenta elriesgo de contraer enfermedades i-
ciosas asociadas con patdgenos o patdgenos -
nistas, y ocasionadas por el consumo de marist
pescados o por contacto directo debido al uso ©
playas con fines recreacionales. El recuenta
coliformes totées y enterobacterias fue positivo
todas las muestras y en todas las estaciones
recuentos bacterianos iniciales, muestran quees
contaminacion fecal en todos los puntos de la
estudiada. Estos elevados valores se deben a
estado del eisario, por lo que este, no cumpliria
funcién de diluir las aguas servidas, aumentanc
riesgo de infeccién por patdgenos ya sea por ctar
0 consumo de mariscos o pescados (Braga ¢
2000). Los recuentos de bacterias aerobias mes
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fueron del orden de $WFC/mL en la muestras de
agua en verano, primavera e invierno, y dé 10
UFC/mL en la muestra de otofio. En los sedimentos,
los recuentos bacterianos fueron menores a lodle la
muestras de agua, siendo del orden deURC/mL
excepto en la muestra 1S tomada en invierno donde
es del orden de 2QFC/mL. Esto indica, que la ma-
yoria de microorganismos introducidos a través del
emisario submarino, no sobrevive al stress fisiclg

del ambiente marino (Rozen y Belki, 2001).

Los recuentos en los sedimentos préximos al
emisario (punto 1) fueron en general menor que en
las muestras de agua, indicando que gran parte de
estas bacterias no sobreviven al estrés fisioldgico
producido por un ambiente marino desfavorable. Esto
concuerda con los recuentos obtenidos en la muestra
del sitio 2, donde los recuentos bacterianos sen do
O6rdenes de magnitud menor respecto a la muestra del
sitio 1. Por otro lado, también contribuye el psice
de dilucion que se produce a medida que aumenta la
distancia del punto de volcado del efluente. Los
recuentos bacterianos en los sedimentos del sitio 2
son mayores que en la muestra de agua, lo que
demuestra cierta permanencia de enterobacterias en
los sedimentos. Esto podria deberse a que las
particulas de sedimento actuarian como reserverio d
microorganismos patégenos, ya que los microorga-
nismos tienden a absorberse sobre las particulas
suspendidas en el agua que luego precipitan (Rote e
al, 2009). Otros factores que podrian influenca@r s
la mayor disponibilidad de nutrientes en las pafie
de sedimento sobre areas de eliminacion de aguas
residuales (Blumenroth y Wagner-Dlobler, 1998;
Craig et al, 2002; Craig et al, 2004), reduccioriale
inactivacion solar (Sinton et al, 1999) y proteccio
contra depredadores (Davies y Bavor, 2002). Por lo
tanto, los sedimentos pueden constituir un imptetan
reservorio de bacterias indicadores cultivablesnf A
y Burker, 2003; Ann et al, 2002, Dorsey et al, 2013
Las bacterias entéricas que colonizan el tracto
intestinal del hombre y animales de sangre caliente
son eliminadas a través de la materia fecal. Cuando
estos microorganismos son introducidos en el medio
marino, las condiciones ambientales cambian, por lo
que su capacidad de reproducirse y sobrevivir es
escasa. No se observo desarrollo bacteriano después
de los 50 dias de incubacién. La alta velocidad de
muerte, esta provocada por la incidencia de luz UV,
la alta salinidad, la temperatura del agua, laafdk
nutrientes y la competencia con otros microorganis-
mos ( Muruleedhara et al, 2006; Noble et al, 2003;
Toledo et al, 2005). Debido a esto, la presencia de
enterobacterias y coliformes indica contaminacion
reciente. Contrariamente, las bacterias intestnale
han mostrado una cierta persistencia en agua de mar
pudiendo permanecer en el sedimento. Esta situacion
se evidencio en la muestra 2, donde el recuento de
enterobacterias y coliformes totales fue mayor len e
sedimento respecto a la muestra de agua. En ebmedi
acuatico, los sedimentos pueden constituir un depo-

sito de los diferentes contaminantes como metales
pesados y microorganismos. Algunos estudios (Davis
et al, 2005; Hughes, 2003) demostraron que los
indicadores bacterianos adsorbidos en las parsicula
de sedimentos pueden ser protegidos de la inflaenci
de muchos factores tales como los depredadores, la
toxicidad de metales pesados, la salinidad y la
radiacion UV. Las poblaciones de los sedimentos de
coliformes fecales pueden ser un promedio de 2200
veces mayor que en la cuenta de agua (Crabill, et al
1999). Por otro lado, el tiempo de sobrevida, esta
directamente relacionado con la carga inicial vitdca

al mar. La muestra que presenta mayor sobrevida es
la 1 que posee mayor carga bacteriana inicial.

De acuerdo a los resultados obtenidos del presente
trabajo, podemos concluir que los recuentos baeteri
nos de microorganismos estudiados revelan que exis-
te contaminacién por enterobacterias y coliformes
totales en la playa de la 99, lo que origina riesgo
sanitarios y ambientales. Los sedimentos actuarian
como reservorios de microorganismos patégenos y
patégenos oportunistas. La mayoria de los micreorga
nismos volcados al mar a través del emisario sub-
marino no sobrevive debido al stress fisiologicekn
ambiente marino. El tiempo de depuracion es varia-
ble. Sin embargo, en un corto plazo, las playas de
arena linderas al barrio Stella Maris quedariae8br
de microorganismos patégenos y potenciales patdge-
nos si se elimina la fuente de contaminacion.
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