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RESUMEN: El aumento del uso del agua para diferentes fines y el crecimiento de la poblacién a nivel mundial
han contribuido al incremento de los niveles de contaminacion de los sistemas acudticos. La contaminacion de
estos ecosistemas es una problematica que se presenta en la actualidad, debido al constante vertimiento de
desechos domésticos e industriales que constituyen una fuente de deterioro del medio ambiente. El control de la
calidad microbioldgica del agua de consumo y de vertido, requiere de analisis dirigidos a determinar la presencia
de microorganismos patégenos. La alternativa para realizar un control fiable, econémico y rapido de la calidad
microbiolégica del agua es el uso de indicadores de contaminacion fecal. Entre los indicadores de
contaminacion fecal mas utilizados se encuentran los coliformes totales y termotolerantes, Escherichia coli y
enterococos. Las bacterias indicadoras permiten realizar la clasificacion sanitaria de las aguas para diferentes
usos, la determinacion de criterios para las normas de calidad, la identificacion de contaminantes, el control de
procesos de tratamiento de agua y estudios epidemioldgicos, etc. El presente trabajo aborda los principales
aspectos que han sido reportados acerca de la utilidad de las bacterias indicadoras en la evaluacion de la calidad
del agua. Se exponen estudios que demuestran la factibilidad del uso de E. coli y enterococos como indicadores
de contaminacidn fecal para la evaluacion de la calidad de agua y las técnicas utilizadas para su deteccion, asi
como el uso de la relacidn E. coli/enterococos para determinar el origen de la contaminacion. Ademas, se aborda
brevemente la situacion actual en Cuba con respecto a este tema.

ABSTRACT: The increasing use of water for different purposes and worldwide population growth has
contributed to increase levels of pollution of aquatic systems. Currently, the contamination of these ecosystems
is a problem, due to the constant dumping of domestic and industrial wastes as a constant source of
environmental pollution. Control of the microbiological quality of fresh water and discharge requires targeted
analysis to determine the presence of pathogenic microorganisms. The alternative for a reliable, economical and
rapid microbiological water quality is the use of indicators of fecal contamination. Among the fecal pollution
indicators used are total and thermotolerant coliforms, Escherichia coli and enterococci. Unlike pathogenic
bacteria, indicator bacteria allows the sanitary classification of water for different uses, the determination of
criteria and compliance of quality standards, the identification of contaminant discharges, the control of
processes of water treatment, and epidemiological studies among others. This paper focuses on the main issues
addressed in literature regarding the utility of fecal indicator bacteria in the assessment of water quality. Studies
which demonstrate the feasibility of using E. coli and enterococci as indicators of fecal contamination for
evaluation of water quality and the techniques used for their detection are presented, as well as the use of the rate
E. coli/ enterococci just to determine the source of contamination. Moreover, it is briefly discussed the current
situation in Cuba regarding this subject.
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INTRODUCCION

La contaminacion de los cuerpos naturales de agua es una problematica que se presenta en la actualidad,
principalmente en los paises en vias de desarrollo, debido a que los desechos domésticos e industriales se vierten
a estos ecosistemas acuaticos sin tratamiento previo o pobremente tratados y por lo que constituyen una fuente
constante de deterioro del medio ambiente.*

Para determinar la calidad microbioldgica de los ecosistemas acuaticos, se utilizan las bacterias indicadoras de
contaminacion fecal. Entre las mas utilizadas se encuentran los coliformes totales y termotolerantes, aunque la
abundancia de Escherichia coli se ha asociado mas al riesgo sanitario en comparacion con el resto de los
coliformes*®. El empleo de estas bacterias para la evaluacion de la calidad del agua ha sido aceptado
ampliamente en paises de clima templado.”® Los indicadores fecales tales como Escherichia coli mueren en
aguas templadas, debido a factores como la temperatura, la disponibilidad de nutrientes y la depredacién por
protozoos. Sin embargo, en aguas tropicales numerosos estudios han mostrado resultados cuestionables en
cuanto a la factibilidad de utilizar estos microorganismos para el monitoreo de la calidad de las aguas.®*°

Las condiciones de temperatura, radiacion solar, elevadas concentraciones de nutrientes y la gran diversidad de
la comunidad microbiana hace que el ambiente en los tropicos sea diferente comparado con los de regiones
templadas,™* por lo que se sospecha que los indicadores fecales clasicos proliferan en aguas tropicales y que son
detectados a niveles que no reflejan la extension original de la contaminacion fecal,***® o atn peor, se vuelven
autéctonos de estos ecosistemas acuaticos pudiendo ser aislados en ausencia de una fuente fecal conocida.*

El presente trabajo aborda los principales aspectos reportados relacionados con la utilidad de las bacterias
indicadoras de contaminacién fecal en la evaluacion de la calidad de las aguas.

CALIDAD DE LAS AGUAS

La calidad biol6gica de las aguas es un modo de definir la riqueza bioldgica y el valor ambiental de las
comunidades de seres vivos asociados al ecosistema de un curso fluvial, o de un tramo concreto de él .

Todos los seres vivos necesitan agua para su supervivencia, con una adecuada calidad. Entre los contaminantes
naturales del agua se encuentran virus, bacterias y otras formas de vida; especies minerales disueltos; productos
organicos solubles y sélidos organicos e inorganicos suspendidos. La concentracion de estos contaminantes
naturales puede incrementarse o aln ser suplida por otros materiales producto de la tecnologia industrial o
agricola. Con el fin de asegurar y preservar la calidad del agua en los sistemas de abastecimiento hasta la entrega
al consumidor, la misma debe ser sometida a tratamientos de potabilizacién.** Un alto riesgo de contaminacién
representa el agua potable que contenga material fecal.*>*°

Uno de los problemas sanitarios mas criticos en los paises de América Latina y el Caribe es la descarga
incontrolada de aguas residuales domésticas sin tratamiento, las cuales contaminan los recursos hidricos
superficiales, subterraneos y las zonas costeras. La eliminacion inadecuada de excretas, dada por la ausencia o el
deficiente sistema de alcantarillado y tratamiento, estdn asociados a la contaminacion del agua y causa
numerosas enfermedades, tales como el cdlera, la amebiasis, la hepatitis, la fiebre tifoidea y paratifoidea, entre
otras.'’ La epidemia del célera y los brotes causados por microorganismos patégenos como Cryptosporidium,
cuya via fundamental de transmision es el agua, han originado una alerta en diferentes paises para tratar de
prevenir estos eventos que han provocado una marcada morbilidad y mortalidad en la poblacién mundial.’

Indicadores de contaminacion fecal

El control de la calidad sanitaria de los recursos del ambiente puede llevarse a cabo mediante la enumeracion de
bacterias indicadoras de contaminacién fecal. Estas bacterias pueden ser utilizadas para valorar la calidad de los
alimentos, sedimentos y aguas destinadas al consumo humano, la agricultura, la industria y la recreacién. No
existe un indicador universal, por lo que se debe seleccionar el mas apropiado para la situacién especifica en
estudio.’®?

Los indicadores de contaminacion fecal mas utilizados son los coliformes totales y termotolerantes, Escherichia
coli y enterococos. ** De acuerdo con Gonzalez et al.”? y Méndez et al.,”® existen numerosas limitaciones
asociadas con la aplicacion de estas bacterias como indicadores, como es su escasa supervivencia en cuerpos de
agua y fuentes no fecales, su habilidad para multiplicarse después de su liberacién en una columna de agua y
debilidad frente a los procesos de desinfeccidn, entre otras. Por esta razén, se han utilizado como indicadores
alternativos las bacterias anaerobias fecales (Bacteroides spp., Bifidobacterum spp., Clostridium perfringens),
virus (colifagos) y componentes orgénicos fecales (coprostanol).?*2°

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento similar a los patégenos en cuanto
a concentracion en las aguas y reaccion frente a factores ambientales, pero son més faciles, rapidos y econémicos
de identificar.”® Una vez que se ha demostrado la presencia de estos grupos indicadores, se puede inferir qué
microorganismos patdgenos se encuentran presentes y su comportamiento frente a diferentes factores como pH,
temperatura, presencia de nutrientes y tiempo de retencion hidrica.?”*®
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Del Pilar et al.?” y Boehm y Soller”® refieren que un microorganismo indicador de contaminacion fecal debe

cumplir algunos requisitos para ser considerado como un buen indicador: debe ser un constituyente normal de la
microbiota intestinal de individuos sanos, estar presente de forma exclusiva en las heces de animales
homeotermos y cuando los microorganismos patégenos intestinales lo estan, presentarse en nimero elevado, lo
que facilita su aislamiento e identificacion, debe ser incapaz de reproducirse fuera del tracto gastrointestinal del
ser humano y de los animales homeotermos, su tiempo de supervivencia debe ser igual o superior al de las
bacterias patégenas, su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior al de los patégenos de
origen fecal, debe ser facil de aislar y cuantificar.

Bacterias coliformes como indicadores de contaminacion fecal

El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de contaminacion fecal debido a que estos
forman parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal, tanto del ser humano como de los animales
homeotermos y estan presentes en grandes cantidades en él. Los microorganismos coliformes constituyen un
grupo heterogéneo de amplia diversidad en términos de género y especie. Todos los coliformes pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae.”*

Coliformes totales

Los coliformes totales se definen como bacterias Gram negativas en forma bacilar que fermentan la lactosa a
temperatura de 35 a 37 'C y producen 4cido y gas (CO,) en 24 h, aerobias 0 anaerobias facultativas, son oxidasa
negativa, no forman esporas y presentan actividad enzimatica R-galactosidasa. Entre ellas se encuentran
Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella.**

La prueba mas relevante utilizada para la determinacién de coliformes, es la hidrélisis de la lactosa. El
rompimiento de este disacarido es catalizado por la enzima R-D-galactosidasa. Para la determinacion de la 3-D-
galactosidasa se utilizan medios cromogénicos tales como el Agar Chromocult para coliformes.*

Actualmente, no se recomienda para la evaluacion de la calidad de las aguas debido a que muchos de sus
miembros pueden encontrarse de forma natural en aguas, suelos o vegetacion.*

Coliformes termotolerantes

Los coliformes termotolerantes (CTE), denominados asi porque soportan temperaturas hasta de 45 ‘C,
comprenden un nimero muy reducido de microorganismos, los cuales son indicadores de calidad por su origen.
En su mayoria estan representados por E. coli, pero se pueden encontrar de forma menos frecuente las especies
Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae. Estas Gltimas forman parte de los coliformes termotolerantes,
pero su origen normalmente es ambiental (fuentes de agua, vegetacién y suelos) y solo ocasionalmente forman
parte de la microbiota normal.®>*® Por esto algunos autores plantean que el término de coliformes fecales,
comdnmente utilizado, debe ser sustituido por coliformes termotolerantes.** *

Los coliformes termotolerantes integran el grupo de los coliformes totales, pero se diferencian de estos Gltimos,
en que son indol positivo, su intervalo de temperatura 6ptima de crecimiento es muy amplio (hasta 45 "C) y son
mejores indicadores de higiene en alimentos y agua. La presencia de estos microorganismos indica la existencia
de contaminacion fecal de origen humano o animal, ya que las heces contienen coliformes termotolerantes que
estan presentes en la microbiota intestinal, siendo E. coli la més representativa, con un 90-100 %.%

Escherichia coli

Escherichia coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es una bacteria Gram negativa, anaerobia
facultativa que forma parte de la microbiota normal del intestino del ser humano y los animales homeotermos,
siendo la més abundante de las bacterias anaerobias facultativas intestinales. Se excreta diariamente con las
heces (entre 108-10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC).g™ de heces) y por sus caracteristicas, es uno de
los indicadores de contaminacion fecal més utilizados tltimamente.*

Carrillo y Lozano® sefialan que es la Gnica especie dentro de las enterobacterias que posee la enzima R-D-
glucuronidasa (GUD), que degrada el sustrato 4-metilumberiferil-8-D-glucurénico (MUG), formando 4-
metilumbeliferona. Por otra parte, Carrillo y Lozano™ refieren que son bacilos capaces de producir indol a partir
de triptofano, en 21 + 3h a 44 + 0.5 °C. Poseen la enzima R-D-galactosidasa (GAL), que reacciona positivamente
en el ensayo del rojo de metilo y pueden descarboxilar el acido L-glutdmico, pero no son capaces de utilizar
citrato como Unica fuente de carbono o de crecer en un caldo con cianuro de potasio.

Sobrevivencia de E. coli fuera de hospedantes animales

E. coli reside en la parte baja del intestino de los seres humanos y animales homeotermos, un ambiente que
provee un vasto suplemento de nutrientes para el crecimiento bacteriano.®’” El tiempo de sobrevivencia de E. coli
en su habitat primario se ha estimado en dos dfas.® Se ha sugerido que la mitad de la poblacién de E. coli reside
en el habitat primario del hospedante y la otra mitad en el ambiente externo (habitat secundario).*® De acuerdo
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con esto, Escherichia coli crece y se divide en su habitat primario, pero tiene una proporcidn neta negativa de
crecimiento en el habitat secundario, con una supervivencia de aproximadamente un dia en agua,® 1,5 d en
sedimentos® y tres dias en el suelo.”* Estos estimados implican que E. coli no vive en ambientes inertes, pero
que el continuo volumen transferido de fuentes humanas y animales mantienen una estable poblacion fuera del
hospedante animal.*®

Las poblaciones de E. coli encontradas en el habitat secundario son aparentemente mantenidas por el constante
arribo de microorganismos del habitat primario.®

La falta de nutrientes y las condiciones ecoldgicas severas en ambientes templados evitan que E. coli pueda
sostener una division celular de la poblacion fuera del hospedante animal. Este modelo implica que E. coli no
vive fuera de organismos hospedantes y que su presencia en tales sitios resulta de la excrecién de desechos por
hospedantes animales. Esta es la logica del empleo de E. coli como un microorganismo indicador para la
contaminacion fecal ambiental.*?

Sin embargo, en los trépicos se plantea que las condiciones ambientales de elevadas temperaturas y grandes
concentraciones de nutrientes en los ecosistemas acuaticos, favorecen la proliferacion de E. coli. Por ejemplo en
aguas de Nigeria,*® Hawaii,** Nueva Guinea, *° Puerto Rico,***’ Sierra Leona,”® y la Costa de Marfil,*® se han
encontrado marcadas concentraciones de E. coli, en ausencia de fuentes fecales conocidas. En contraste con este
planteamiento, Byamukama et al.” encontraron que E. coli era el mejor indicador de contaminacion fecal en los
ambientes estudiados de Uganda, pais tropical africano. Estos autores informaron que esta bacteria no se
encontrd con frecuencia en agua y en suelos, lo cual sugiere que no es un miembro autéctono de los ecosistemas
estudiados. Esto se corresponde con estudios previos realizados en Uganda y en Sierra Leona.

En estudios realizados en el laboratorio de los autores en las aguas del Complejo Turistico Las Terrazas, ubicado
en areas forestales de la Sierra del Rosario en Cuba, se informé que los niveles de concentracion de E. coli
encontrados en estas aguas eran muy bajos, por lo que E. coli no constituye un miembro de la microbiota de
estos ecosistemas acuaticos y su presencia es muestra del aporte de materia fecal, posiblemente por animales de
vida salvaje.®

Enterococos

Inicialmente, los enterococos pertenecian al género Streptococcus grupo D de Lancefield. En 1970, fueron
oficialmente clasificados por Kalina como un género independiente, la division de los géneros se bas6 en
estudios taxondmicos y moleculares.”**"

Los enterococos son células esféricas u ovoides, de tamafio 0,6 - 2,0 um de ancho por 0,6 - 2,5 um de largo. Se
presentan en forma de pares o de cadenas cortas. Son cocos Gram positivos, no formadores de endosporas y no
métiles. Son microorganismos anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo. Su
crecimiento Optimo es a 37 °C. Tienen la habilidad de crecer en presencia de 6,5 % de NaCl, a 10 y 45 °C y pH
9,6. Son capaces de hidrolizar la esculina en presencia de 40 % de bilis y poseen la enzima pirrolidonil
arilamidasa.”® Las colonias en los medios agarizados, generalmente se presentan incoloras a grises, y tienen de 2
a 3 mm de diametro a los dos dias de incubacion.” Segtn Porte et al.,>* pueden presentar hemdlisis de tipo a, p o
pueden ser no hemoliticos, en tanto Diaz et al.>* plantean que una misma cepa puede variar en sus propiedades
hemoliticas en dependencia del animal del que provenga la sangre empleada en el medio de cultivo.

Los enterococos forman parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal humano y del tracto genital de
la mujer. Las especies més frecuentes en los aislamientos clinicos (90 %) son E. faecalis y E. faecium.* Otras
especies como E. gallinarum, E. raffinossus, E. casseliflavus y E. avium se aislan en menor proporcién.® Sin
embargo, Diaz et al.> y Koéhler™ indicaron que E. faecalis es la especie més abundante en el tracto
gastrointestinal de los humanos, lo cual podria explicar su prevalencia en los aislamientos clinicos, ademas de su
virulencia incrementada.

Por otro lado, los enterococos también pueden estar presentes en suelo, alimentos, agua, plantas, animales e
insectos™ y suelen considerarse buenos indicadores de contaminacién fecal debido a que son muy resistentes a
condiciones adversas como la congelacion y la desecacion.”>

El uso de Enterococcus como un indicador de contaminacion fecal de aguas con fines recreativos fue
recomendado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, de las siglas en inglés) en
1986.% Al respecto, Vergaray et al.*® consideran al género Enterococcus como el indicador bacteriolégico mas
eficiente para evaluar la calidad de agua de mar para uso recreativo, debido a que es muy resistente a las
condiciones salinas de este medio y ademas, esta relacionado directamente con gastroenteritis, enfermedades
respiratorias, conjuntivitis y dermatitis, entre otras. Segtin Diaz et al.”* la presencia de E. faecalis y E. faecium es
usada frecuentemente para indicar contaminacion de origen fecal, E. faecalis es considerado como un indicador
de contaminacion fecal de fuentes humanas, mientras que E. faecium y otras especies indican contaminacién de
otras fuentes.
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En el caso de las especies de E. bovis y E. equinus son utilizadas como indicadoras de contaminacion producida
por animales de granja. Estas especies mueren rapidamente en el medio exterior, por tanto, su deteccion indica
contaminacion reciente.™

METODOS CLASICOS EMPLEADOS EN LA IDENTIFICACION Y ENUMERACION DE
COLIFORMES

Técnica de fermentacién en tubos multiples

La técnica de fermentacidn en tubos mdltiples (FTM) para enumerar coliformes se ha usado durante alrededor de
80 afios como método de monitoreo de la calidad del agua. EI método consiste en inocular una serie de tubos con
diluciones decimales de la muestra de agua. La produccion de gas, formacién de acido o abundante crecimiento
en los tubos después de 48 h de incubacién a 35 °C constituyen resultados presumiblemente positivos.>” Todos
los tubos con reaccion presumiblemente positiva son inmediatamente sometidos a pruebas de confirmacion. La
formacién de gas en caldo lactosado bilis verde brillante en los tubos de fermentacion tras 48 h de incubacién a
35 °C constituye una prueba de confirmacién positiva.® La prueba de coliformes fecales usando medio
Escherichia coli (EC), puede aplicarse para determinar coliformes totales y fecales,”® la produccién de gas
después de 48 h de incubacién a 44,5 °C en caldo EC se considera un resultado positivo.

Los resultados de la técnica FTM se expresan en términos del nimero mas probable (NMP) de microorganismos
presentes. Este nimero se estima estadisticamente del ndmero medio de coliformes en la muestra. Como
consecuencia de lo anterior, esta técnica ofrece una enumeracién semicuantitativa de coliformes y la precision de
la estimacion es bastante baja y depende del nimero de tubos usados para el analisis.*®

Esta técnica carece de precisién en términos cualitativos y cuantitativos y el tiempo requerido para obtener los
resultados es mayor que el necesario cuando se utiliza la técnica de filtracion por membrana (FM), la cual ha
reemplazado en muchos casos a la técnica de FTM debido a la sistematicidad de los exdmenes de agua potable.
Sin embargo, la FTM resulta muy (til cuando se analizan muestras muy turbias o coloreadas en las cuales no es
posible utilizar la filtracién por membrana.*®

Técnica de filtracién por membrana

La FM esta completamente aceptada y aprobada como procedimiento para el monitoreo de la calidad del agua en
muchos paises. Este método consiste en la filtracién de la muestra de agua a través de una membrana estéril con
un poro de didametro igual a 0,45 um, el cual retiene las bacterias. Esta membrana se incuba sobre la superficie
de un medio selectivo y posteriormente, se enumeran las colonias tipicas crecidas sobre la membrana.>®

Los medios de cultivo més utilizados para el analisis de agua potable son el medio m-Endo-Type en América del
Norte>"y el medio Tergitol-TTC en Europa.?® Las bacterias coliformes forman colonias rojas con brillo metalico
en medio Endo-Type que contiene lactosa (incubacion 24 h a 35 °C para coliformes totales) o colonias amarillo-
naranjas en medio Tergitol-TTC (incubacion 24 y 48 h a 37 y 44 °C para coliformes totales y termotolerantes
respectivamente). Otros medios muy utilizados son el agar McConkey y el medio Teepol. Comparaciones entre
diferentﬁels medios han mostrado que el agar m-Endo produce mayores conteos que el agar McConkey o el
Teepol.

La preocupacion predominante acerca del empleo de esta técnica es lo dificil que se hace recuperar coliformes
dafados o estresados. Una serie de factores fisicos y quimicos involucrados en el tratamiento del agua, pueden
causar dafios subletales a las bacterias coliformes, que dan como resultado un dafio celular que provoca la
incapacidad de las células para formar colonias en un medio selectivo.”® Sin embargo, este método presenta una
significativa ventaja en comparacién con la FTM, debido a su facilidad para examinar grandes volimenes de
muestras con mayor sensibilidad y confiabilidad. Ademas, esta técnica es Util para la mayoria de los laboratorios
relacionados con la calidad de las aguas y es un método relativamente facil de usar; sin embargo, no es lo
suficientemente especifico y son necesarios pasos adicionales para la confirmacion de los resultados.

La nueva generacion de medios de cultivo usa a la B-D-glucuronidasa (GUD) como indicador para E. coli. La
GUD esta presente en el 94 al 96 % de las cepas de esta especie. La prueba de la GUD se utiliza para la
deteccion de E. coli en aguas y alimentos.®

La actividad de la GUD se mide mediante el uso de diferentes sustratos cromogénicos y fluorogénicos como el
p nitrofenol-B-D-glucurénido (PNPG), o el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-GLUC) y el 4-
metilumbeliferil-B-D-glucurénido (MUG). %%

En la actualidad, se han desarrollado medios comerciales que permiten la deteccion rapida y simultanea de E.
coli y coliformes totales en agua, los cuales emplean sustratos cromogénicos o fluorogénicos, y se han descrito
diversas aplicaciones de estos sustratos en la identificacion de microrganismos.** Dentro de estos medios de
cultivo pueden ser citados los medios Agar Fluorocult ECD, Agar Chromocult y el Rapid E. coli 2.
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En Agar Fluorocult ECD, las colonias de E.coli se consideran positivas cuando fluorescen de color azul después
de incubar a 44 °C durante 24 h. Esta fluorescencia se debe a la ruptura del sustrato fluorogénico 4-
metilumbeliferona-p-D-glucurénido  MUG por la enzima pB-D-glucuronidasa, lo cual produce 4-
metilumbeliferona, la que fluoresce bajo una longitud de onda de luz UV de 360 nm.

En el medio Agar Chromocult, después de un periodo de incubacién de 24 h a 37 °C, las colonias azul-violetas
se consideran posibles E. coli. Esta coloracion resulta de la ruptura del sustrato X-GLUC por la enzima GUD. En
el medio Rapid E coli 2 aquellas colonias de color purpura son el resultado de la hidrolisis del sustrato
SalménGlu por la misma enzima, tras una incubacion de 24 h a 44 °C.%

La adicion de sustratos fluorogénicos y cromogénicos a los medios de cultivo, ya sean solidos o liquidos para
detectar la actividad enzimatica de coliformes totales y E. coli proporciona una mayor sensibilidad y rapidez en
la estimacion de la contaminacién microbiana en agua potable respecto a los métodos clasicos, pero ain no
resuelve satisfactoriamente la problematica de la deteccién de coliformes viables pero no cultivables.

PROPORCION E. COLI/COLIFORMES TERMOTOLERANTES EN AMBIENTES ACUATICOS

En la década del 60 del siglo xx el grupo de bacterias coliformes termotolerantes fue seleccionado como el mejor
indicador, debido a que estaba mejor asociado con las fuentes de origen fecal.**®® Escherichia coli representa un
subgrupo dentro de los coliformes termotolerantes.

La USEPA propuso establecer como base de calidad de agua un nuevo criterio para E. coli (63 % de la
concentracion de los coliformes termotolerantes) para proveer niveles equivalentes de proteccion para patdgenos
presentes en las aguas.®® Al respecto en estudios realizados por los autores en las aguas del Complejo Turistico
Las Terrazas, Pinar del Rio Cuba, se encontraron bajas concentraciones de este indicador al determinar la
relacion E. coli/CTE, ( 0,46) lo que significa que el 46 % de los coliformes termotolerantes pertenecian a la
especie E. coli (Tabla 1). Esta relacion ratifica el buen estado de estos ecosistemas.®

Tabla 1. Estudios donde se determina la relacidn Escherichia coli/Coliformes termotolerantes en agua dulce

Localizacion Relacion Medio de cultivo Técnica Referencia
del estudio EC/CTE empleado
USEPA, 0,63 m-TEC? Filtracion por USEPA, 2002%°
Estados Unidos membrana®
Las Terrazas, | 0,46 Agar Chromocult’y  Filtracion por Larrea et al., 2009*
Pinar del Rio, Agar Lactosa membrana®
Cuba Tergitol con TTC®
Rio 0,75 Agar Chromocult’y  Filtracion por Prats et al., 2006°
Almendares, Agar Lactosa membrana®
Cuba Tergitol con TTC®
Rio Sena, | 0,77 Deteccion B-D- Numero mas Garcia-Armisen et al.,
Francia glucuronidasa® y probable en 2007%

Agar Lactosa microplacas® 'y

Tergitol con TTC® filtracion por

membrana®

Rios de Sao | 0,84 EC-MUG"y Filtracion por Hachich et al., 2012
Paulo, Brasil m-FC° membrana®

% Conteo de E. coli y coliformes termotolerantes. ° Conteo de E. coli. © Conteo de coliformes termotolerantes.

Sin embargo, otros autores en estudios realizados en aguas de rios contaminados han hallado un elevado grado
de relacién entre los conteos de E. coli y de coliformes termotolerantes (Tabla 1). Asimismo, Hamilton et al.”
publicaron un articulo que incluye datos de estudios en los que se ha comparado la relacion E. coli/CTE y en ella
aparece una gran variabilidad de estas relaciones. Estos autores también publicaron que una relacién por encima
de 0,63 ha sido observada por numerosos investigadores en muchos ecosistemas acuaticos diferentes, los cuales
incluyen: lagos, playas, rios, estuarios, aguas albafales tratadas y aguas residuales sin tratamiento alguno.

Estas diferencias en los valores de relacién E. coli/CTE, pueden estar dadas porque esta relacion depende del
sitio de estudio y ademas de los métodos que se apliquen para enumerar estos dos indicadores.™

Con respecto al sitio de estudio, Vernberg et al.”* en una investigacion realizada en la costa de Carolina del Sur,
en una zona muy urbanizada y otra forestal, encontraron valores elevados en las proporciones E. coli/coliformes
termotolerantes en la zona altamente urbanizada y una proporcién mucho menor en la segunda zona
evidenciando de esta manera que la microdiversidad de bacterias coliformes era mayor en la zona situada en el
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area forestal donde existia un mayor nimero de bacterias de origen no fecal. Ademas estos autores relacionaron
la marcada incidencia de E. coli y la baja microdiversidad con los efectos de la urbanizacion.

En cuanto a los métodos aplicados para la enumeracion de E. coli y de coliformes termotolerantes, Noble et a
obtuvieron en un estudio realizado en aguas costeras un promedio E. coli/CTE de 0,88, en el cual E. coli se
enumerd mediante el empleo del método del NMP, basado en la deteccion de la actividad enzimatica de la
enzima B—D-glucuronidasa. Sin embargo, esta relacion fue igual a uno cuando los coliformes termotolerantes se
enumeraron por el método de filtracion por membrana y fue igual a 0,5 cuando se utiliz6 el método de
fermentacién en tubos mdaltiples; o sea que el procedimiento que se emplee para el conteo de ambos indicadores
influye en el valor de la relacién de E.coli/CTE.

|.72

RELACION E. COLI/ENTEROCOCOS EN LOS AMBIENTES ACUATICOS ESTUDIADOS

Desde que el género Enterococcus fue recomendado en 1986 por la USEPA como indicador de contaminacion
fecal, han sido reportados escasos trabajos que abordan la relacién entre este indicador y E. coli en diferentes
ecosistemas.

Seglin Herrera y Suarez’ los coliformes termotolerantes y los enterococos son los indicadores mas apropiados
para determinar la presencia de contaminacion de origen fecal en los cuerpos de agua. Sin embargo, en agua de
mar los enterococos tienden a sobrevivir por mas tiempo que los coliformes termotolerantes debido a que son los
que mejor soportan las condiciones salinas de este medio. Al respecto, Noble et al.”* han estimado que la
supervivencia de E. coli en agua marina es de aproximadamente 0,8 d, mientras que los enterococos es de 2,4 d.
El empleo de la relacion E. coli/Enterococos (EC/E) puede ser de gran utilidad para la determinacion del origen
humano o animal de la contaminacién fecal. Se ha sugerido que las cantidades de coliformes termotolerantes y
enterococos fecales que son descargados por los seres humanos son significativamente diferentes a las
descargadas por los animales.”>” Cuando el cociente EC/E es mayor de 4 se estd en presencia de una
contaminacion fecal de origen humano, y cuando este cociente es menor de 0,7 la contaminacion es de origen
animal. Sin embargo, en el intervalo entre 0,7 y 4 no se puede interpretar el origen de la contaminacién, e incluso
puede tggt%rse de una contaminacién fecal mixta, es decir, donde haya presencia de materia fecal humana y
animal. >~

La correlacion entre estos indicadores fue utilizada por Warren et al.”® para analizar aguas de rios. Estos autores
obtuvieron un coeficiente de correlacién de 0,84, mientras que Chiroles et al.** reportaron valores de 0,77, 0,76 y
0,68 en tres estaciones del rio Almendares. En ambos estudios se detectdé una buena correlacion entre ambos
indicadores, asociados al grado de contaminacién de las aguas y al deterioro notable de su calidad.

SITUACION ACTUAL EN CUBA

En Cuba existe un marcado interés por la preservacidn de los ecosistemas acuaticos y por la salud pablica, razén
por la cual se evalla tanto la calidad del agua potable como la del agua que se emplea con fines recreativos. Con
respecto a las aguas que se emplean para el bafio tanto en costas como en masas de aguas interiores (rios,
lagunas, embalses), la Norma Cubana 22 de 1999, establece los limites maximos permisibles de concentracion
de los indicadores de calidad bacterioldgicos, coliformes totales, coliformes fecales y estreptococos fecales,
calculados a través de la metodologia del nimero mas probable (NMP) (Tabla 2).

Tabla 2. Norma Cubana para lugares de bafio en costas y en masas de aguas interiores.

Tipo de recreacion Coliformes Coliformes fecales/100 Estreptococos
totales/100 mL mL fecales/100 mL

Con contacto directo >1.10° <2-10° <1-10°

Con contacto indirecto <5-10° <1-10° —

como se ha comentado en acapites anteriores, esta metodologia es muy engorrosa y consume una gran cantidad
de tiempo, ademas los indicadores utilizados no son los méas apropiados debido a que muchos de los miembros
del grupo coliformes (totales y fecales) pueden formar parte de la microbiota normal de aguas, suelos y
vegetacion, sin que esto indique que existe una fuente de contaminacion fecal.*® En este sentido, se han realizado
algunos estudios en el pais en los que se evalla la calidad microbioldgica de las aguas, teniendo en cuenta los
aspectos anteriores. Entre estos trabajos se pueden citar las investigaciones llevadas a cabo en el rio Almendares
por Chiroles et al., > Prats et al.”y Larrea et al. * en los cuales se emplea la técnica de filtracién por membrana y
a E. coli, enterococos (anteriormente estreptococos fecales) o la combinacion de ambos, como indicadores de
contaminacion fecal. Ademas, se ha incursionado en la evaluacion de nuevos medios de cultivo que combinados
con la técnica de filtracion por membrana permiten una rapida deteccion de los indicadores de contaminacion
fecal, como es el caso de los trabajos presentados por Gonzalez et al.®* y Larrea et al.,*" en los cuales se realiza la
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evaluacion de medios de cultivos cromogénicos y fluorogénicos empleados en el analisis de aguas de consumo y
costeras y en aguas de rios respectivamente.

En la actualidad, en el Centro Nacional de Biopreparados (BIOCEN) se han elaborado medios cromogénicos y
fluorégénicos, como el medio CromoCen CC, los cuales han sido utilizados en el anélisis de aguas residuales.®
Estos medios de produccion nacional pudieran representar una alternativa viable para la evaluacion de la calidad
microbioldgica de las aguas en el pais.

CONCLUSIONES

El empleo de las bacterias indicadoras de contaminacion fecal continda resultando de gran utilidad en el
monitoreo de la calidad de las aguas; sin embargo, se hace necesario no sélo evaluar los medios y métodos de
enumeracion de estos indicadores, sino también, evaluar el empleo de algunos indicadores en ambientes
tropicales, como los coliformes totales y termotolerantes. Dentro del grupo de bacterias indicadoras, E. coli
constituye un buen indicador de contaminacién fecal y combinada con otros indicadores como los enterococos
puede brindar una mayor informacion acerca de las fuentes de contaminacion del agua. Los medios de cultivo
cromogénicos y fluorogénicos combinados con la técnica de filtracion por membrana constituyen una buena
alternativa para un andlisis rapido y confiable, por lo que la produccion de estos medios en el pais contribuiria a
mejorar la evaluacion de la calidad de las aguas.
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