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RESUMEN

El objetivo de este estudio es realizar el monitoreo de la calidad microbioldgica del Rio
Ctalamochita, como seguimiento de la contaminacion incorporada en su paso por Villa
Maria, Coérdoba, Argentina. Para ello se realiza el muestreo del rio en tres puntos situados
aguas arriba, en la zona central del tramo y aguas abajo de la ciudad. Se determina la
presencia de indicadores de contaminacion microbiolégica segun las Normas Para La
Proteccion De Los Recursos Hidricos Superficiales Y Subterraneos de la Provincia de
Cérdoba. Se realiza la busqueda de coliformes totales, coliformes termotolerantes y
Escherichia coli. Para completar el monitoreo, se agrega el analisis de anaerobios sulfito-
reductores (cepa de Clostridium perfringens) debido a que, por su caracteristica de
resistencia, es un buen indicador de contaminacion fecal superior al grupo coliforme. Las
muestras se recolectan y se analizan segun los métodos establecidos por Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater, la Comunidad Econdmica Europea y la
ICMSF. Se utiliza la técnica de tubos multiples para determinar Coliformes totales,
realizando la confirmacién para coliformes termotolerantes y E. coli, a partir de los tubos
positivos. En el caso de C. perfringens, se aplica el método de filtracibn por membrana y
para el ensayo de anaerobios sulfito-reductores se siembra en agar TSC (Triptosa. Sulfito
cicloserina). Segun los muestreos realizados en el tramo en estudio del Rio Ctalamochita, se
detecta un deterioro de su calidad bacteriolégica debida a la contaminacién antropogénica,
aunque se encuentra dentro de los parametros definidos para aguas recreacionales segun el
Ministerio de Salud de la Nacién y por lo tanto no representa un riesgo para la poblacion. En
relacion a la determinacién de C. perfringens y anaerobios sulfito reductores, las muestras
analizadas fueron positivas, por lo que podrian ser utilizados como indicador
complementario de la calidad sanitaria del agua superficial.

Palabras claves: monitoreo; parametros microbiol6gicos; Rio Tercero o Ctalamochita.

ABSTRACT

The objective of this study is to monitor the microbiological quality of the Ctalamochita river,
as a follow-up of the contamination incorporated in its passage through Villa Maria, Cérdoba,
Argentina. To do this, the river is sampled at three points located upstream, in the central
zone of the section and downstream of the city. The presence of indicators of microbiological
contamination is determined according to the Norms for the Protection of the Surface and
Underground Water Resources of the Province of Coérdoba. The search for total coliforms,
thermotolerant coliforms and Escherichia coli is carried out. To complete the monitoring, the
analysis of sulfite-reducing anaerobes (Clostridium perfringens strain) is added because, due
to its resistance characteristic, it is a good indicator of fecal contamination superior to the
coliform group. The samples are collected and analyzed according to the methods
established by the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, the
European Economic Community and the ICMSF. The multi-tube technique is used to
determine total coliforms, confirming for thermotolerant coliforms and E. coli, from the
positive tubes. In the case of C. perfringens, the membrane filtration method is applied and
for the sulfite-reducing anaerobic test, TSC agar (Triptosa, Sulfite cycloserine) is sown.
According to the samples taken in the section under study of the Ctalamochita river, a
deterioration of its bacteriological quality due to anthropogenic contamination is detected,
although it is within the parameters defined for recreational waters according to the Ministry



of Health of the Nation and therefore it does not represent a risk for the population. In relation
to the determination of C. perfringens and reducing sulfite anaerobes, the samples analyzed
were positive, so they could be used as a complementary indicator of the sanitary quality of
surface water.

Keywords: monitoring; microbiological parameters; Third River or Ctalamochita.
INTRODUCCION

La degradacion de las fuentes de agua dulce como consecuencia de las actividades
antropicas, se inicia con los asentamientos y se agrava con el crecimiento de las
poblaciones y la intensificacion industrial y productiva (Cossavella, et. Al, 2014).

En la evaluacion de dicha afectacion antrépica sobre la calidad, se efectian
determinaciones microbiologicas que representan el estado del curso de agua en el tramo
en estudio. Existe un consenso general sobre la dificultad de determinar la presencia de
todos los organismos patdgenos implicados en los procesos de contaminacion ambiental
debido a que dicha determinacion implica varios dias de analisis, costos elevados y
laboratorios especializados. Frente a estas dificultades y a la necesidad de hacer una
evaluacién rapida y fiable de la presencia de patégenos en el agua, se ha planteado la
necesidad de trabajar con organismos indicadores (Campos, 1999).

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento
similar a los patégenos (concentracion y reaccion frente a factores ambientales y barreras
artificiales), pero son mas rapidos, econémicos y faciles de identificar. Una vez que se ha
evidenciado la presencia de grupos indicadores, se puede inferir que los patégenos se
encuentran presentes en la misma concentraciébn y que su comportamiento frente a
diferentes factores como pH, temperatura, presencia de nutrientes, tiempo de retencion
hidraulica o sistemas de desinfeccién es similar a la del indicador (Campos, et. al., 1999).

En el presente trabajo se realiza un monitoreo de los pardmetros indicadores
microbiologicos tradicionales de agua de rio (coliformes totales, termotolerantes y
Escherichia coli) con el objetivo de determinar si existe variaciébn de la calidad del rio
Ctalamochita, debido a su paso por la ciudad de Villa Maria. Ademas se realiza una
investigacion sobre la presencia de bacterias anaerobias sulfito reductoras, especificamente
de Clostridium perfringens y anaerobios sulfito reductores.

El grupo coliforme est4 formado por todas las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas, Gram negativas, no formadoras de esporas y con bastén, que fermentan la
lactosa produciendo gas y acido en 48 horas a 35°C. Por otro lado, los anaerobios sulfito-
reductores constituyen un grupo bacteriano asociado al género Clostridium. Se caracterizan
por ser organismos Gram positivos, anaerébicos, formadores de esporas que tienen la
propiedad de reducir el ion sulfito a sulfuro en presencia del citrato férrico u otra sal de
metales pesados, formando colonias negras caracteristicas. La especie C. perfringens
pertenece al grupo de microorganismos utilizados como indicador microbiologico de la
contaminacién del agua. La ventaja mas importante de este grupo es que Sus esporas
sobreviven en el agua mucho méas tiempo que los organismos del grupo coliforme y son
resistentes a la desinfeccion, al punto que pueden ser detectados en algunas muestras de
agua después de haber recibido pre desinfeccion, floculacion, sedimentacion, filtracion y la
desinfeccion terminal (MAA y SP a, 2016; Gesche et al.2003).

METODOLOGIA Y TECNICAS APLICADAS.

Se realizan cinco muestreos entre octubre del 2017 y septiembre del 2018, situados
en tres puntos de su paso por la ciudad, con el fin de evaluar si existe una modificacion de
las condiciones iniciales de calidad bacterioldgica en el tramo en estudio.

Se observa en la figura 1, que el primer punto de muestreo se ubica en el ingreso
de la ciudad de Villa Maria, (A) zona denominada “Puente Andino” (Latitud: 32°25'2.91"S,



Longitud: 63°18'16.30"0). El segundo punto de muestreo (B), se ubica en la parte media del
curso del Rio, “Bajada de calle Entre Rios” (Latitud: 32°25'15.79"S, Longitud:
63°15'15.55"0). En la (C) se ubica el tercer punto de muestreo hacia la salida de la ciudad
en el acceso al barrio “Barrancas del Rio” (Latitud: 32°25'50.85"S, Longitud: 63°13'23.31"0).
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Figura 1: Sitios de muestreo: A-Puente Andino; B- Bajada de calle Entre Rios; C-Barrio Barrancas del
Rio

La figura 2 ilustra las caracteristicas de los puntos de muestreo elegidos para llevar
a cabo la evaluacion de calidad, donde predominan amplios bancos de arena.

Figura 2: Puntos de muestreo (A) Puente Andino, (B) Bajada calle Entre Rios y (C) Barrancas del Rio.

En cada punto de muestreo se obtiene una muestra de agua a 15-20 cm de la
superficie, a la cual se le determina coliformes totales, coliformes termotolerantes, E. coli,
anaerobios sulfito-reductores y C. perfringens.

De acuerdo con lo establecido por Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, la prueba estandar para el grupo coliforme puede realizarse mediante una
técnica de fermentacién en tubos mdltiples; los resultados del estudio de los tubos y
diluciones replicados se comunican en términos de NMP (Numero Mas Probable) de
microorganismos existentes (APHA 2005; Collis C and Taylor C.D., 1969).

Los medios empleados para cada una de las determinaciones se preparan con
anterioridad al dia de muestreo segun las especificaciones del proveedor. En el caso de las



técnicas que se llevan a cabo mediante tubos multiples, se realizaron diluciones hasta 10™
obteniéndose de esta manera cinco series (desde directo a 10).

Para la determinacion de coliformes totales se utilizaron cinco series de tres tubos
con 10 ml de Caldo Lauril Sulfato (Britania) en simple concentracién provistos de campanas
de Durham. Se siembra 1 ml y se incuba en estufa a 35 + 1°C durante 24 horas. Se tomo
como resultado positivo la produccion de gas debido a la fermentacién de la lactosa.

Para el caso de coliformes termotolerantes se toman los tubos positivos de la
determinacion de coliformes totales y mediante el ansa se traspasa a los tubos que
contienen 10 ml de Caldo EC (Britania) y una campana de Durham. Se incuban en un bafio
termorregulado a 44,5 £ 0,5°C durante 24 horas. El resultado es positivo si se presenta la
produccion de gas caracteristica (Fig. 3).

Para el andlisis de E. coli se realiza el mismo procedimiento que para coliformes
termotolerantes, utilizando en este caso, 5 ml de Agua Peptonada Bufferada (Britania). Se
lleva a bafio termorregulado a 44,5+0,5°C durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo se
agregaron unas gotas de reactivo Indol (Britania). Se toma como resultado positivo la
aparicion de un color rosa fuerte.

En la figura 3 se visualizan los resultados positivos y negativos de las muestras
analizadas para coliformes totales; mientras que en la figura 4 los resultados de E. coli.

Figura 3: Resultados positivos y negativos de coliformes Figura 4: Resultado positivo y negativo
totales de E.coli.

Particularmente en el andlisis del sitio de muestreo aguas abajo, Barrancas del Rio,
en el cuarto muestreo, se observa el valor de E. coli superior al de Coliformes
termotolerantes. Esto se debe a la desviacion propia de la tabla del nimero mas probable
utilizada (tabla de 3 tubos) debido que la diferencia entre ambos resultados es de un tubo
positivo de 1 ml para E.coli y termotolerables respectivamente (tabla 1).

Tabla 1: Adaptacion de acuerdo la férmula de APHA, 2005 del calculo de coliformes totales,
termotolerantes y E. coli en la muestra de Barrancas del Rio.

L NMP tabla del nimero Calculo de
Muestra Determinacion . Resultado
mas probable. resultado
Tubos NMP/100
Barranca del Coliformes positivos ml 93x10* 930 NMP/100 ml
Rio termotolerantes | 320 (D a -2) 93 1ml

(Muestreo 4) 520 X 10 *

E.coli 330 (D a-2) 240 1 ml 2400 NMP/100 ml

Por otro lado, para la determinacion de anaerobios sulfito-reductores, se utiliza
como referencia el método establecido por International Commission on Microbiological




Specifications for Foods (ICMSF) cambiando las placas por tubos para establecer con mayor
eficiencia la anaerobiosis (ICMSF, 2000). Se siembra 1 ml de la muestra en 10 ml de agar
triptosa-sulfito cicloserina (TSC) (Biokar), se incuba luego un tubo por cada serie en estufa a
35 + 1°C durante 24 horas. La aparicion de colonias negras indica un resultado positivo (fig.
5). Las mismas se cuentan, y se multiplica por el factor de la dilucién correspondiente.

Figura 5. Resultados positivos y negativos para anaerobios sulfito-reductores

Finalmente, para la investigacion de C. perfringens se aplica el método sugerido por
el Consejo de la Comunidad Econémica Europea (CCE, 1998), segun el cual se realiza la
filtracion de distintos volumenes de la muestra y se coloca la membrana filtrante en el agar
m-CP, efectuando incubacién en anaerobiosis durante 24 horas a 44°+1°C.

El medio se prepara mediante el agar M-CP Base (Sigma Aldrich), al que se le
adiciona D-cicloserina, el sulfato de polimixina y la solucion de fenolftaleina (Sigma Aldrich),
segun lo requerido por el proveedor. La anaerobiosis se genera utilizando una jarra de
anaerobiosis (Gas-PaK Aanaerobic Systems) donde se coloca un sobre de anaerobiosis
(Anaeropack-Anaero).

Tras la incubacion, se exponen las colonias amarillas durante 2 minutos a los
vapores de hidroxido de amonio, danto las colonias de C. perfringens un viraje al color
rosado como se observa en la fig. 6. Para el célculo de los resultados, se cuentan las
colonias y expresa los mismos como ufc (unidades formadoras de colonias) por volumen de
muestra filtrado.

Figura 6:C. perfringens en 50 ml de muestra analizadas A) antes y B) después del revelado con
hidroxido de amonio



Con respecto a la eleccion del volumen filtrado, se decidio utilizar en primera
instancia lo indicado por la Directiva, sin embargo al hallarse resultados incuantificables
(tabla 1), se disminuy6 el volumen de muestra logrando de esta manera una mejor lectura.
Por este motivo se determina clostridium perfringens (ufc) en 10ml; 25ml; 50ml y 100ml,
buscando la dilucién mas representativa.

Para el tercer muestreo se analiza el volumen indicado por la técnica (100 ml), ya
que existe disminucion en los valores obtenidos de los demés indicadores microbiolégicos.
Las diluciones realizadas y sus resultados se muestran en la tabla 2. Siendo PA Puente

Andino; BER Bajada calle Entre Rios; BR Barrancas del Rio.

Tabla 2: Diluciones aplicadas en la determinacién de C. perfringens.

Clostridium Clostridium Clostridium Clostridium
Muestreo | Lugar de muestreo perfringens perfringens perfringens perfringens
(ufc/10ml) (ufc/25ml) (ufc/50ml) (ufc/200ml)
PA - - >50 >50
1 BE - - >50 >50
BR - - >50 >50
PA <1 3 10 -
2 BE <1 8 15 -
BR 1 1 6 -
PA - - - 18
3 BE - - - 11
BR - - - 30

En el cuarto y quinto muestreo se determiné anaerobios sulfito-reductores ya que C.
perfringens pertenece a este grupo de microorganismos anaerobios. La eficacia como
indicadores de la calidad sanitaria de agua fue analizada en una investigacion realizada por
Gesche (Gesche et al. 2003). En la figura 5 se observan los resultados positivos y negativos
obtenidos tras la determinacién de los anaerobios sulfito-reductores.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 3 se detallan los resultados obtenidos de
microbiol6gicos de contaminacion del agua superficial.

los parametros

Tabla 3: Resultados de los muestreos realizados, siendo PA Puente Andino; BE Bajada Entre Rios;
BR Barrancas del Rio.

. . Clostridium | Anaerobios
Lugar de Coliformes| ~ Coliformes E.coli perfringens sulfito-
Muestreo/Fecha muestro Totales |termotolerantes reductores
(NMP/100ml) (ufc/100ml) (ufc/ml)
1 PA 9300 400 400 >50
31/10/2017 BE 9300 <300 <300 >50
BR 46000 <300 <300 >50
) PA 15000 <300 <300 20
BE 4300 <300 <300 30
24/04/2018 BR 39000 <300 <300 12
3 PA 70 <30 <30 18 40
BE 390 70 <30 11 100
19/06/2018
BR 4600 70 70 30 1200
4 PA 9600 <30 40 8
BE 230 <30 <30 20
13/08/2018 BR 11000 930 2400 50
5 PA 240 9 15 22
BE 240 23 9 20
17/09/2018 BR 2400 75 75 4




Puede observarse en la tabla 3 y en la Fig. 7, que los valores hallados para
coliformes totales (A) aumentan en el punto ubicado aguas abajo de la ciudad, BR
Barrancas del Rio, en todos los muestreos realizados. Tanto en los coliformes
termotolerables (B) como en los E. coli (C), se mantienen sus recuentos en algunos
muestreos (1 y 2) y aumenta notablemente en otros, como en el muestreo 4.
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Figura 7. Seguimiento en los tres puntos de muestreo: aguas arriba PA (Puente Andino); region central
del tramo BE (Bajada calle Entre Rios); aguas abajo BR (Barrio Barrancas del Rio).

En Fig. 8 se pueden observar los resultados para coliformes totales a lo largo de los
meses de muestreo. En el Puente Andino se observa un comportamiento fluctuante de altos
y bajos del nUmero de bacterias coliformes.
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Figura 8: Representacion de coliformes totales en el tramo en estudio en los 5 muestreos.

En todos los muestreos de Bajada calle Entre Rios presenta en los valores mas
bajos, lo que puede deberse a la cercania con el embalse del Balneario de la ciudad de Villa
Maria, que produce una tiempo de retencién del agua que podria favorecer la disminucion
de la contaminaciéon microbiol6égica. Por otro lado, en Barrancas del Rio presenta en los
tltimos 3 muestreos una conducta similar al del Puente Andino, esto puede relacionarse a
que en ambos puntos se realizan recolecciones diarias de aridos (arena) con la
correspondiente remocién de las margenes arenosas como se puede observar en la Fig. 2.
La diferencia de los resultados de los muestreos 1 y 2 con respecto a los demas, puede
deberse a una actividad antrépica superior desarrollada en dicha zona. Por otra parte se
observa el aporte de aguas pluviales al curso de agua, provenientes de la ciudad de Villa
Maria y Villa Nueva, ubicadas ambas ciudades en ambas margenes del Rio.

Con respecto a la presencia de indicadores de contaminacién fecal (Coliformes
termotolerantes y E. coli) en todas las muestras analizadas el valor fue inferior a 1000
(NMP/100 ml), valor establecido como maximo en la norma provincial de la Provincia de
Cérdoba de aguas de vertido (MAA y SP a, 2016). Sin embargo para el tercer lugar
analizado (Barrancas del Rio) en el muestreo numero cuatro, el valor de E. coli fue superior
al de la norma y al de Coliformes termotolerantes, esto se debe a la desviacion propia de la
tabla del nUmero mas probable utilizada (tabla de 3 tubos) debido que la diferencia entre
ambos resultados es de un tubo positivo de 1 ml (tabla 3) para E.coli y termotolerables
respectivamente.

En el quinto muestreo se puede observar que los resultados de los parametros
microbiologicos tradicionales fueron inferiores en comparacién con los hallados en los
demas muestreos, se debe considerar que la noche anterior a la extraccion, llovié y las
compuertas del rio se encontraban abiertas al momento de la toma de muestra.

En relacion a la determinacion de C. perfringens (muestreos 1, 2 y 3) y anaerobios
sulfito reductores (muestreo 4 y 5), los valores obtenidos (tabla 2) no pueden ser



comparados con la legislacion vigente para aguas recreacionales (Ministerio de Salud,
2017). Los resultados obtenidos estan en concordancia a los informados por Gesche
(Gesche et al. 2003), donde las muestras analizadas (14 muestras) fueron positivas
anaerobios sulfito reductores (ASR) también presentaron coliformes totales y fecales.

En cuanto el riesgo de contacto directo para la poblacién, de acuerdo a los valores
guia de concentracién de E. coli en el agua dulce recreativas, el 95% de las muestras no
debe superar las 1000 NMP/100 (MAA y SPb). Con los resultados obtenidos de E. coli, se
puede decir que de las muestras analizadas, s6lo una super6 dicho valor (2400 NMP/100ml
Barrancas del rio, pero el resto de las muestras no superé las 500 NMP/100 ml (tabla 3). Por
lo anterior se puede decir el Rio Ctalamochita presenta una baja contaminacion de origen
fecal durante el periodo muestreo, salvo en la zona de Barrancas Del Rio donde se registro
la maxima contaminacién de origen fecal. Los resultados restantes obtenidos de E. coli
fueron menores a las 500 NMP/100ml, limite considerado como Excelente para las aguas
recreacionales por la Unién Europea (2006) (Ministerio de Salud, 2017).

CONCLUSIONES

Segun los muestreos realizados en el tramo en estudio en el Rio Ctalamochita, en
la zona que comprende la ciudad de Villa Maria, se detecta un deterioro de su calidad
bacteriolégica debida a la contaminacién antropogénica. Esto se ve reflejado en el aumento
de las bacterias indicadoras, desde los valores iniciales encontrados en el primer punto de
muestreo aguas arriba (Puente Andino), al Gltimo punto aguas abajo (Barrancas del Rio).

Teniendo en cuenta el uso recreativo de este curso de agua en la zona en estudio,
los valores encontrados en dichos indicadores no representan un riesgo para la poblacién,
teniendo en cuenta los parametros microbioldgicos para aguas recreacionales propuestos
por el Ministerio de Salud de la Nacion. De igual modo presenta un nivel bajo de
contaminacioén, en relacion a indicadores de origen fecal, segun lo establecen las normas de
la provincia de Cérdoba para el agua de vertido a curso de agua superficial.

Si se considera la determinacion de C. perfringens y anaerobios sulfito reductores,
las muestras analizadas fueron positivas. Este resultado nos indica que los ASR pueden ser
utilizados como indicador de la calidad sanitaria del agua, junto con los parametros
tradicionales de contaminacion (Coliformes totales, termotolerantes y E. coli).
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