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Resumen aprobado por:

Uty /fw;

Dr. Leopoldo G."Mendoza Espinosa

Se utilizo al grupo de bacterias coliformes, estreptococos y colifago MS2
(15597BI) para evaluar la contaminacién fecal en Bahia Todos Santos. Se
realizaron 23 muestreos en las descargas de las plantas de tratamiento El
Naranjo y El Gallo, y 6 muestreos en la zona aledafia a dicha descarga. Los
bacteriéfagos se determinaron mediante el método modificado de doble capa
de agar (Yahya et al.,, 1991), y las bacterias indicadoras, mediante el método del
niimero mas probable (APHA, 1995) en serie de cinco tubos. El valor promedio
de coliformes fecales encontrado en las descargas y en la zona de playa fueron
de 4,096 NMP 100 ml-! y 200 NMP 100 ml-! respectivamente. En general, ambas
plantas de tratamiento presentan un buen funcionamiento, ademds de que
observé una notable disminucién en la contaminacién microbiolégica de la
playa adyacente a las descargas, comparada con estudios anteriores, atribuida
al mejoramiento en la calidad del agua descargada. Sin embargo, la calidad
microbiolégica en los sistemas de tratamiento de las plantas de la CESPE podria
incrementarse teniendo un mejor control sobre sus procesos. Los bacteriéfagos
se presentaron en altas concentraciones en todas las estaciones muestreadas,
principalmente en El Gallo, excediendo el limite utilizado como referencia para
todas las estaciones. No se encontraron asociaciones entre los indicadores
tradicionales y bacteri6fagos, por lo que se propone continuar con estudios
utilizando a los indicadores tradicionales, virus pat6genos y bacteriéfagos para
demostrar la eficacia del empleo de estos dltimos como indicadores de
contaminacién viral en costas mexicanas.
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La contaminacion es el proceso mediante el cual se alteran las
condiciones naturales de un medio ambiente determinado. Existen dos tipos de
contaminacion: natural e inducida. La contaminacién natural considera a todos
los procesos en la naturaleza que llegan a provocar alteraciones a las
condiciones de equilibrio de la misma. Por otra parte la contaminacién inducida
es provocada de manera directa o indirecta por las actividades del hombre, que
generan compuestos que pueden provocar severas alteraciones en el medio
ambiente (Rincén-Espinosa, 1996).

La contaminacién marina se define como la introduccién de sustancias
ajenas al medio ambiente marino provocando la alteracion de la calidad del
agua de mar, dafiando las actividades productivas como la pesca y acuacultura,
reduciendo el valor recreativo del medio debido al aumento de riesgos a la
salud humana (SARH, 1985).

Las principales fuentes de contaminacion de las aguas costeras son las
descargas de aguas residuales urbanas, agricolas e industriales (Pefia-
Manjarrez, 1987). La contaminacién proveniente de los residuos domésticos, a
pesar de ser menos dafiina para el medio ambiente que la contaminacion

industrial, puede causar grandes dafios a los ecosistemas, debido a que los



residuos contienen grandes cantidades de materia organica y microorganismos
patogenos (Rolim-Mendoca, 2000).

Para que los contaminantes orgénicos presentes en el agua de mar sean
considerados como nocivos, deben sobrepasar la capacidad degradativa y de
recirculacién en el cuerpo de agua. Hasta la fecha se han propuesto indicadores,
tanto fisico-quimicos como biol6gicos, del grado de contaminacion de las aguas,
tales como: concentracion de nutrientes, oxigeno disuelto, 4cido sulfhidrico,
demanda bioquimica de oxigeno, s6lidos en suspension y bacterias indicadoras,
Con base a los niveles de concentracién de estos indicadores se han establecido
grados relativos de contaminacion (Rolim-Mendoca, 2000).

Las aguas residuales urbanas derivadas de excretas, residuos
domésticos, arrastres de lluvia e infiltraciones generalmente contienen una gran
cantidad de organismos de origen humano de los cuales algunos son
patogenos. Existen evidencias de que un individuo elimina cientos de millones
de gérmenes por gramo de materia fecal (Rodier, 1989). En la tabla I se
presentan algunos de los microorganismos que se pueden encontrar en las
aguas residuales y las enfermedades que provocan. Al penetrar al medio
marino, estos microorganismos se veran afectados por factores adversos para su

desarrollo y sobrevivencia, como son: la presion osmotica, pH, temperatura, luz



solar y sedimentacion. Sin embargo, es posible que logren sobrevivir en

concentracién suficiente como para ocasionar enfermedades.

Tabla I. Organismos patégenos presentes en aguas residuales y enfermedades que

Salmonella sp

Fiebre tifoidea, salmonelosis

Shigella sp Disenteria y shigelosis
Vibrio cholerae Célera
E. coli enteropatégena Gastroenteritis
Clostridium perfringens Gangrena gaseosa
Enterovirus Gastroenteritis
Hepatitis A Hepatitis infecciosa
Rotavirus Gastroenteritis
Entamoeba histolytica Amibiasis
Ascaris lumbricoides Ascariasis
Enterobius vermicularis Enterobiasis
Taenia sp Taeniasis

Fuente: Metcalf & Eddy, 2003,

El estudio de la contaminacién de las aguas (superficiales y
subterrdaneas) suele ser llevado a cabo, mediante el uso de organismos
indicadores, los cuales van a reflejar la presencia de organismos patégenos,
causantes de infecciones intestinales. La ruta de contagio es por lo regular oral-
fecal, que ocurre cuando el material fecal de una persona enferma llega a la
boca de una persona sana, que sera el nuevo huésped. Los principales agentes
etiolégicos de estas enfermedades infectocontagiosas (Tabla I) son transmitidos

por dos mecanismos bésicos: de forma directa, desde el orificio anal hasta la



boca, a través de los dedos contaminados o de forma indirecta, a través de los
alimentos, utensilios domésticos y agua contaminada (Rolim-Mendoca, 2000).

Los microorganismos pueden penetrar también por el sistema
respiratorio, por la inhalacién de polvo ambiental o aerosoles contaminados. Lo
anterior ocurre de manera frecuente con los virus, hongos y rara vez con las
bacterias. Otros microorganismos pueden entrar a través de escoriaciones de la
piel (Rolim-Mendoca, 2000).

Por décadas, la calidad microbiologica de las aguas residuales ha sido
evaluada mediante el uso de indicadores de contaminacion fecal. Rolim-
Mendoca (2000) hace una recopilacién de las caracteristicas que deben reunir
las bacterias para ser consideradas como indicadores de contaminacion fecal:

° Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos
sanos.

e Estar presentes, de forma exclusiva, en las heces de animales
homeotérmicos.

® Presentarse en nimeros elevados, para facilitar su aislamiento e
identificacion.

® Deben ser incapaces de reproducirse fuera del intestino de los

organismos homeotérmicos.



® Su tiempo de sobrevivencia debe ser igual o un poco superior al
de las bacterias patogenas (su resistencia a los factores
ambientales debe ser igual o superior a la de los patégenos de
origen fecal).

e Deben ser faciles de aislar y cuantificar.

e No deben ser patdgenas.

No existe ninguna bacteria u organismo que retina todos los criterios de
un indicador fecal ideal y apenas algunos grupos satisfacen alguno de estos
requisitos. Dentro de ellos destacan: los indicadores tradicionales Coliformes
(totales y fecales), E. coli, Estreptococos fecales, Clostridios sulfito reductores y
Clostridiun perfringens. Otros indicadores propuestos han sido: Bifidobacteriunt
sp (anaer6bicos), fermentadores de sorbitol, Bacteroides fragilis, Pseudomionas
aeruginosn y colifagos (Rolim-Mendoca, 2000).

Estudios recientes han mostrado que los indicadores tradicionales no
proporcionan una informaci6n adecuada sobre la contaminacién viral, ya que
presentan una menor sobrevivencia y menor resistencia a la cloracién y
radiacion UV (Gantzer et al., 1998), ademés de una baja correlacién con la
ocurrencia de virus (Turner et al., 1995). Por ello, en los dltimos tiempos el uso
de los indicadores tradicionales para predecir la calidad virolégica en aguas

residuales ha sido altamente cuestionado (Jiang et al., 2000). Por el contrario,



Cabelli et al. (1982) y Dionisio et al. (2000) consideran que los Estreptococos
fecales son los mejores indicadores en agua de mar debido a su capacidad de
sobrevivencia en agua de mar y su asociacion con enfermedades
gastrointestinales.

Leclerc et al. (2000) mencionan que los virus pueden ser identificados por
técnicas celulares o moleculares. Sin embargo, éstas son costosas y
regularmente se requiere de laboratorios altamente especializados. Ademas
cada prueba que se realiza detecta Ginicamente un virus especifico, la técnica no
diferencia entre virus activos e inactivos o entre infecciosos y no infecciosos y
para el procesamiento se virus se necesitan grandes cantidades de muestra (de
10 a 100 litros). A pesar de que en la actualidad existe una gran variedad de
métodos moleculares para la identificacién de virus, éstos no proporcionan una
buena informaci6n desde el punto de vista de la contaminacién.

Recientemente los bacteriéfagos han sido propuestos como indicadores
de la calidad microbiana del agua ya que se encuentran en las heces de los
animales y en las deposiciones humanas de manera casi constante. Los
bacteriéfagos son virus que infectan células bacterianas huéspedes y de estos,
los colifagos son aquellos virus que infectan cepas de Escherichia coli, bacteria
caracteristica de contaminacion fecal (Rodier, 1989). Estos virus pueden llegar a

sobrevivir sin proliferar en ausencia de células huésped; no obstante, para su



replicacion dependen de la energia metabolica y de la maquinaria sintetizadora
de las macromoléculas del huésped (De Jawetz et al., 1992).

Se han propuesto tres tipos de bacteriéfagos como indicadores de
contaminacion viral: colifagos sométicos, fagos F-RNA especificos y Bacteroides
fragilis HSP40. Cada bacteriofago es especifico de un tipo de bacteria. Los
colifagos somaticos son aquellos fagos que infectan bacterias como Escherichia
coli la cual es especifica de contaminacion fecal; este grupo de colifagos es
generalmente usado como indicador de calidad del agua y como potencial
indicador de la presencia de virus patogenos. El otro grupo de colifagos
conocido como macho-especifico o F-RNA especifico es aquel que s6lo puede
infectar bacterias huésped codificadas mediante fimbrias (pelos) con el factor
genético de fertilidad (F). Las fimbrias son el sitio receptor de los fagos macho-
especificos. Por su parte, los fagos que infectan a Bacteroides fragilis sélo se
multiplican en el tracto gastroentinal de animales de sangre caliente, lo que
hace a estos fagos especificos de contaminacion fecal, ademés de que pueden
ser usados para distinguir entre contaminacién fecal de origen humano y
animal (Grabow et al., 1995).

En plantas de tratamiento de aguas residuales los bacteritfagos que se
encuentran presentes de manera natural son los del tipo F-especifico (Yanko et

al., 1999) los cuales son més resistes a la desinfeccién con cloro que los virus



entéricos. Los bacteritfagos tipo F-especifico presentan una mayor resistencia al
tratamiento de aguas residuales y poseen propiedades similares a las de los
virus humanos en cuanto a estructura, composicion, tamaiio, morfologia y
sobrevivencia (IAWPRC, 1991). Dichas semejanzas y su consistente asociacion
con las aguas residuales los hacen especificos de contaminaciéon fecal. Otra
ventaja asociada a la determinacion de bacteri6fagos es el hecho de que pueden
ser detectados en menos de 24 horas, a diferencia de las bacterias y virus cuyo
anélisis puede tardar desde dias hasta semanas (Seafiez-Reyes, 2001).

Recientemente, Dionisio et al. (2000) propusieron a los colifagos como
organismos estandar para determinar la calidad sanitaria microbiol6gica en
aguas costeras recreativas en la comunidad europea. Estos autores sugirieron
un estdndar para colifagos (unidades formadoras de fagos uff) donde 80% y
90% de las muestras cumplan con un maximo de 300 UFF/100ml y 2,000
UFF/100ml, respectivamente.

Por otra parte, Leclerc et al. (2000) discuten las desventajas de los
colifagos y virus entéricos como indicadores de contaminacion fecal debido a
que carecen de especificidad de bacteria huésped; por ejemplo, mientras F*
colifago es generalmente especifico para Eschericha coli, también puede atacar y
multiplicarse en otros coliformes y en miembros de la familia

Enterobacteriaceae. Los colifagos somaticos, presentan un grupo mas



heterogéneo y son considerados malos indicadores fecales debido a que su
huésped no es de origen fecal. Los fagos que infectan a Bacteroides fragilis son
mas resistentes a los procesos de inactivacion natural que los colifagos F*
especificos y éstos a su vez son mas resistentes que los colifagos sométicos
(Leclerc et al., 2000).

Con base a los antecedentes y tomando en cuenta las ventajas y
desventajas, tanto de los indicadores clasicos como de los contemporéaneos, se
plante6 utilizar al grupo de bacterias coliformes y al colifago MS2 (ATCC
15597B1) para la evaluacion de la contaminacion fecal en Bahia Todos Santos,
B.C. En donde estudios referentes a la calidad bacteriologica indican que las
principales fuentes de contaminacion bacteriana son las areas cercanas a la
desembocadura de los arroyos El Gallo y El Sauzal de Rodriguez (Safiudo-
Wilhelmy y Suarez-Vidal, 1984; Orozco-Borbén y Delgadillo-Hinojosa, 1989;

Seafiez, 2001).



10

1.2 ANTECEDENTES

De acuerdo a registros historicos, las concentraciones de bacterias
coliformes totales y fecales en la Bahia de Todos Santos, B. C. (BTS) presentan
variaciones temporales, con valores minimos en invierno y maximos en verano,
periodo en el que la zona costera es utilizada mayormente para actividades
recreativas (Segovia-Zavala y Orozco-Borbon, 1986). Estudios realizados en la
columna de agua (Orozco-Borbén y Gutiérrez-Galindo, 1983) reportaron que la
concentracion de bacterias coliformes totales y fecales fue mayor a los limites
establecidos por la legislacion mexicana para uso recreativo (Safiudo-Wilhelmy
y Sudrez-Vidal, 1984), vigentes en ese entonces.

Las zonas que presentan mayor riesgo para la salud de la poblacion que
utiliza en forma directa la zona costera en BTS son: la dérsena portuaria, playa
municipal y la zona conocida como Cueva de los Tigres, ya que se han
detectado bacterias patogenas entéricas como Salmonella sp y Shigella sp
(Orozco-Borbon y Saiiudo-Wilhelmy, 1988; Jiménez-Gonzalez, 1989). Por el
contrario, la parte sur de la bahfa presenta bajas concentraciones de bacterias
coliformes, con excepcién de la boca del estero de Punta Banda en épocas de
precipitacion pluvial, por lo que se puede definir como una zona

bacteriol6gicamente limpia.



Anterlor a la puesta en marcha de la planta de tratamiente de aguas
resicluales de Bl Naranjo, per parte de la Comision Estatal de Servicios Piblicos
de Ensenada (CESPE) en septiembre de 1999, las aguas residuales generadas en
la ciudad de Ensenada no eran tratadas de manera eficiente, A pesar de que
dicha planta se instal6 eon la finalidad inmedlata de detener la contaminacién
en BTS, a la fecha aun no ge ha evaluado de manera sistematica si se cumplio
con este objetivo.

La eiudad de Ensenaca cuenta con tres plantas de tratamiento de aguas

resicluales operadas por la CESPE: El Sauzal, El Gallo y El Naranjo (Figura 1),



El Sauzal
de Rodriguez

Fuente: www.cespe.org

Figura 2. Localizacién de las plantas de tratamiento de aguas residuales de la ciudad de Ensenada, B.C



La planta de tratamiento de El Sauzal se ubica al noroeste de la Ciudad
de Ensenada, es de tipo lodos activados, modalidad aireacién extendida y
cuenta con una capacidad instalada de 60 | seg? y trata en promedio 32 I seg-.
Dentro de la zona urbana de Ensenada se encuentra la planta de tratamiento de
El Gallo, la cual es una planta de tipo lodos activados convencionales, cuenta
con tanques de sedimentacion primaria, tratamiento secundario y desinfeccion,
con una capacidad instalada de 250 | seg! y se trata un volumen promedio de
aguas residuales de 98 | seg. La planta capta las aguas residuales producidas
en las industrias pesqueras, ubicadas en la avenida Pedro Loyola y las
domésticas producidas por las colonias aledafias a esta zona industrial. Por otra
parte, El Naranjo es una planta de tratamiento de lodos activados, modalidad
aireacion extendida, tipo carrusel con zanjas de oxidacion la cual, a diferencia
de la de El Gallo, no cuenta con tanque de sedimentacién primario, pero provee
de tratamiento secundario y desinfeccion a la mayor parte del agua residual
generada por la ciudad de Ensenada. Cuenta con una capacidad instalada de
5001seg?, y en promedio se trata un volumen de agua de 310 [ seg! (Mendoza-
Espinosa, 2001).

El tnico estudio reciente es de Seafiez-Reyes (2001) quien muestra una
disminucion en los niveles de contaminantes microbiol6gicos en la BTS, pero

con un aporte todavia significativo por parte de las plantas de tratamiento de
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CESPE de El Naranjo y El Gallo, las cuales desembocan en el lecho del arroyo El
Gallo de la ciudad de Ensenada. Cabe sefialar que cuando se realizé ese
estudio, la planta de tratamiento de Tl Naranjo se encontraba iniciando
operacion, por lo que su nivel de tratamiento no era el 6ptimo.

La determinacion de contaminacion microbiolégica en BTS se ha basado
principalmente en la deteccién de bacterias coliformes totales y fecales. En
estudios realizados sobre la calidad microbiol6gica en aguas naturales se
menciona que dichos indicadores de contaminacién microbiol6gica no son los
mas convenientes, ya que no proporcionan una adecuada informacion acerca de
la presencia de virus en el medio (Turner y Lewis, 1995, Gantzer et al., 1998),
debido principalmente a que el periodo de sobrevivencia de las coliformes es
mucho menor al de los virus, ya que estos llegan a sobrevivir hasta 130 dias
(Jiang et al., 2000) en contraste con E. coli la cual puede sobrevivir hasta 68 dias
(Davies et al, 1995). Por lo tanto, la prediccion de calidad virologica en el agua
empleando bacterias coliformes es cuestionable, y se sugiere identificar otros
organismos que puedan ser utilizados como indicadores de contaminacién viral
(Gantzer et al., 1998).

De acuerdo a Schwatzbrod (1995), con el fin de proponer un indicador o
conjunto de indicadores de contaminacién viral en ambientes acuaticos se

recomienda:
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1) Determinar si los fagos Bacteroides fragilis y los bacteriofagos F-RNA
especificos son buenos indicadores de la presencia de virus entéricos en
ambientes acudticos, sin importar el clima (se ha visto en aguas
tropicales que bacteriéfagos F-RNA especificos no sélo pueden estar
presentes en la ausencia de contaminacion fecal sino también pueden
multiplicarse).

2) Llevar a cabo programas experimentalcs “in situ” que consideren la
evaluacion de niveles de contaminacion y de sobrevivencia para virus
patégenos (enterovirus, rotavirus), bacteriofagos (Bacteroides fragilis y F-
RNA  especificos) y bacterias (coliformes fecales, estreptococos y
salmonela).

Asimismo, Seafiez-Reyes (2001) sefiala que para la aprobacion de la
utilizacién de los bacteriéfagos como indicadores de contaminacién
microbiolégica es necesario realizar un mayor namero de estudios
epidemiolégicos y microbiolégicos, ademds de que sean incorporados a los
estdndares establecidos para agua de mar por las legislaciones ambientales.
Uno de los objetivos del presente estudio fue contribuir a la consolidacién del
empleo de bacteriéfagos como indicadores de contaminacion fecal en aguas

naturales (1995).



1.3 OBJETIVOS

Evaluar los niveles de bacteriéfagos, coliformes totales, coliformes fecales,
estreptococos fecales, temperatura y pH en los efluentes de las plantas de

tratamiento El Naranjo y El Gallo.

Determinar la dispersion de los contaminantes microbiol6gicos en la zona

costera adyacente a la descarga El Naranjo/El Gallo.

Determinar la viabilidad del empleo de bacteriéfagos como indicadores de

contaminacion fecal alternos a coliformes fecales.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La Bahfa Todos Santos se sittia aproximadamente a 106 km al sur de la
frontera México-E.U.A., en la costa noroccidental de la peninsula de Baja
California entre los 31.66° y 31.91° latitud norte y los 116.60° y 116.83° de
longitud oeste (Fig. 2). Con un drea aproximada de 167.6 km?, limita al norte
con Punta San Miguel, al este con la ciudad de Ensenada, al sur con Punta
Banda y al oeste con las Islas de Todos Santos. Cuenta con dos conexiones a
mar abierto separadas por las Islas de Todos Santos; la boca norte es de 12
km de ancho, con una profundidad méxima de 40 m. La boca sur es de 6 km
de ancho, y alcanza profundidades de hasta de 300 m en el centro del cafién de
Punta Banda (Gutiérrez-Gutiérrez, 1999). Los vientos predominantes en la bahfa
tienen direccién noroeste, con una velocidad promedio de 4 ms-. En otofio e
invierno se presenta una mayor variacion en la direccion del viento (Alvarez-

Sanchez, 1970).
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Figura 2. Localizacion de la Bahia de Todos Santos B.C.



El clima de la ciudad de Ensenada es mediterraneo, con lluvias en
invierno y seco durante el verano. La precipitaciéon pluvial anual promedio es
de 300 mm presentdndose principalmente entre diciembre y mayo. El verano es
fresco, con temperaturas maximas entre 25 y 30°C y minimas entre 0 y 15°C. En
invierno las temperaturas maximas oscilan entre 20 y 25°C y las minimas entre
0 y 5°C. Ocasionalmente se presenta condicion Santa Ana (vientos del Este (E)
calidos y secos), principalmente durante el otofio (Pavia, 2000).

Los arroyos Ensenada y San Carlos son importantes tnicamente cuando
ocurre precipitaciéon pluvial, mientras que en el lecho del arroyo El Gallo se
descargan las aguas residuales tratadas de las plantas de tratamiento de El
Gallo y El Naranjo, por parte de la Comision Estatal de Servicios Publicos de

Ensenada (CESPE), de donde finalmente desembocan al mar.

2.2 METODOLOGIA DE CAMPO

Se realizaron veintitrés muestreos entre el periodo del 6 de febrero al 15
de julio de 2002, con una periodicidad entre cada muestreo de 5 a 7 dias en las
descargas de las plantas de tratamiento de El Gallo y El Naranjo, y seis
muestreos en la zona aledafia a la descarga El Naranjo/El Gallo, realizados una
vez al mes, durante el periodo ya mencionado. Se midié pH, temperatura y

salinidad; se cuantificaron coliformes fecales, coliformes totales, bacteriofagos y
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estreptococos fecales (Tabla II). Con la finalidad de evaluar la dispersion de
contaminantes en la zona costera, una vez al mes, durante mareas muertas, se
tomaron muestras del agua de mar adyacente a la descarga de aguas residuales
y se midieron y cuantificaron los parametros anteriormente mencionados
(Tabla II). Las muestras se tomaron en las descargas de las plantas de
tratamiento El Naranjo y El Gallo, en la zona en donde se unen las descargas
(Punto intermedio), en el area donde se mezclan dichas descargas con el agua
de mar (Punto de mezcla), a 10 y 20m al norte y a 10 y 20m al sur de la

descarga (Figura 3).



Tabla 1. Muestress semanales y mensuales realizados en las descargas de El Naratijo

y El Gallo.
MUESTREO FECHA
i 6 de Febrers 2002
2 11 de Febrero 2002
3 20 de Pebiero 2002
4 28 de Febrero 2002
5 6 de Marze 2002
6 11 de Marze 2002
7 18 de Marzo 2002
8 3 de Abril 2002
9 8 de Abril 2002
0 15 de Absil 2002
1i 24 de Abril 2002
i2 1 de Maye 2002
13 8 de Maye 2002
i4 15 de Maye 2002
15 20 de Mayo 2002
16 29 de Mayo 2002
17 5 de Jurio de 2002
18 12 de juie de 2002
9 16 de junio de 20032
20 26 de Juiilo de 2002
21 3 Julio de 2002
22 10 Julie de 2002
23 15 Juilia de 2002

" muestree mensual:
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Figura 3. Localizacion de las estaciones de muestreo en Bahia de Todos Santos, B.C.
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La obtencién de las muestras se hizo en botellas de pléstico estériles,
inmediatamente después de su obtencion las muestras se etiquetaron y
colocaron en una hielera a 4-8 °C para su transportacion al laboratorio y su

anélisis inmediato.
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2.3 METODOLOGIA DE LABORATORIO

Los bacteriofagos fueron determinados mediante el método modificado
de doble capa de agar, utilizando al colifago MS2, segiin Yahya ef al. (1991)
(Fig. 4). Este método se fundamenta en la comprobacion de la actividad del
bacteriofago con respecto a un cultivo joven de E. coli (ATCC 15597) en placas
con medio Agar Soya Tripticasa. Las unidades se reportan como unidades

formadoras de fagos en 100 ml de muestra (UFF 100 ml-1).

12 - 14 ml de Agar soyn tripticasa

3 -4 ml de Ager soya tripticasa

0.1-6 ml de muestra
( directa o diluida )

y
1 mi de Cultivo de £ col/
(6 horas a356°'C)

St ¥

Indculo
> —_—

Agitacion
—

Agar fundido i
L_) 45-46 °C

b Verter

Figura 4. Determinacién de bacteriéfagos con el método modificado de doble
capa de agar ( Yahyaetal., 1991).
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La determinacion de las bacterias coliformes totales, coliformes fecales y
estreptococos fecales, se hizo con el método del nimero més probable (NMP)
con serie de cinco tubos (APHA, 1995).

Los resultados microbiolégicos se complementaron con las
determinaciones de las variables ambientales que se registraron en cada una de
las estaciones de muestreo. El pH se analiz6 con un potenciémetro (Basic,
Fisher Scientific), la temperatura ambiental y la de las muestras se
determinaron con un termémetro digital (VWRbrand, Traceable) y la salinidad

con un salindmetro conductimetro (Beckman, RS-10).

2.4 NORMATIVIDAD

En la actualidad, México no cuenta con una legislacion sobre el limite
méximo permitido de contaminantes microbiol6gicos en la zona costera. Lo
regulado es la concentracién de bacterias coliformes fecales en las descargas de
aguas residuales vertidas en aguas y bienes nacionales mediante la NOM-001-
ECOL-1996 (SEMARNAP, 1997). Por lo que, como referencia se emplearon los
limites méaximos permitidos para coliformes totales y fecales en aguas de uso
recreativo con contacto primario establecidos por la California Assembly Bill

411 (Noble et al., 2000). En lo que respecta a la concentracion de bacteri6fagos en
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agua de mar, se utilizo como referencia el limite propuesto por Dionisio et al.

(2000) (AnexoI).

2.5 ANALISIS ESTADISTICO Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Las concentraciones de coliformes totales, coliformes fecales,
estreptococos fecales y bacteriéfagos obtenidos durante el periodo de muestreo
se promediaron y se obtuvieron los valores maximos y minimos.

Los valores obtenidos para los organismos indicadores fueron
transformados logaritmicamente (log 10) para su andlisis paramétrico de
varianzas.

Con el fin de establecer diferencias significativas entre los meses
muestreados para cada uno de los indicadores cuantificados en las estaciones
de descarga, se realiz6 un analisis de varianzas al 95% de confianza, dicho
analisis se complemento presentando la distribucion temporal de los
organismos indicadores que tuvieron diferencias significativas entre meses. Se
realiz6 ademds, un analisis de comparaciéon de medias (LSD) para los
indicadores que presentaron diferencias significativas entre meses muestreados.

Para comparar la densidad de organismos indicadores entre estaciones,
tanto de agua dulce como de agua de mar, se realiz6 un andlisis de varianzas al

95% de confianza, comparando la concentracién de los organismos entre
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estaciones, se realizo ademds un analisis de comparacion de medias para
observar entre cuales de las estaciones se dieron diferencias significativas. De
manera grafica se muestran las concentraciones promedio de los indicadores en
cada una de las estaciones muestreadas.

Los valores de las variables ambientales, fueron promediados y se
obtuvieron los maximos y minimos que se presentaron durante el periodo de
muestreo en cada una de las estaciones.

Para establecer asociaciones entre variables microbiolégicas vy
parametros ambientales, se aplico la correlacién parametrica de producto de
momentos de Pearson al 95% de significancia en cada una de las estaciones
muestreadas.

Por tltimo, con el fin de conocer la calidad bacteriolégica del agua, tanto
en las descargas como en la zona de playa, se compararon las concentraciones
obtenidas de los indicadores con los valores maximos permisibles vigentes y

propuestos sefialados con anterioridad.
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3. RESULTADOS

3.1 INDICADORES MICROBIOLOGICOS.

Las concentraciones promedio de bacterias coliformes obtenidas durante
el periodo de muestreo se muestran en la Tabla III. Las mayores
concentraciones de bacterias coliformes totales y fecales se presentaron en la
descarga de la planta el Naranjo con valores de 12,452 NMP 100 ml? y 12,000
NMP 100 ml, respectivamente, mientras que las concentraciones menores de
ambas ocurrieron en las estaciones 20 m S (406 NMP 100 ml!) y El Gallo (9

NMP 100 ml-?).

Tabla III. Concentracién promedio de coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF)
NMP 100! ml en las estaciones de muestreo en Bahia Todos Santos, B. C., de febrero a
julio de 2002.

El Naranjo 12,452 2/240,000 12,000 2/240,000 23

1

2 El Gallo 1,364 2/9,200 9 2/70 23
3 Pto. Intermedio 1,233 49/3,500 275 2/1,600 6

<t Pto. de mezcla 705 110/1,600 281 2/1,600 6

5 10m S 1,087 93/4,600 90 2/350 6

6 20m S 406 45/790 152 2/540 6

7 10m N 2,765 110/14,000 406 2/1,600 6

8 20m N 528 40/2,200 151 2/350 6

Las concentraciones promedio de estreptococos fecales y bacteriofagos se

detallan en la tabla IV.



29

Tabla IV. Concentracion promedio de estreptococos fecales (EF) NMP 100 ml y
bacteri6fagos | 0-1 en Bahia Todos Santos, B. C., de febrero a julio de 2002.

— oA

El Naranjo (1) 365 2/5,400 2,165 20/27,100

1 23
2 El Gallo (2) 21 2/330 6,187 20/49,090 23
3 Pto. Intermedio (3) 99 2/540 1,657 133/6,341 6
1 Pto. de mezcla (4) 274 2/1,600 1,866 192/5,875 6
5 10m S (5) 75 2/240 705 67/2,500 6
6 20m S (6) 149 2/540 548 50/1,707 6
7 10m N (7) 374 2/1,600 1,392 340/5,200 6
8 20mN (8) 102 2/350 648 10/2,818 6

Las mayores concentraciones de estreptococos fecales se dieron en las
estaciones 10 m N (374 NMP 100 ml?) y El Naranjo (365 NMP 100 ml),
mientras que la minima se obtuvo en El Gallo (21 NMP 100 ml?). En cuanto a
los bacteriofagos, la concentracién promedio méxima (6,187 UFF 100 ml?)
ocurrié también en la estacion El Gallo, mientras que las minimas se registraron
en las estaciones 10 m S (705 UFF 100 mlI!), 20 m N (648 UFF 100 ml1) y 20 m S
(548 UFF 100 ml-).

El analisis de varianzas en El Gallo entre los indicadores y los meses
muestreados no mostré diferencias significativas (Anexo II, Tabla A-4). Con
respecto al Naranjo, el anélisis estadistico mostré diferencias significativas
tnicamente para las coliformes totales (Anexo I, Tabla A-5).

El comportamiento temporal de las coliformes totales en la descarga el

Naranjo se observa en la figura 5. La tendencia de las coliformes totales fue a
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disminuir de febrero a julio, formando claramente dos grupos: 1) febrero,
marzo y abril, y 2) mayo, junio y julio. En los meses de febrero, abril y julio se
present6 una mayor variabilidad entre los valores obtenidos para cada uno de
ellos. En los meses de marzo, mayo y junio los valores fueron mas uniformes,

teniendo para estos meses una menor desviacion estdndar.

Ct log NMP/100 mL
“w -~
E-
i1
el
Il
= M

[ T 451, Dev.
[ #84. €,

FEB  MAR  ABR  MAY JUN JuL O Mean
MES
n=23.

Figura 5. Variacion temporal de la concentracién de coliformes totales en la descarga
de El Naranjo.

Al efectuar el anélisis de comparaciéon de medias (LSD) entre meses se
detectd para coliformes totales que los meses de mayo, junio y julio fueron
significativamente diferentes de los meses de febrero y marzo (Tabla V). En el
caso de bacteri6fagos, se tiene que junio difirié significativamente de febrero,

marzo y abril (Tabla VI).
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Tabla V. Prueba de nivel de significancia (LSD) entre meses muestreados para
romedios de coliformes totales en la descarga El Naranjo.

0.645559  0.15851 0.007803  0.002713  0.000485
0.645559 0382101 0.035812  0.012915  0.002284
0.15851 0.382101 0.162482  0.058269  0.009254
0.007803  0.035812  0.162482 0.505658  0.102103
0.002713  0.012915  0.058269  0.505658 0.306165

0.000485  0.002284 0.009254 0.102103 0.306165
Las diferencias marcadas son significativas a p < 0.05
n=23,

Tabla VI. Prueba de nivel de significancia (LSD) entre meses muestreados para
promedios de bacteriéfagos en la descarga El Naranjo.

0.564869  0.911614  0.192348  0.02801 0.131783
0.564869 0.498658  0.080131  0.012025  0.058286

0911614  0.498658 0.232248  0.035123  0.157439
0.192348  0.080131  0.232248 025642  0.687774
0.02801 0.012025  0.035123  0.25642 0.530332

0.131783  0.058286  0.157439  0.687774  0.530332

Las diferencias marcadas son significativas a p < 0.05
n=23.

El anélisis de varianza de una via al 95 % de confianza entre estaciones,
tanto de agua dulce (El Narango, El Gallo y Punto intermedio) como de agua de
mar (10m N, 20m N, 10m S y 20m S) para cada uno de los indicadores
microbiol6gicos mostré diferencias significativas inicamente para bacteri6fagos
(Tabla VII). En base a lo anterior, se realiz6 un analisis de comparacion de
medias y se encontraron diferencias significativas entre estaciones para

coliformes fecales (Tabla VIII) en donde, la estacién de El Gallo fue diferente de
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la estacién 10m S, 20m S y 20m N, en el caso de El Naranjo esta solo difiri6 de la
estacion de El Gallo. En cuanto a bacteri6fagos (Tabla IX), hubo diferencias
significativas tnicamente entre El Gallo y las estaciones Naranjo, 10m S, 20m S

y 20m N,

Tabla VII. Anélisis de varianzas entre grupos de estaciones muestreadas.

0.41826 0.48559 0.81452
0.70196 1.84433 0.11878
0.73359 1.09867 0.38267
0.40935 2.41586 0.04719

Las diferencias marcadas son significativas a p < 0.05

n=6, para 7 estaciones.

Tabla VIII. Prueba de nivel de significancia (LSD) entre promedios de
coliformes fecales en las diferentes estaciones muestreadas.

0.635849

0.484389  0.04309  0.111531  0.195571 0.08996

0.635849 0.244217  0.014348  0.042058  0.080942  0.032877
0.484389  0.244217 0.172606  0.360903  0.544019 0.3068
0.04309  0.014348 0.172606 0.643709  0.440864  0.724553
0111531  0.042058  0.360903  0.643709 0.756102  0.91199
0.195571  0.080942  0.544019  0.440864  0.756102 0.673887

0.08996  0.032877 0.3068 0.724553 091199  0.673887
Las diferencias marcadas son significativas a p <0.05

n=6, para 7 estaciones.
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Tabla [X. Prueba de nivel de significancia (LSD) entre promedios de
bacteriofagos en las diferentes estaciones muestreadas.

0.017171  0.275724  0.444177  0.222207  0.849897  0.844772

0.017171 0.171186  0.002402  0.215437 0.01438 0.027185
0275724  0.171186 0.068422  0.892895 0.22094 0.368966
0.444177  0.002402  0.068422 0.051578  0.587645  0.338175
0222207  0.215437  0.892895  0.051578 0.177731  0.302868
0.849897 0.01438 0.22094  0.587645  0.177731 0.707185

0.844772  0.027185  0.368966  0.338175  0.302868  0.707185
Las diferencias marcadas son significativas a p <0.05

n=6, para 7 estaciones,

De manera gréfica, se observa en la figura 6, que los estreptococos fecales
y coliformes fecales en las estaciones de agua dulce fueron menores a las
concentraciones en agua de mar. Cabe mencionar que la estacién punto de
mezcla se elimin6 para este andlisis, ya que no se puede anexar a alguno de
estos grupos dado que es una estacion de interfase entre agua dulce y agua de

mar.
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Figura 6. Concentracién promedio de microorganismos en estaciones de agua dulce (a)
y en estaciones de agua de mar (b) de febrero a julio de 2002.

3.2 VARIABLES FISICOQUIMICAS.

La temperatura ambiental en las diferentes estaciones de muestreo

fluctu6 entre los 19 °C y 21 °C, siendo menor que la del agua de mar, la cudl

vari6 entre los 20 °C a 24 °C (Tabla X). Es de destacar que la temperatura en las

estaciones de playa fue menor que en las de agua dulce, diferencia que fue de 2

°Ca4°C.
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Tabla X. Valores promedio de temperatura ambiente y temperatura del agua en las
estaciones de muestreo en Bahia Todos Santos, B. C., de febrero a julio de 2002.

1 El Naranjo 21 22/19 23 27/20 23
2 El Gallo 21 22/19 22 26/20 23
3 Punto intermedio 19 20/17 24 26/21 6
4 Punto de mezcla 19 20/17 24 26/21 6
5 10m S 20 24/17 20 21/17 6
6 20m S 20 24/17 20 21/17 6
7 10m N 20 24/17 20 21/17 6
8 20m N 20 24/17 20 21/17 6

Los valores de pH en las estaciones de agua dulce fluctuaron entre 7.6 y
7.8, con un minimo de 7.4 en la estacion El Naranjo, y un méximo de 7.9 en las

estaciones Punto intermedio y Punto de mezcla (Tabla XI).

Tabla XI. Valores promedio de potencial de hidrégeno y salinidad en las estaciones de
muesireo en Bahia Todos Santos, B. C., de febrero a julio de 2002.

1 El Naranjo 7.6 7.7/7.4 1.60 1.60/1.51 23
2 El Gallo 7.6 7.7]75 210 225/1.97 23
3 Punto intermedio 7.8 7.9/7.6 1.70 1.79/1.62 6
E Punto de mezcla 7.8 79/7.7 15.10 20.50/7.21 6
5 10mS - - 23.00 33.21/10.04 6
6 20m S - - 24.40 33.21/14.48 6
7 10m N - - 18.00 26.04/12.30 6
8 20m N - - 25.40 31.82/18.56 6

Con respecto a la salinidad (0/00), los valores promedio minimos se

obtuvieron en las descargas de las plantas de tratamiento con valores que
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fluctuaron entre 1.51 o/00 y 2.25 0/00. Los méximos se dieron en agua de mar

con valores de 10.04 o/ oo a 33.21 o/ oo (Tabla XI).

3.3 CORRELACIONES.

Los resultados obtenidos de las correlaciones de Pearson por estaciones

se presentan en las Tablas XII a XIX.
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Tabla XII. Correlacién entre variables para la estacion de El Naranjo, de febrero a Julio
de 2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; B: Bacteriofagos; Tamb: Temperatura
ambiente.
n=23,

Tabla XIII. Correlaciéon entre variables para la estacién de El Gallo, de febrero a Julio de
2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; B: Bacteriofagos; Tamb: Temperatura
ambiente.
n=23.

Tabla XIV. Correlacién entre variables para la estacién Punto intermedio, de febrero a
Julio de 2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; B: Bacteriofagos; Sal: salinidad; Tamb:
Temperatura ambiente; Tagua: Temperatura agua. n=6.
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Tabla XV. Correlacién entre variables para la estaciéon Punto de mezcla, de febrero a
Julio de 2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; B: Bacteriofagos; Sal: salinidad; Tamb:
Temperatura ambiente; Tagua: Temperatura agua.
n=6.

Tabla XVI. Correlacién entre variables para la estacién 10m N, de febrero a Julio de
2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; Bt: Bacteriofagos; Sal: salinidad; Tamb:
Temperatura ambiente; Tagua: Temperatura agua. n=6.

Tabla XVII. Correlacién entre variables para la estacion de 20m N, de febrero a Julio de
2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; B: Bacteridfagos; Sal: salinidad; Tamb:
Temperatura ambiente; Tagua: Temperatura agua. n=6.
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Tabla XVIII. Correlacién entre variables para la estacion de 10m S, de febrero a Julio de
2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; B: Bacteriofagos; Sal: salinidad; Tamb:
Temperatura ambiente; Tagua: Temperatura agua.
n=6.

Tabla XIX. Correlacién entre variables para la estacién de 20m S, de febrero a Julio de
2002.

Ct: Coliformes totales; Cf: Coliformes fecales; Ef: Estreptococos fecales; Bt: Bacteridfagos; Sal: salinidad; Tamb:
Temperatura ambiente; Tagua: Temperatura agua. n=6.

De todos los indicadores analizados, los coliformes fecales se
correlacionaron principalmente con los estreptococos fecales, a excepcion de la
estacién 10 m N.

Con respecto a bacteri6fagos, éstos se correlacionaron principalmente

con coliformes totales, a excepcion de las estaciones El Gallo, 20 m N y 20 m S.
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Los bacteriofagos, ademads, se correlacionaron con las coliformes fecales (0.77)
en el Punto de mezcla y 20 m S (0.73) y con los estreptococos fecales en la
estaciéon 20m N (0.61).

Las coliformes totales se correlacionaron con las coliformes fecales en las
estaciones: Punto intermedio (0.54), Punto de mezcla (0.68), 10 m N (0.83) y 20m
N (0.74), mientras que en las descargas y en las estaciones 10 m S (0.41) y 20 m S
(0.47) se presentaron bajas correlaciones.

La salinidad se correlacioné en forma negativa principalmente con los
bacteritfagos en el Punto intermedio (-0.63), Punto de mezcla (-0.76) y 10 m N
(-0.83), aunque lo hizo también con los estreptococos fecales (-0.60) en la
estacion 20 m S y con las coliformes totales en el Punto intermedio (-0.84).

El pH, que sélo se midi6 en las estaciones de descarga, se correlacion6
positivamente con los bacteriéfagos y las coliformes totales tanto en El Naranjo
(0.72 y 0.75) como en El Gallo (0.65 y 0.69). En El Naranjo se obtuvo una
correlacién positiva (0.79) también con las coliformes fecales. En El Gallo
presento una correlacion positiva (0.65) también con los estreptococos fecales.

La temperatura del agua ("C) no mostr6 un patréon de correlacion
definida con respecto a las bacterias indicadoras. Por ejemplo, las tnicas
estaciones en las que present6 una ligera correlacion fue con 10 m N (0.69) para

estreptococos fecales y en 20 m N (-0.60) para coliformes totales.
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3.4 CALIDAD MICROBIOLOGICA

En las Tablas XX, XXI y XXII se muestran los porcentajes de cada una de
las estaciones que excedieron el limite mensual de coliformes fecales en
descargas de aguas residuales, los limites diarios de coliformes totales y fecales
en playas de uso recreativo y el limite diario para bacteri6fagos en playas de

uso recreativo, respectivamente.

Tabla XX. Porcentaje de muestras que excedieron los valores limite permisibles de
coliformes fecales en las descargas de aguas residuales.

CT
#DE  pSTACION PROM MENSUAL NMP/100 mL
ESTACION
>1000
1 Naranjo 33
2 Gallo 0
3 Pi 17

n=o.

Tabla XXI. Porcentaje de muestras que excedieron los valores limite permisibles para
coliformes totales y coliformes fecales en aguas de uso recreativo.

# DE CT CF
ESTACION ESTACION LD NMP/100 mL LD NMP/100 mL
>10,000 >400

4 Pm 0 17

5 10m N 17 a3

6 20m N 0 17

7 10mS 0 0

8 20m S 0 0

n=6.
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Tabla XXII. Porcentaje de muestras que exceden los valores limite permisibles de
bacteritfagos en aguas de uso recreativo.

3 Punto intermedio 67 17
4 Punto de mezcla 67 33
5 10m N 100 17
6 20m N 33 17
7 10m S 20 20
8 20m S 50 0.0

n=6.

El Naranjo y el Punto intermedio excedieron en un 33% y 17% el limite
permisible de coliformes fecales en descargas de aguas residuales,
respectivamente. Por otra parte, El Gallo no excedi6 el limite durante el
periodo de muestreo.

El 17% de las muestras de la estacién de 10 m N excedieron el limite de
coliformes totales. El resto de las estaciones lo cumplieron.

Ademas, las estaciones Punto de mezcla, 10 m N y 20 m N excedieron el
limite de coliformes fecales en un 17%, 33% y 17% respectivamente, mientras
que las estaciones 20 m N y 20 m S lo cumplieron.

En cuanto a los bacteriéfagos, éstos excedieron el limite propuesto por
Dionisio et al. (2000), para todas las estaciones a excepcién de 20m S que s6lo no

excedi6 el limite mas amplio (2,000 UFF/100 mL).
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4. DISCUSIONES

4.1 INDICADORES.

Las altas concentraciones de bacterias indicadoras en El Naranjo se
debieron a fallas en la operacion de la planta y no en el sistema de tratamiento
en si. Esto puede inferirse a partir del hecho de que en dos ocasiones las
concentraciones de bacterias indicadoras fueron altas, sobrepasando el limite
permisible para coliformes fecales. Si esto hubiese sido recurrente hubiese sido
evidente el deficiente disefio del sistema de desinfeccion. Estudios
microbiologicos realizados en esta planta desde septiembre de 2000 por el
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (110), UABC, evidencian en general
un buen sistema de tratamiento, aunque en ocasiones se han detectado valores
que exceden el limite permisible para coliformes fecales (Mendoza-Espinosa y
Orozco Borb6n, 2003). De acuerdo a datos de los autores, en el periodo de
septiembre de 2000 a marzo de 2003 la mayoria de las muestras cumplieron con
la normatividad mexicana NOM-001-ECOL-1996 que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas y bienes nacionales. El 79% de las muestras de la descarga de El Naranjo
cumplieron para solidos suspendidos, 75% para grasas y aceites y 91% para

coliformes fecales.
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Es importante mencionar que en los dias 20 de febrero y 8 de abril se
presentaron altas concentraciones de coliformes totales (240,000 NMP/100mL y
2,400 NMP/100mL, respectivamente), coliformes fecales (240,000 NMP/100mL
y 2400 NMP/100mL, respectivamente) y estreptococos fecales (5,400
NMP/100mL y 2,400 NMP/100mL, respectivamente). Estos valores maximos se
deben a la falta de adicién de cloro durante la desinfeccion del agua residual
(I. B. Q. Roberto Serrano, com. pers.), por lo que no se presenté una reduccion
bacteriana. Estos valores ocasionaron que, en promedio, la planta de El Naranjo
presentara valores mayores a los de la planta de El Gallo, pero si se eliminan
esos valores de los datos, el promedio serfa el mismo para ambas plantas,
teniendo asi que las dos plantas de tratamiento presentan en general un buen
funcionamiento. Problemas como el anterior s6lo pueden ser detectados
mediante un programa de monitoreo constante y frecuente, por lo que es de
suma importancia continuar con el monitoreo de las descargas, para corroborar
que se lleva a cabo un buen tratamiento de las aguas residuales en las plantas
municipales.

Las mayores concentraciones de bacteriéfagos en la planta de El Gallo
pudieron deberse a que su eficiencia de remocion fue menor a la de la planta de
El Naranjo: 95% para DBO, 90% para DQO y 92% para s6lidos suspendidos

totales. Por su parte, El Naranjo presenté remociones de 96%, 96% y 97% para
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DBO, DQO y solidos suspendidos totales, respectivamente (CESPE, 2003). El
efluente de El Gallo por lo general presenta concentraciones de sélidos
suspendidos totales mayores a 18 mg/l, mientras que en El Naranjo por lo
general no sobrepasan los 12 mg/1 (Mendoza-Espinosa y Orozco Borbon, 2003).
Esto es importante, debido a que se ha demostrado que en aguas residuales con
mayor presencia de sélidos en suspensién, es necesario agregar una mayor
cantidad de cloro con el fin de lograr la desactivacion de microorganismos
debido a que éstos se escudan en los sélidos para resistir al agente oxidante
(Metcalf y Eddy, 2003). Por ello, la dosificacion de cloro en El Gallo es mayor
que en El Naranjo (Anexo III). Esta alta concentracion de cloro total es afiadida
con el fin de asegurar la desinfeccién del agua residual. Los resultados de este
trabajo muestran que existe una correlacién negativa entre la concentracion de
cloro afiadida con la reduccion de bacterias, lo cual se asocia con la disminucién
de los niveles de coliformes fecales, totales y estreptococos. Sin embargo,
debido a que los bacteri6fagos son mas resistentes al cloro que las bacterias
indicadoras tradicionales (Gantzer ef al., 1998; Yanko et al., 1999), los niveles de
aquellos en El Gallo fueron independientes de la concentracién de cloro en el
agua residual tratada.

Con el fin de determinar la correlacion entre las dosificaciones de cloro y

las concentraciones de coliformes fecales, se usaron los datos de cloro total que
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se emplean para determinar la dilucion apropiada previa a la determinacion de
coliformes fecales en el laboratorio. Aplicando un analisis de correlacién
(Pearson), se encontré una asociacién negativa entre cloro total y bacteriéfagos
(-0.84) y entre cloro total y coliformes totales (-0.89) en El Naranjo, (Anexo I,
Tabla A-6). Esto demuestra que la falta de adicién de cloro provocd un
aumento de estos indicadores. Es evidente entonces que la planta de
tratamiento El Naranjo presenté una tendencia clara a mejorar la calidad del
agua de febrero a julio, al mejorarse paulatinamente la desinfeccién. Por su
parte, en El Gallo no se encontré una asociacién entre concentracién de cloro y
concentracion de bacteriéfagos (Anexo 111, Tabla A-7), lo que significa que la
concentracion de estos Gltimos que independientes de los primeros debido,
como ya se mencion, a la resistencia de los bacteri6fagos a la desinfeccion con
cloroy a la mayor presencia de sélidos suspendidos en el efluente de El Gallo.
Las mayores concentraciones de coliformes fecales y estreptococos
fecales en agua de mar con respecto a las de agua dulce se deben a que por
décadas la zona de estudio ha recibido las aguas residuales provenientes de las
descarga de la planta de El Gallo, descargas clandestinas de la industria
pesquera asentada en la zona, asf como acarreo pluvial en temporada de lluvia,
lo que puede provocar la acumulacién de bacterias en el sedimento. Diversos

estudios han demostrado que los sedimentos representan un medio favorable
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para el crecimiento de Escherichia coli y enterococos debido al incremento en la
concentracion de nutrientes disponibles y/o a la disminucién de la predacion
(Davies et al., 1995; Desmarais et al., 2002). La resuspensioén de sedimento por la
presencia de grandes caudales durante tormentas o por la accion del oleaje y
corrientes pudo provocar el incremento de bacterias en el agua de mar de la
zona de rompiente,

Aunque los estreptococos son més resistentes al estrés ambiental y
presentan una mayor sobrevivencia en el medio ambiente marino que las
coliformes fecales (Sinton et al., 1999; Dionisio et al., 2001 ; Noble et al., 2000) en
el presente estudio, ambos indicadores se encontraron en similares
concentraciones, posiblemente esto sea indicativo de una contaminacién
reciente proveniente de la resuspension periodica del sedimento. Por otra
parte, a pesar de que los estreptococos y las coliformes son miembros de grupos
bacterianos diferentes, siendo los estreptococos fecales bacterias gram positivas
y las coliformes fecales gram negativas, la correlacion positiva encontrada entre
ambas indica una contaminacién fecal.

Con respecto a las estaciones de agua de mar, las mayores correlaciones
encontradas entre bacteriofagos y coliformes totales en las estaciones Punto de

mezcla, 10m N y 10m S se debe a la menor dilucién de la pluma del agua
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residual, teniendo por tanto mayores caracteristicas de agua residual que las
estaciones 20m N y 20m S, las cuales tuvieron una mayor dilucién.

Las correlaciones entre bacteritfagos y coliformes totales en este trabajo
fueron mayores en las estaciones de agua residual, en donde debe existir un
mayor nimero de organismos patégenos. En estudios realizados por Dionisio et
al., (2001) se encontraron correlaciones positivas entre colifagos, organismos
patégenos como Salmonella, P. aeruginosa y C. albicans y contaminacion fecal.
Por su parte, Seafiez-Reyes (2001) encontré correlacion significativa entre
bacteriofagos y estreptococos fecales sugiriendo que los bacteriofagos podrian
ser indicadores de contaminaci6n microbioldégica en aguas costeras de manera
rutinaria. Sin embargo, en el presente estudio, con los resultados obtenidos, es
evidente que los bacteri6fagos y las coliformes fecales y totales dieron una
respuesta diferente en la mayoria de las muestras. El hecho de no encontrar una
asociacion entre los indicadores actuales y los bacteriofagos es sefial de que
¢éstos no presentan un comportamiento similar entre ellos. Skraber ef al. (2002)
mencionan que antes de emplear nuevos indicadores es necesario que se
presenten respuestas diferentes a la de los indicadores bacterianos existentes, ya
que si dan una respuesta similar no vale la pena continuar. Los resultados de
este trabajo indican que los indicadores de contaminacién viral (bacteri6fagos)

y los indicadores de contaminacion fecal (bacterias coliformes fecales) dieron
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respuestas diferentes tanto en agua residual tratada como en agua de mar
impactada por agua residual tratada. Por ello, se corrobora lo sefialado por
Gantzer ef al. (1998) que indican que la ausencia de coliformes fecales no
implica la ausencia de contaminacién viral potencial. Con el fin de determinar
la viabilidad del empleo de bacteriéfagos como indicadores de contaminacion
fecal, se propone realizar trabajos de investigacién determinando bacteri6fagos
junto con organismos indicadores microbiolégicos y microorganismos

patégenos, incluyendo virus entéricos.

4.2 VARIABLES FISICOQUIMICAS.

El hecho de haber encontrado valores iguales de pH en las plantas de
tratamiento El Naranjo y El Gallo indica la similitud en la naturaleza del agua
residual tratada en ambos sistemas de tratamiento. Estos valores encontrados,
en general, son aptos para el crecimiento bacteriano, ya que las bacterias
indicadoras utilizadas proliferan en un pH entre 6.9 a 7.2. Ademés, los valores
encontrados estuvieron dentro de los limites que marca la legislacién mexicana
(NOM-001-ECOL-1996), el cual es de 5 a 10 unidades de potencial de
hidrégeno.

Las variaciones de salinidad en las descargas de las plantas de

tratamiento se deben a los solidos disueltos presentes en el agua (Crites y
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Tchobanoglous, 2000). Con respecto a las estaciones de playa, las variaciones de
salinidad se deben a la mezcla del agua residual con el agua de mar.

La sobrevivencia de bacteriofagos, estreptococos fecales y coliformes en
algunas estaciones de agua de mar se vio afectada por la salinidad, que es hostil
para las bacterias entéricas que son descargadas en el medio marino, muriendo
rapidamente al contacto con este (Dionisio el al., 2000). La salinidad en el
ambiente acuético es un factor que determina la distribucién de los organismos,
pero no es el principal factor responsable de la disminucién en el medio
marino; el efecto bactericida del agua de mar es el resultado de un sinergismo
de factores bi6ticos y abi6ticos (Dionisio ef al., 2000).

Las bacterias indicadoras no presentaron un patrén de asociacién con la
temperatura del agua ya que condiciones de temperatura de entre 10° y 30 °C
no presentan un efecto significativo en la sobrevivencia de bacterias entéricas
en ambientes acudticos cuando la luz est4 presente (Dionisio et al., 2000). En el
UNEP, (1991) se mencionan efectos negativos en la sobrevivencia de
microorganismos con una mayor temperatura del agua, radiacién solar y

salinidad.

4.3 CALIDAD DEL AGUA.
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Las plantas de tratamiento El Gallo y El Naranjo tienen un buen sistema
de tratamiento de aguas residuales, ya que, en general, cumplieron con los
limites establecidos por la legislacion mexicana (NOM-001-ECOL-1996) para
coliformes fecales, a pesar de que El Naranjo en dos ocasiones excedi6 el limite
permisible debido a un mal manejo del sistema de desinfeccién. Los resultados
reflejan el avance que se ha dado en el tratamiento de las aguas residuales de la
ciudad de Ensenada, siendo parte fundamental para el saneamiento de la Bahia
de Todos Santos, B.C. Sin embargo, la calidad microbioldgica en los sistemas de
tratamiento de las plantas de tratamiento de la CESPE podria incrementarse
teniendo mayor cuidado en sus procesos.

Estudios anteriores a este, en la zona de playa adyacente a la descarga de
El Gallo, encontraron valores de hasta 5,000,000 NMP 100 mI-! (Orozco-Borbén
y Gutiérrez-Galindo, 1983; Morales-Chavez, 1984) de bacterias coliformes
fecales, mientras que Seafiez-Reyes, (2000), encontr6 un maximo de 160,000
NMP 100 ml. Por otra parte, los valores promedio encontrados en el presente
estudio demuestran una considerable disminucién de bacterias en la zona, ya
que se encontraron valores de 4,096 NMP 100 ml! en las descargas y 200 NMP
100 ml! de coliformes fecales en la zona adyacente a la descarga El Naranjo/El
Gallo, lo cual demuestra que las plantas de tratamiento de la ciudad de

Ensenada han mejorado considerablemente la calidad del agua en esta zona.
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La calidad del agua de mar de las estaciones 10m N, 20m N y Punto de
mezcla es el resultado de la suma de factores tales como: descargas clandestinas
de aguas negras, acarreo pluvial y resuspension del sedimento por oleaje.
Algunas de las estaciones de agua de mar presentaron altas concentraciones de
coliformes fecales debido a que la descarga de agua residual, al ingresar al
sistema marino, estd sujeta a procesos de dispersion, dilucion y transporte
ocasionados por el viento, corrientes costeras y mareas, alejandola del lugar de
la descarga (Arce-Duarte, 1984), concentrandose por tanto en ciertas dreas y
diluyéndose conforme se aleja. Cabe destacar que la calidad microbioldgica de
estas estaciones no tuvo relacion con las altas concentraciones presentadas en la
descarga de El Naranjo.

Debido a las altas concentraciones de bacteriéfagos encontradas en las
descargas de las plantas de tratamiento, en particular en la planta de El Gallo, la
mayoria de las estaciones de agua de mar excedieron el limite propuesto para
aguas de uso recreativo (Dionisio et al., 2000), ya que éstos presentan una mayor
resistencia a la desinfeccion, ademas su transporte de la descarga a la zona de

rompiente no es suficiente para su dilucién y reduccion.
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5. CONCLUSIONES

Las mayores concentraciones de bacterias indicadoras se dieron en la
descarga de El Naranjo. En cuanto a bacteridfagos, las mayores

concentraciones se presentaron en El Gallo.

Los niveles de coliformes totales y coliformes fecales en la zona
adyacente a la descarga se encuentran por debajo de los limites

establecidos por la norma de la California Assembly Bill 411.

En comparacion con estudios previos realizados en el arroyo El Gallo, se
observé una notable disminucién en la concentracion de coliformes
fecales, atribuido a la puesta en marcha de la planta de tratamiento de
aguas residuales de El Naranjo, disminuyendo la contaminacion
microbiolégica en la zona adyacente a la descarga El Naranjo/El Gallo

en BTS, B.C.

No se encontré correlacion entre los indicadores de contaminacion fecal
y el bacteri6fago medido (colifago SM2). Debido a esto se sugiere

ademas de seguir realizando pruebas de correlacién entre organismos
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indicadores, realizar estudios donde se correlacionen bacleric’)fagos y
organismos indicadores con la presencia de organismos patdgenos
directamente, para probar si existe una mayor asociaciéon entre la
presencia de bacteri6fagos con la de organismos patégenos, que la

asociacion que existe estos y bacterias fecales.
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7. ANEXOS

ANEXOI

Tabla A-1.- Normas de calidad bacteriolégica para aguas de uso recreativo

(Noble et al., 2000).
Coliformes totales 10,000 20% de las muestras >1,000
Coliformes fecales 400 200 (G.M.)*
Enterococos 104 35 (G.M.)*
*Promedio geométrico

Tabla A-2.- Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 para descargas de
aguas residuales vertidas a cuerpos receptores y bienes nacionales
(Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca; 1997).

Coliformes fecales 2,000 1,000

Tabla A-3.-  Criterio propuesto para calidad del agua usando colifagos
Dionisio et al., 2000).

Colifagos 300 2,000
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ANEXO II

Tabla A-4.  Analisis de varianza entre meses para la estacion de El Gallo.

0.565919 2628341  0.061608
0.207707 0.812289  0.557015

0.317151 1.276822  0.318993
0.653798 1.091849  0.40032

Analisis de varianza
Las diferencias marcadas son significativas a p<0.05
n=23,

Tabla A-5.  Analisis de varianza entre meses para la estacién de El Naranjo.

0.630479 5.696271 0.002897
1.68598 1.155212  0.370534

1.347092 1491167 0.244418
0.819209 2.448483 0.076025

Andlisis de varianza
Las diferencias marcadas son significativas a p<0.05
n=23.
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ANEXO III

Tabla A-6.  Correlacién de Pearso para cloro total entre bacteriofagos y coliformes
totales en la estacién de El Naranjo.

-0.37 -0.84

0.80 1.00 -0.57 -0.89
-037  -0.57 1.00 0.58
-0.84  -0.89 0.58 1.00

Las diferencias marcadas son significativas a p<0.05
n=20.

Tabla A-7.  Correlacién de Pearson para cloro total entre bacteriofagos y coliformes
totales en la estacion de El Gallo.

-0.18 0.00

0.18 1.00 -0.03 -0.35
018 -0.03 1.00 0.67
0.00 -035 0.67 1.00

Las diferencias marcadas son significativas a p<0.05
n=20.



