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RESUMEN

Con el objetivo de implementar el metodo para el aislamiento y cuantificacion de
bacteridfagos en aguas costeras de la bahia de Todos Santos,B.C. se realizaron muestreos
durante marzo a abril de 2000 en 15 estaciones ( cinco estaciones en zona de playa y diez
estaciones a 0.5y 1.0 km de |la costa ). Para evaluarlos se utilizd el método modificado de
doble capa, el cual se basa en la comprobacion de la actividad del bacteriéfago con
respecto a un cultivo joven de Escherichia coli en placas con medio Agar Soya Tripticasa.
El nGimero de fagos se determind por la presencia de zonas claras o de lisis sobre ia
superficie del medio v reportadas como unidades formadoras de bacteridfagos en 100 ml de
muestra ( UFF 1007 ). Para validar y complementar el aislamiento de bacteriéfagos se
analizaron las bacterias coliformes totales, coliformes fecales y estreptococos fecales
mediante la técnica estandar del nimero mas probable; asi como las variables ambientales
de temperatura, potencial de hidrégeno y salinidad. Los resultados obtenidos mostraron
que las mayores concentraciones de bacteriofagos se presentaron en las estaciones
correspondientes a los efluentes de las plantas de tratamiento el Naranjo y el Gallo, y al
punto de mezcla con un orden de magnitud igual a las tradicionales bacterias indicadoras
de contaminacion. El analisis de agrupamiento mostré tres grupos: zona afectada, zona
de transicidn y zona limpia. Este resultado es congruente con la calidad bacteriologica de
la bahia, misma que se encontrd por debajo de los limites de deteccidn de los métodos y
no exceden los limites establecidos para aguas de uso recreativo, mientras que algunas de
las estaciones de playa mostraron todavia, aunque en menor magnitud que en anos

anteriores, la influencia de la descarga del arroyo el Gallo.
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1. INTRODUCCION

Por décadas, el grupo de las bacterias coliformes fecales ha sido empleado como
indicador de la presencia de patdgencs humanos en agua de mar. Sin embargo, debido a
que la sobrevivencia de varios microorganismos patégenos es amplia y depende de
muchos factores tales como: concentracién de microorganismos en el agua residual, pH,
temperatura, salinidad, presencia de materia organica e inorganica, radiacién solar y
dilucién { Yahya et al, 1998 ). Se empezd a utilizar a los virus y algunos parasitos como
organismos indicadores, por presentar una mayor resistencia al tratamiento de aguas

residuales ( Katzenelson, 1974; Payment, 1993, citado por Jofre efal, 1995 ).

| a sobrevivencia de virus en agua de mar es cada vez mas preocupante para la
salud publica debide a las razones siguientes: mas de cien tipos de virus patdgenos
humanos pueden estar presentes en agua contaminada fecalmente, pero pocos pueden
ser detectados por los métodos disponibles ( Havelaar et al., 1993; citado por Yahya et al.,
1998 ); los virus presentan una mayor estabilidad relativa en el medic ambiente que los
indicadores bacterianos tradicionales; ademas de que, un bajo nimero de estos virus

puede causar infeccion { Yahya et al, 1998 ).

El agua contaminada puede aibergar una gran variedad de virus originados
primariamente del tracto gastrointestinal del hombre. Estos son conocidos como virus
“entéricos”. Los virus enléricos pueden encontrarse en varios grupos taxonomicos y
pueden causar una variedad de enfermedades y sintomas ( Meinik, 1984; Havelaar, 1986;
citado por IAWPRC, 1991 ). Estos corresponden a los Picornaviridae, una familia muy
grande de virus con respecto al nGmero de miembros, pero una de las mas pequefias en

términos del tamano del virién

Un gran numero de picornavirus producen enfermedades en el hombre, que van

desde paralisis grave hasta meningitis aseptica, pleurodinia, miocarditis, hepatitis, lesiones




cutédneas vesiculares y exantematosas, lesiones mucocutaneas, transtornos respiratorios e

intestinales, enfermedad febril indiferenciada y conjuntivitis.

Con frecuencia se hacen distinciones entre virus relacionados con eucariontes y
virus que infectan a procariotes; estos Ultimos virus se denominan bacteridéfagos. Los
bacteriéfagos son virus que infectan células bacterianas huéspedes. Estos usualmente
consisten de un nucleoide de acido nucleico ( genoma ) vy una cubierta proteica { capside ).
Estos virus son capaces de sobrevivir, perc no de proliferar, en ausencia de una célula
huesped; ya que la replicacién del genoma viral depende de la energia metabdlica y de la
maquinaria sintetizadora de macromoléculas del huesped, los cuales se manifiestan en
cinco fases pricipales consecutivas: adsorcion, penetracion del acido nucleico, sintesis de

macromoléculas, maduracidn v lisis de la célula huésped { De Jawetz et al., 1992 ).

La forma de clasificar los bacteridfagos se basa principalmente en la morfologia de
la capside, vista por microscopia electrénica, y en la naturaleza del acido nucleico. Existen
seis grandes familias, cada una dividida en varios subgrupos: Las familias Myoviridae,
Styloviridae y  Podoviridae incluyen a los bacteridfagos que presentan capside con
simefria cubica, una doble cadena de DNA y una cola espiral. La diferencia entre
estas tres familias se basa en la complexién y contractividad de la cola y la dimension
relativa de la capside. Las familias Microviridae 'y Leviviridae presentan simetria cubica y
una cadena sencilla de DNA y RNA, respectivamente. La ultima familia /noviridae presenta

filamentos que son extremadamente largos, mas o menos flexibles con cadena sencilla de

ONA ( IAWPRC, 1991).

Los métodos disponibles actualmente para la detecciéon de virus entéricos humanos
son relativamente laboriosos, requieren de personal y equipo especializado, por lo tanto
no pueden ser usados como una prueba rutinaria en laboratorio { Yahya et al., 1991 ). Por

lo que es necesario utilizar otros organismos indicadores adicionales como los virus




bacterianos, especialmente los que infectan a Escherichia coli { colifagos ¢ bacteridfagos )
que son detectados faciimenie por métodos simples, rapidos y baratos, los cuales se
utilizan para evaluar la reduccion viral en los procesos de tratamiento de aguas ( Ignazzitto
et al., 1980, IAWPRC, 1990; Jofre et al., 1995; Narkis et al., 1995; Ritva y Helvi, 1995;
Turner y Lewis, 1995; Sinton et al, 1999 ), asi como su impacto en la zona costera

{ Callahan et al., 1995; Lucena et al., 1995, Yanya et al., 1998 ).

1.1 ANTECEDENTES

Elincremento de descargas de aguas residuales, aunado a la falta de infraestructura
adecuada para su tratamiento en la zona costera, ha generadc la mayor parte de la
contaminacion en la bahia de Todos Santos ( B.T.S. ). Debido a esto, el Instituto de
investigaciones Qceancidgicas { 1.1.O ) de la Universidad Auténoma de Baja California
( WA.B.C ) ha realizado, desde 1978, varios estudios referentes a la calidad del medio
ambiente marino, con el propdsito de generar informacion basica que sirva de referencia
para diagnosticar los problemas ocasionades por la contaminacion y proporcionar posibles

alternativas de solucién relacionadas con su prevencion, control y reduccion.

Estos estudios indican un deterioro en la calidad sanitaria y fisiccquimica de la zona
costera ( 1.1.O., 1982; Segovia Zavala, 1982; Sanudo-Withelmy, 1983 )} debido,
principalmente, a que las aguas residuales descargadas al mar conltienen concenltraciones
elevadas de materia organica y microorganismos, de los cuales algunos son patdgenos
( Hopkins et al., 1985 ) entre los que se encuentran las bacterias coliformes, estreptococos,
estafilococos, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella y virus de la hepatilis y la
poliomielitis ( Moore et al., 1988; citado por Orozco-Borbon et al., 1989 ).

Los efectos de la introduccion de este tipo de aguas contaminadas en el ecosistema




marino son muy variades. Por ejemplo, los organismos benlonicos debidc a las
modificaciones del medio presentan cambios en la abundancia relativa y en la diversidad de
especies, asociados a una alteracion de la estabilidad poblacional ( Safiudo-Wilhelmy vy
Suarez Vidal, 1984 ). Ademas de representar un riesgo potencial para la salud de
personas consumidoras de moluscos bivalvos obtenidos de aguas adyacentes, o para

banistas en piayas contaminadas ( Orozco-Borbdn y Safiudo-Wilhelmy, 1988 ).

Se ha observado que la capacidad de los microorganismos patdgenos de sobrevivir
en el medio ambiente marino conduce a riesgos de tipo epidemiolégico ( Arribas, 1988 ).
La infeccidn en el hombre puede ser de manera directa, por ejemplo at practicar la natacion,
o indirecta ingiriendo alimentos marinos contaminados. Entre las enfermedades adquiridas
por estas vias se encuentran ia fiebre tifoidea, hepatitis, paratifoidea, célera, diarreas
infantiles vy disenteria bacilar { Favero, 1985; Rosas et al., 1985; Seyfried et al., 1985 )
De io anterior se define que es importante identificar oportunamente el peligro

epidemioldgico potencial de estos microorganismos.

Una manera de evaluar la contaminacion bacteriana es utilizando organismos
indicadores, como por ejemplo Escherfchia coli, ya que su presencia en los cuerpos
receptores de aguas residuales indica una contaminacion fecal directa ( Tanahara-Romero,
1996 ). Ademas, algunas investigaciones han demostrado que la técnica para su
determinacién es mas practica y sencilla en comparacion con la de organismos patégenos
{ Secretaria de Salud, 198%a ). Otros organismos indicadores que se utilizan son los
estreptococos fecales gue han demostrado ser mejores indicadores de contaminacion
microbioldgica que Escherichia coli por ser estos mas resistentes al estrés ambiental y tener
una sobrevivencia mayor en el medio marino ( Barcina ef al.,, 1990 ); no obstante, otros
autores consideran que no es la mejor alternativa { Pourcher et af/,1991 ). Esta
controversia generd dos lineas de investigacidon, una a favor del uso de las bacterias

coliformes y otra a favor de los estreptococos fecales.

Es importante mencionar que muchas veces las relaciones entre dos ¢ mas
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organismos pueden proporcionar cierta infoermacion, en particular 1a relacion de coliformes
fecales y estreptococos fecales. Silos estreptococos fecales tienen menos de 24 horas y se
presentan en cantidad suficiente, ia proporcién puede permitic la distincion entre los de
origen animal y los de crigen humano ( Secretaria de Salud, 198%9a ). Lo anterior define

que el tiempo es un limitante para proporcionar informacién cualitativa de su origen.

Otros organismos pueden usarse como indicadores de contaminacion fecal
potencial, como es ei caso de los bacteriéfagos los cuales indican [a presencia de virus
entéricos patogenos. Algunos de estos virus, que especificamente atacan a huéspedes
bacterianos ( generaimente Escherichia coli ), se encuentran en concentracicnes elevadas
en instalacicnes de tratamiento de aguas residuales, siendo altamente resistentes a
desinfectantes ( clorc ) y a situaciones ambientales adversas. Estas cualidades los
hacen udtiles como indicadores de la presencia de olros virus puesto que, en teoria,
estan presentes en numeros elevados en el ambiente io cual permite realizar estimaciones

de sus concentraciones ( Secretaria de Salud, 198%9a ).

El creciente interés del area de Salud Publica sobre la calidad virolégica de los
moluscos v el establecimiento de normas para coliformes en moluscos y aguas de
cosecha se debe a que los virus entéricos humanos pueden ser trasmitidos por via fecal
u oral. Por o cual se requiere realizar estudios sobre la incidencia, presencia y el
destino de los virus entéricos en estos organismos y en su habitat asi como, la

relacidn enfre virus entéricos y bacterias indicadoras ( Secretaria de Salud, 1983b ).

Se han reportado estudios donde Escherichia coli muere rapidamente en muestras
del efluente de aguas residuales, mientras que arriba del 20 % de los fagos pueden
persistir después de 1 afo ( Ayres, 1977, citado por Ignazzito et al., 1980 ). Ignazzitto ef
al., ( 1980 } menciona que los fagos podrian ser especies indicadoras para enterovirus asi
como E. cofi es un indicador de bacterias entéricas. Este criterio virolégico podria ser

empleado para determinar cualitativamente y cuantitativamente la contaminacién en la

bahia de Todos Santos.




Actualmente, con base en la informacion que ha sido generada es posible definir
algunos patrones generales de la contaminacion organica-bacteriologica en la zona costera

de la bahia de Todos Santos.

Los estudios referentes a la calidad bacterioldgica de esta zona, indican que la
contaminacion bacteriana ocurre principaimente en dos areas; en la parte central de la
bahia y en zonas cercanas a la desembocadura el arroyo “El Gallo”, incluyendo la
darsena portuaria y el area correspondiente al Sauzal de Rodriguez ( Safudo-Welhelmy

et al., 1984; Orozco-Borbon y Delgadilto-Hinojosa, 1989 ).

Los valores maximos de bacterias coliformes se detectan en las zonas adyacentes a
las descargas. La concentracion de ellas varia de acuerdo al grade de contaminacion
organica en determinada zona. La zona de la desembocadura del arroyo El Galio asi
como la def Sauzai de Rodriguez estan fuertemente contaminadas por materia organica,
lo que permite una mayor sobrevivencia de bacterias coliformes ( Safiudo-Wilhelmy et al.,
1984 ).

Las concentraciones bacterianas en la bahia de Todos Santos presentan en
general una variacion temporal. Los valores minimos se presentan durante el invierno vy
los maximos en verano, cuando la zona costera es mas utilizada para las actividades
recreativas { Segovia-Zavala y Orozco- Borbén, 1986 ). Los estudios de contaminacion
fecal en la columna de agua ( Orozco-Borbdn y Gutiérrez-Galindo, 1983 ) reportan que
las concentracicnes de bacterias coliformes son mayores a los limites establecidos por fa

legislacién mexicana para uso recreativo { Sanudo-Wilhelmy et al., 1984 ).

Las zonas que presentan mayor riesgo para la salud de la poblacion que utiliza
en forma directa la zona costera son: la darsena portuaria, playa municipal y fa
zona llamada Cueva de los Tigres, debido a que se ha detectado la presencia de
bacterias patdgenas entéricas como lo son Salmonella sp y Shigefla sp ( Orozco-Borbon y
Safiudo- Wilhelmy, 1988, Jiménez-Gonzalez, 1989 ). Sin embargo, la parte sur de la bahia




presenta concentraciones bajas de bacterias coliformes, con excepcion de la boca del
estero de Punta Banda en épocas de precipitacion pluvial, por lo que se puede definir

como una zona bacteriologicamente limpia.

Estudios recientes han demostrado que la parte norte de ia bahia presenta el mayor
namero de cepas de Vibrio cholerae 01 asi como ia mayer concentracidén de bacterias
heterotrofas viables y bacterias tipo Vibrio, en comparacién con {a parte sur ( Portillo-Lépez

y Lizarraga-Partida, 1997 ).

De los antecedentes previamente citados se puede observar que los estudios de
contaminacion microbiologica en la bahia de Todos Santos se circunscriben a la
determinacion de bacterias coliformes totales vy fecales, ademas de cepas de Vibrio
cholerae (1, mismas que presentan sus limitantes como crganismos indicadores. Una
alternativa viable y de mayer consistencia seria la utilizacién ce bacteriéfagos o virus que
infectan a bacterias huéspedes de corto periodo de vida. Por lo tanto el uso de
bacteriofagos podria explicar mejor la variabilidad estacional y espacial de la contaminacion
microbiotégica que la definida con los estudics de bacterias coliformes fecales y totales,
ademas se podria identificar con mayor exactitud y ser de mayor utilidad desde el punto de
vista epidemidlogico. De ser asi, este criterio tiene un gran potencial de uso en zonas

recreativas y de cullivos de especies marinas para consumo humano.

1.2 OBJETIVOS

¢ Implementacion de un meétodo para el aislamiento y cuantificacion de

bacteriofagos en agua de mar.

o Evaluar la calidad microbiolégica del agua de mar de la bahia de Todos

Santos, B.C.




2. AREA DE ESTUDIO

La bahia de Todos Santos { figura 1 ) esta ubicada en ia costa noroccidental de la
Peninsula de Baja California entre los 31°40" y 31°55' de iatitud norte y los 116°36" vy
116°50° de longitud ceste; esta limitada al norte por Punta San Miguel, al este por la
ciudad de Ensenada, al sur por Punta Banda y al oeste por las Islas de Todos Santos.
Tiene una forma rectangular y, un area aproximada de 180 Km® Cuenta con dos
conexiones a mar abierto separadas por las Isias de Todos Santos, la boca norte es de
12 Km de ancho, donde la profundidad maxima es de 40 m aunque en la zona existe un
bajo con profundidades mencres a 10 m, y la boca sur de & Km de ancho, donde se

alcanzan profundidades hasta de 300 m en el centro del cafidon de Punta Banda ( Gutierrez-

Gutiérrez, 1999 ).

La bahia se localiza en una region semiarida, con una precipitacién pluvial de 10
mm mensual promedio vy, de 250 mm promedio anual. La época de luvia se presenta a
finales de las época de otofio y en ta época de invierno, principalmente entre los meses de

naviembre y febrero ( Vera-Gonzéalez ef al.,1998 ).

Los arroyos Ensenada y San Carlos son importantes afluentes Gnicamente en
invierno, cuando ocurre precipitacion pluvial, mientras que el arroyo El Gallo capta las
aguas residuales de la Comision Estatal de Servicios Plblicos de Ensenada ( CESPE ) y
desemboca finalmente en el mar ( Orozco-Borbon ef al., 1994 ). El volumen promedio de
agua residual descargado en nuestra area de estudio es de 391 Ips ( Comision Estatal de

Servicios Publicos de Ensenada, 2000 ).

Otro aspecto importante que se debe considerar para entender |a problematica




de la contaminacién en la bahia de Tedos Santos, es el patrdn de circulaciéon de corrientes
superficiales. La circulacion de aguas superficiales de ta bahia presenta dos giros, uno
anticiclonico en la parte norte y otro ciclonico en la parte sur. El movimiento de agua
superficial en |a parte sur aparentemente se desplaza hacia el interior de fa bahia formando
un flujo paralelo a la costa, para cambiar hacia el norte y salir hacia el oeste por la parte

media de la bahia ( Alvarez-Sanchez et al.,1988; Tanahara-Romero, 1996 ).

En la zona conocida como Rincén de Ballenas ( estaciones 10 a la 15 ) se realizan
actividades de acuacultura, con fines comerciales, del mejillén del Pacifico Mytilus

gafloprovincialis y del ostion Japonés Crassosirea gigas ( Vera-Gonzalez et al., 1998 ).
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3. METODOLOGIA

Durante marzo a abril de 2000 se realizaron muestreos de agua de mar en 15
estaciones. Cinco estaciones en zona de playa y diez estaciones a 0.5 y 1.0 km de la costa
( figura 1 ). Las muestras de agua fueron tomadas en la superficie, con botellas de plastico
de boca ancha de 250 ml. Estas botellas fueron previamente esterilizadas a 121°C y 15
libras de presion durante 15 minutos. Una vez tomadas las muestras se conservaron en
hielo mientras se trasladaban al laboratorio para su analisis inmediata. Las fechas de
muestreo se presentan en la tabla 1. Las estaciones de muestreo ( Tabla il ) se
determinaron considerando los siguientes factores: fuentes de contaminacién puntuales y
no puntuales, ubicacion del cultivo de moluscos bivalvos, aspectos hidrograficos y patron
de circulacién de las corrientes. Con lo que respecta al tiempo, se considerd el muestreo
durante la época en donde trabajos previos demostraron que la contaminacién organica-

bacteriologica es menor { Segovia-Zavala et al, 1986, Orozco- Borbon et al., 1994,

Tanahara-Romero, 1996 ).

INDICADORES DE CONTAMINACION VIROLOGICA

Para evaluar la presencia virologica en agua de mar se utilizd a los bacteridfagos,
que se determinaron con el meétodo modificado de doble capa de agar ( Yahya et al.,
1991 }. El fundamento del método se basa en la comprobacién de la actividad del
bacteridfago con respecto a un cuitivo joven de Escherichia coli en placas con medio Agar
Soya Tripticasa. Las unidades son reportadas como UFF 100" que indican unidades

formadoras de bacteriofagos en 100 ml de muestra.

El analisis consistié en la inoculacion de placas de Agar Soya Tripticasa ( AST ) con

la muestra. Para ello, al medio de cuitivo, fundido{ 3 a4 mililitros de medio AST

11




MUESTREO ESTACION FECHA
1 1-15 3IMAR/2000
2 115 17IMAR/2000
3 1-15 7IABR/2000
) 1-15 28/ABR/2000

Tabla | .-

Fechas de muestreos en [a bahia de Todos Santos, B.C.
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| ESTACION

EATITUD LONGITUD TIPO DE OBSERVACIONES !
NORTE OESTE FUENTE GENERALES
i
1 31°5t16" 116°36'54” PUNTUAL Tubo de los efluentes de las plantas de
| tratamiento del Naranjo y el Gallo
2 31°5104" 116737107 PUNTUAL I Punto de mezcla
3 31750427 116°36'53" NGO PUNTUAL Cueva de los Tigres f
I
i F
4 31780107 1 118°58'47” NO PUNTUAL i Conalep
5 31°48'50" 116°36'40" NO PUNTUAL Ciprés
3 317300380 - 118737437 MO PUNTUAL
7 3150087 | 118°37°01" | NOPUNTUAL
|
8 31747017 116°38'07" PUNTUAL INT. Escurnimientos por lluvias
9 31°48'30" 116°37°32" PUNTUAL INT. Boca del eslero
10 31°4524" 116°38'54" NO PUNTUAL
11 31744°49" 116°39'30" NO PUNTUAL
12 31°44°25” 116°38'55" NO PUNTUAL
13 31°4316" 116°40°20" NG PUNTUAL
14 31°44'15" 116°41728" NO PUNTUAL
15 31°44'33" 116°42'28" NO PUNTUAL

Tabla I .-

Localizacion de las estaciones de muestreo en la bahia de Todos Santos, B.C.
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semi-solido a una temperatura de 45 a 46.5 °C ) en tubo, se le adiciond una cantidad de
inoculo, que oscild entre 0.1 a 5.0 mililitros de muestra de agua de mar ( directa o diluida ) y
1.0 milititro de cuitivo de &. coli { ATCC 15557, American Type Culture Collection ) crecida
por 6 horas en caldo Soya Tripticasa a 35 °C, y se homogenizd. Una vez, constituida [a
mezcla, se virtid en la caja Petri con AST y se dejo solidificar por 20 minutos. Las placas
se incubaron invertidas duranie 18-24 horas a 35 °C, para después determinar el nimero
de fagos por la presencia de zonas claras o lisis sobre la superficie del medio ( figura 2 ).
El método de Yahya ef al. { 1991 ) considera agitacion constante durante las 6 horas de

crecimiento del cultivo joven de E. coli, asi como una temperatura de incubacion de 37 °C.

Como control positivo se empled un cullivo puro del colifago MS2 { ATCC
15597B1 ). debido principalmente a que éste presenta las siguientes caracteristicas:
Cadena sencilla de RNA, eastructura vy tamano { 28 nm ) similar al poliovirus, estar
presente en material fecal, presentar un mayor estabilidad en el medio ambiente y no ser

patdgeno para el humano ( Yahya ef al., 1991 ).

INDICADORES DE CONTAMINACION BACTERIOLOGICA

Para validar y complementar el aislamiento de bacleridfagos se analizaron las
bacterias coliformes totales y fecales ({ APHA, 1995 ); asi como estreptococos fecales, que

se determinaron con el método del niimero mas probable (NMP) con serie de cinco tubos.

El analisis para bacterias coliformes consisti6 en las pruebas presuntiva vy
confirmativa. Se utilizo caldo lactosado como medio presuntivo, a 35 °C durante 48 horas.
La confirmacion se realizdé con medio verde bilis brillante al 2 %, a 35 °C durante 48 horas,
‘para coliformes totales, y medio EC, a 44.5 °C en bafio de agua durante 24 horas, para
coliformes fecales. Para la determinacion de estreptococos fecales se utilizd caldo azida
dextrosa como medio presuntivo, a 35 °C durante 48 horas, y medio etil violeta azida

{ EVA } como confirmativo, a 35 °C durante 48 horas.




12 - 14 ml de Agar soya tripticasa

\./

3 - 4 ml de Agar sova tripticasa

0.1-5 ml de muestra
{ directa o diluida)

Y
1 ml de Cultive de £ colf
(6 horas a3%°C)

l
-

Indculo
=

Agitacidn

Agar fundido
b 4546 °C
./

Figura 2 .- Determinaciéon de bacteriéfagos con el método madificado de doble

capa de agar { Yahya et al,, 1991 ).
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l.os resuitados microbiologicos fueron complementados con las determinaciones de
las variables ambientales que se registraron en cada una de las estaciones de muestreo.

Las variables fueron temperatura ( °C ), potencial de hidrégeno ( pH } vy salinidad ( %. ).

Para establecer la calidad sanitaria de las estaciones de muestreo, los valores seran
comparados con los limites establecidos por California Assembiy Bili 411 ( Nable et al.,
2000 } para aguas de uso recreativo (estaciones 2ala 15), Secretaria de Salud
( estaciones 8ala 15 ) y NOM-001-ECOL-1996 ( estacion 1 ). Observar apéndice A.

Para establecer el grado de asociacion entre las quince estaciones de muestreo
con los parametros microbioldgicos v fisicoquimicos, se aplicd un analisis de agrupamiento
modo Ward’'s de distancias euclidianas de cadena sencilla. Previo al analisis de
agrupamiento los datos fueron transformados en Z ( variable adimensional recomendada
para construir una matriz de correlacion ) y que tiene como objeto dar un peso iguat a cada

una de las variables; para esto se utilizo el paquete estadistico STATISTICA, version 6.0

para Windows.




4. RESULTADOS

El estudic comprendié de marzo a abril de 2000, y se realizaron cuatro muestreos
en las quince estaciones. Ademas dei analisis de bacteridfages ( BT ) se realizaron las
pruebas para la determinacion de coliformes totales ( CT ), coliformes fecales ( CF ) v
estreptococos fecales ( EF ). Por lo tanto se tienen 60 datos para cada variabie

microbiolégica, asi como las variables ambientales de T °C, S %o y pH.

En el caso de los bacteridfagos ( tabla 1l ) las mayores concentraciones ocurrieron en las
estaciones 1 y 2 con valores promedio de 53,875 y 72,050 UFF 100" ml BT,
respectivamente. El resto de las estaciones mostraron concentraciones bajas. El valor
maximo ocurrié en la estacion 2 con 147.000 UFF 1007 ml BT. En las estaciones 8. 10, 13

v 15 no se detectaron bacteridfagoes.

Para el caso de las bacterias coliformes totales y fecales ( tabla IV } las
concentraciones mayores ocurrieron en las estaciones 1 y 2 con valores promedio de 839
NMP 100" ml CT; 667 NMP 100" ml CFy 58,100 NMP 100" ml CT; 4,400 NMP 100" ml
CF, respectivamente. £l resto de fas estaciones (3 ala 15 ) mostraron concentraciones
bajas. Los valores maximos ocurrieron en la estacién 2 con 180,000 NMP 100" ml CT vy
11,000 NMP 100" ml CF. Los valores minimos se presentaron en las estaciones 8 a la 15
con <2 NMP 100" ml CT y <2 NMP 100" ml CF; con excepcion de la estacion 13, la cual

presentd una concentracion un orden de magnitud mayor.

Con respecto a los estreptococos fecales ( tabla V ), al igual que en los otros
organismos indicadores, se presenté el mismc comportamiento. Las concentraciones
mayores se presentaron también en las estaciones 1y 2 con valores promedio de 5,058 v
12,725 NMP100" ml EF, respectivamente.  El resto de las estaciones presentaron
concentraciones bajas. El valor maximo ocurrié en la estacién 2 con 35,000 NMP 1007 mi

EF; mientras que los valores minimos se presentaron en las estaciones 10,11, 14 y 156 con

<2 NMP 100" mt EF.

17
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En general, las concentracicnes de virus ( figura 3a ) y bacterias indicadoras de
contaminacién fecal ( figuras 3b, 4a y 4b ) fueron mayores en las estaciones cercanas a
las descargas de aguas residuales del arroyo El Gallo { E1, £2, EB y E7 ), disminuyendo en

namero a mayor distancia de éstas.
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PROMED!O

ESTACION DE VALOR
BT MIN/MAX
1 53875 19000 - 86000
2 72050 5500 - 147000
3 360 30 - 1280
4 25 NO - 60
5 18 ND - 30
) _ 100 35-180
7 89 10 - 280
8 ND ND
9 5 NG - 10
10 NG NG
11 25 ND - 40
12 3 ND - 10
13 ND ND
14 5 ND - 20
15 ND NO
Tabla il .- Concentracién promedio de bacleriéfagos UFF/100 mi en agua de mar

de ia bahia de Todos Santos, B.C., de marzo a abril de 2000.




PROMEDIO | | PRCMEDIO
ESTACION DE VALOR DE VALOR
oT MIN/MAX CF MIN/MAX

i 939 34 - 2400 667 17 - 2400
2 58100 2400 -160000 4400 700 - 11000
3 245 8-920 16 5-23
4 27 5-79 15 2-49
5 8 2-13 4 <2-5
) 78 | 33-130 ! 45 23-79
7 64 <2 - 240 23 <279
8 2 <2-2 <2 <2-2
9 3 <2-5 3 <2-5
10 <2 <2-2 <2 <2.2
11 <2 <2-2 <2 <2 .2
12 <2 <2-2 <2 <R .9
13 14 <2-23 8 <2-13
t4 <2 <2-2 <2 <2-2
15 <2 <2-2 <2 <2 -2

Tabla IV .- Concentracion promedio de bacterias coliformes totales y fecales
NMP/100 ml en agua de mar de la bahia de Todos Santos, B.C., de

marzo a abril de 2000.
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PROMEDIO
. VALOR
ESTACION DE
MIN/MAX
EF

1 5058 130 - 2400
2 12725 2400 - 35000
3 16 5. 41

| |

; 4 62 5- 220

i i ]

; 5 15 <2 - 49
2 40 : 91140
7 11 <2 - 34
8 2 <2-2
9 4 <2.8
10 <2 <2-2
11 <2 <2-2
12 3 <2-5
13 8 <9 -2
14 <2 <2 -7
15 <2 2.2

TablaV .- Concentracion promedio de estreptococos fecales NMP/100 ml en
agua de mar de la bahia de Todos Santos, B.C., de marzo a abril de

2000.
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Referente a las variables ambientales los resultados son los siguientes:

Para el periodo de marzo a abrit de 2000 { tabla V! ), las estaciones 1 vy 2
presentarcn las temperaturas mas elevadas con valores promedio de 23.3 y 20.3 °C,
respectivamente; mientras que para el resto de las estaciones los valores promedic
oscilaron entre 15.8 y 17.9 °C. Referente al pH, en general se presentaron valores
homogéneos con un promedio de 8.16 en las quince estaciones de muestreo; a diferencia
de la salinidad, la cual mostré valores minimos promedio de 1.38 %. v 18.40 %, en las

estaciones 1 y 2, respectivamente. El resto de las estaciones presentaron valores

pramedio de 33.47 a 33.68 %.,




283
5]

ESTACION TEMP, VALOR pH VALOR SALINIDAD VALOR
o MIN/MAX MIN/MAX Yoo MIN/MAX
1 233 21.3-25.5 8.12 7.96-8.25 1.38 1.23-1.53
2 203 17.5-26.6 8.01 7.74-8.16 18.40 10.99-25.82
3 17.7 15.4-19.7 8.09 7.91-8.22 33.55 33.38-33.72
4 17.9 15.3-20.5 8.13 7.93-8.24 33.56 33.39-33.73
5 17.1 147-188 | 814 | 7.82-830 33.51 33.35-33.68 |
!
6 P18 14.8-17.6 8.12 7.89-8.22 33.68 33.33-34.11
7 15.1 {3.1-17.3 8.7 3.00-3.28 33.57 33.21-33.53
| 8 16.1 14.8-17.8 8.20 8.02-8.37 33.48 32.61-34.09
|
! 9 16.3 15.0-17.7 8.17 8.04-8.32 33.63 33.24-34 .07
|
|
! 10 16.5 15.2-18.2 8.24 8.04-8.40 33.61 33.23-34.01
11 16.6 15.6-18.1 8.21 8.09-841 33.60 33.22-34.00
12 16.7 15.6-18.7 8.25 8.04-8.45 33.57 33.20-33.96
13 16.5 14.7-18.3 8.22 8.01-8.45 33.56 33.17-33.95
14 16.0 14.3-18.3 8.22 8.07-8.51 33.50 33.10-33.91
15 15.8 14.2-18.1 8.24 8.01-8.48 33.47 33.08-33.88
Tabla VI .-  Valores de temperalura, potencial de hidrégeno y salinidad promedio en

agua de mar en la bahia de Todos Santos, B.C., de marzo a abril de

2000.




En la tabla VIl se muestran las razones enire coliformes totales y coliformes fecales
en agua de mar de la bahia de Todos Santos de marzo a abril de 2000. Los valores
mayores se registraron en las estaciones 2 y 3, correspondiente al punto de mezcla del
arroyo £l Gallo y a la Cueva de los Tigres, respectivamente; mientras que los minimos se

presentaron de las estaciones 8 a [a 15, con excepcion de [a estacién 13.

La razones coliformes fecales y estreptococos fecales de marzo a abril del 2000 se
muestran en la tabla VIlI. Los valores mayores ocurrieron en la estacién 6 con valores que
oscitan de 0.21 a 5.11. E| resto de ias estaciones mostraron valores bajos. £l valor
maximo ocurrid en la estacion 6 con 5.11, para el mes de abril del 2000; mientras que el

valor minimo se presentd en la estacion 1 con 0.05, para el mes de abril de 2000,




ESTACION | 3MARIO0  17/MARIOO  T7IABRIOO  28/ABRIOO

1 1.00 2.00 : 5.41 5.06
2 1.85 22.86 11.74 14.55
3 3.40 1.00 | 27.88 1.941
4 1.61 1.00 i 2.20 5.50
5 1.00 | 2.60 | 1.00 2.50
6 1 1.06 3.43 ' 1.52 1.65
| 7 ' 1.00 1.00 3.04 | 1.60
8 ‘ 1.00 1.00 ; 1.00 1.00
9 1.00 1.00 1.C0 1.00
10 I 1.00 1.00 1.00 1.00
11 1.00 1.00 1.00 1.00
12 1.00 1.00 1.00 1.00
13 1.55 1.00 2.60 1.77
14 1.00 1.00 1.00 1.00
15 1.00 1.00 1.00 1.00
Tabla VIl .- Razones CT/CF en agua de mar en la bahia de Todos Santos, B.C., de

marzo a abril de 2000,
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marzo a abril de 2000,

ESTACION JIMAR/OG 17/MARIQ0 7/IABR/OO 28/ABR/00
1 0.15 0.13 0.07 0.05
2 0.30 0.29 0.50 0.31
3 0.55 1.14 0.80 3.40
4 0.22 0.55 1.0C 0.14
5 0.2 0.10 1.00 1.00
o 3 132 0.21 3.1 3.59
7 1.00 2.50 2.32 0.83
8 1.00 1.00 1.00 1.00
9 0.50 1.00 0.62 1.00
10 1.00 1.00 1.00 1.00
11 1.00 1.00 1.00 1.00
12 1.00 1.00 0.40 1.00
13 1.57 1.00 0.45 2.60
14 1.00 1.00 1.00 1.00
15 1.00 1.00 1.00 1.00
Tabla Vill .- Razones CF/EF en agua de mar en la bahia de Todos Santes, B.C., de
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ANALISIS DE CORRELACION Y REGRESION LINEAL SIMPLE

Para determinar ef grado de asociacion entre los organismos indicadores, durante
marzo a abril de 2000, se empled el analisis de correlacion de Pearson y el modelo de

regresion lineal simple a un nivel de significancia de 0.05 ( tabla IX; figuras 5 ala 10 ).

CORRELACION | COEFICIENTE DE . ‘
. ECUACION DE i
INDICADORES DE PEARSON DETERMINACION .
REGRESION
r ¢
! Coliformes totales:Coiiformes fecales 0.9751 0.9510 y = 0.76058x + 0.0579
© Estreptococoes fecaies:Bacteriofagos ! 0.8803 0.7749 y = 1.24186x - 0.0261
- Coliformes lotales:Estreptococos fecales 0.9403 : 0.8843 ©y = 0.8854x + 0.0430
Coliformes totales:Bacteriofagos 0.8651 0.7485 y = 1.1542x - 0.0243
Coliformes fecales:Estreptococos fecales 0.8442 0.8915 y = 1.145x + 0.0002
Coliformes fecales:Bacteriofagos 0.8575 0.7354 y = 1.4667x - 0.0665
]
Tabla IX .- Analisis de correlacion y  regresion lineal simple entre coliformes totales,

coliformes fecales, estreptococos fecales y bacteriéfagos en agua de mar de

la bahia de Todos Sanios, B.C., de marzo a abril de 2000.

En general los indicadores mostraron coeficientes de correlacion aitos siendo el
mayor entre los coliformes totales y fecales ( 0.97 ). Los coeficientes de determinacion de
los bacteriofagos v bacterias indicadoras fluctuaron entre 0.73 y 0.77 siendo mayor entre

los estreptococos fecales y bacteridfagos ( 0.77 )
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Para establecer el grado de calidad sanitaria del agua de mar, se compararen las
concentraciones de bacterias indicadoras contra los limites establecidos para uso recreativo
con contacto primario ( estaciones 2 a la 15 ), areas de cultivo para moluscos bivalvos

( estaciones 8 a la 15 ) y descargas de aguas residuales ( estacion 1).

En [a tabla X se muestran los porcentajes de los muestrec por estacion que
excedieron los limites establecidos para uso recreativo. La estacion 2 presenté una mayor
alteracion en la calidad sanitaria, 75 % de las muestras excedieron los limites para
coliformes totales y 100 % para coliformes fecales. El resto de las estaciones presentaron

una buena calidad bacteriologica.

En el caso de las areas de cultivo de moluscos bivalvos ( tabla XI ) la calidad

bacterioldgica fué satisfactoria durante todo el periodo de muestreo.

En lo que respecta a las descargas de aguas residuales ( tabla XIt ), el 25 % de las

muestras excedieron los limites para coliformes fecales.
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‘ LiMITE DIARIO LIMITE DIARIO !
| CSTACION ’ NMP/100 ML NMP/100 ML :
I CT CF
| > 10,000 > 400
i 2 75.0 100.0
5 3 0.0 0.0
‘ 4 0.0 0.0
| 5 0.0 0.0
6 0.0 0.0
7 0.0 0.0
3 0.0 0.0
9 0.0 0.0
10 0.0 0.0
11 0.0 0.0
12 0.0 0.0
13 0.0 0.0
14 0.0 0.0
15 0.0 0.0
CT = COLIFORMES TOTALES CF = COLIFORMES FECALES
Tabla X .- Porcentaje de estaciones de muestreo gue exceden |os valores

limites de CT y CF para uso recreativo.




PROMEDIO 10 % DE LAS MUESTRAS 10 % DE LAS MUESTRAS
INDICADOR GEOMETRICO * NMP/100 ML NMP/100 ML
NMP/100 ML < 230 < 43
Coliformes totales 2.51 oo 1 e
Coliformes fecales 229 ] e 0.0

* 70 CTAO0 ML ; 14 CF/C0 ML

Tabla Xt .-

Promedic geométrico y porcentaje de muestras

que exceden los

limites de los indicadores en el area de cultivo para moluscos

bivalvos durante marzo a abril de 2000.

INDICADOR

PROMEDIO DIARIO

NMP/100 ML
< 2000

Coliformes fecales

25.0

Tabla XII .-

Porcentaje de muestras que exceden los limites de los indicadores

en la descarga de aguas residuales durante marzo a abril de 2000.
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ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

En el analisis de agrupamiento Ward's se obtuvieron tres agrupaciones: (1)

estaciones 1y 2; (2) estaciones 3al 6y 7 y 9y (3) estaciones 8 y 10-15 ( figura 11 ).

Figura 11 .-

5 10 15

Distancia de cadena

Dendrograma del analisis de agrupamiento mode Ward's en agua
de mar de la bahia de Todos Santos, B.C., con respecto a los
parametros microbiologicos y fisicoquimicos durante el periodo de

marzo a abril de 2000,

20




5. DISCUSION

COMPORTAMIENTO ESPACIAL

Las mayores concentraciones de bacteridfagos, bacterias coliformes vy
estreptococos fecales que se registraron en las estaciones 1 y 2 se deben principalmente a
su ubicacion. La estacion 1 corresponde a los efluentes de las plantas de tratamiento dei
Naranjo y el Gallo, vy la 2 al punto de mezcla. La estacion 2, por estar a una mayor
distancia de la descarga y por efecto de dilucién, deberia de haber presentado una menor
concentracidn de virus y bacterias que {a 1. Sin embargo, es probable que la fuerte
gnergia en la zocna por efecto del oleaje vy corrientes ( Galindo Bect et al., 1984
pengan en resuspension materia organica, virus y bacterias acumulados en el sedimento.
ocasionando valores mas elevados. Concentraciones altas de bacterias y materia organica
en sedimento han sido reportados en [as zonas aledafias a la descarga ( Orozco-Borbén y

Delgadillo-Hincjosa, 1989 ).

En general en el medio ambiente marino se da una estrecha relacidon entre los
parametros medicambientales vy las poblaciones microbianas determinando su
sobrevivencia y distribucion, estos, sin embargo pueden funcionar de manera conjunta e
interrelacionada sumando sus efectos ( sinergismo } lo que posiblemente ocurrid en la
estacion 2, ya que en esta se presentaron los valores mas bajos de salinidad ( 18.4%, ) vy
pH ( 7.74 ), asi como una de las mayores temperaturas { 20.3 °C ). No se descarta la
posibilidad de que la materia organica presente en la estaciébn 2 desempefie un papel
importante en la sobrevivencia y concentraciones de microorganismos al sumar sus efectos

con los parametros fisicoquimicos del agua de mar.

La evacuacion de aguas residuales de la Planta de tratamiento el Gallo en la Playa
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Municipal, ha contribuido durante cuatro décadas a la contaminacion de la zona costera.
Estudios bacteriologicos realizados en el area por Orozco Borbdn y Gutiérrez Galindo
(1983), y Morales Chavez (1984) mostraron valores de hasta 5, 000 000 NMP 100 mi' de

bacterias coliformes fecales, mientras que el valor maximo encontrado en este estudio fué
de 160,000 NMP 100 ml™",

Por otra parte, Segovia Zavala y Galindo Bect (1984) encontraron que la eficiencia
de la planta de tratamiento de aguas residuales el Gallo con respecto a los parametros
indicativos de contaminacion organica era muy baja (<35%), en este mismo estudio los
solidos sedimentables presentaron un 62 % de eficiencia; dando como resultado una
eficiencia total premedio de 26.8 %. En coniraste, la planta de tratamiento el Naranjo fa
cual empezd operaciones en septiembre de 1999 tiene una eficiencia proyectada para la
DBQO, DQO y sdlidos sedimentaoles deil 95 %. A pesar de que en ia actualidad la planta &!
Naranjo tadavia no trabaja a su maxima eficiencia, ha contribuido en gran medida al

abatimiento de las altas concentraciones de materia organica y bacterias presentes en la

estacion 1y 2.

Las menores concentraciones de bacteridfagos, bacterias coliformes vy
estreptococos fecales que se encontraron en el resto de las estaciones { 3 a 15 ) se deben
a la combinacion de factores como la dilucion y el efecto bactericida de agua de mar que
afectan los niveles de sobrevivencia de las bacterias coliformes y otros organismos

patégenos ( Carlucci y Pramer, 1959 v 1960, Miichell, 1968; Gauthier et al., 1975, Barja et
al., 1877 ).

La razon de que en la estacion 13 se presentaran concentraciones de coliformes
totales de 14 NMP 100" ml y coliformes fecales de 8 NMP 100" ml se debe posiblemente a
la precision del método. El nimero mas probable para la determinacion de coliformes
totales y fecales es un método que se basa en teoria de probabilidad, el cual es menos

exacto y preciso que el metodo de la doble capa utilizado para la determinacion de -
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bacteriofagos. Estudios realizados en agua de mar por Yahya et al. {1998) encontrarcn un
comportamiento similar al  nuestro, ya que detectaron valores <1 UFF 100" de

bacteriofagos y <20 NMP 100" de coliformes totales y fecales.

Orozco-Borbdn y Gutierrez-Galindo { 1983 ) en un estudio realizado en la bahia de
Todos Santos encontraron, que debido a la dilucidn y dispersion, la concentracion de
bacterias coliformes fue mayor en las estaciones [ocalizadas en la zona de rompiente gue

en las ubicadas a una distancia de 0.5 km,

Con respecto al efecto bactericida del agua de mar, Carlucci v Pramer { 1960 }
encontraraon que las tasas de sobrevivencia de las bacterias en el agua de mar dependen
de mdltiples factores entre ellos del pH y salinidad. Observando que la mortalidad
bacteriana es mas rapida en reacciones alcalinas que en acidas. Por lo tanto, el pH dei
agua de mar medido en la zona de estudio ( 7.74 a 851 ) tiende a no favorecer la

sobrevivencia de E. coli.

Por otra parte se ha demostrado que las sales inorganicas ( NaCl y NaK ), son las
sustancias potencialmente mas toxicas, ya que pueden influir adversamente en la
sobrevivencia de las bacterias ya sea por efecto osmdtico o bien por toxicidad especifica
del idn. Existen antecendentes que indican que E. c¢oli muere mas rapidamente en
ausencia de sales que en agua de mar a 25 %., vy que mas alla de este limite la
sobrevivencia decrece { Carlucci y Pramer, 1960 ). Ademas, Pike et al { 1870), en
una serie de experimentos realizados con bacterias coliformes, encontraron que la
mortalidad de estas bacterias fué mayor con incrementos en la salinidad, por tanto se
espera gue la sobrevivencia de mircoorganismos entéricos debe ser menor en las
estaciones 3 a 15 en donde se presentaron salinidades promedio de 33 %.. En contraste,
la sobrevivencia de microorganismos entéricos debe ser mayor en las estaciones 1y 2

porque presentan salinidades promedio de 1.38 y 18.40 %., respectivamente

La adsorcion de las bacterias por particulas organicas e inorganicas que se
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depositan en los sedimentos son otro factor que posiblemente influye en la disminucion de
bacterias en el agua de mar. Orozco-Borbdn y Delgadillo-Hinojosa (198%) mencionan que

en general se encuentran mas bacterias coliformes en sedimento que en el agua de mar,

ks importante destacar gue las concentraciones de bacterias encontradas en las
estaciones 3 a 5 correspondientes a ias playas Cueva de los Tigres, Conalep vy Ciprés,
respectivamente; cumplen con [os limites establecidos por California Assembly Bill 411
para aguas de uso recreativo con contacto primario ( Noble et al., 2000 ), lo que podemos
calificar un resultado importante debido a que estos sitios son muy utilizados por la
poblacion de Ensenada, y porque en estudios previos se detectaban concentraciones

elevadas de bacterias ( Orozco-Borbon vy Gutiérrez-Galindo, 1983; Jiménez-Gonzalez,

1689 )

El analisis de agrupamiento de las estaciones de muestreo { dendrograma ) mostro
tres grupos, la asociacion entre ellas depende de su ubicacidn y su distancia a la fuente de
contaminaciéon. Un primer grupo comprendid a las estaciones 1y 2, mismas que se
encuentran cerca de la principal fuente de contaminacidn microbiolégica ( aguas residuales
domesticas e industriales de las plantas de tratamiento de la CESPE ); el segundo
correspondid a las estaciones aledanas a las descargas de aguas residuales, las cuales
tienen una clara influencia de la contaminacién, y un tercer grupo de no influencia
integrado por las estaciones mas alejadas de las fuentes de contaminacion, El andlisis
estadistico de grupos es congruente con los resultados microbiologicos y fisicoquimicos
obtenidos en cada uno de los muestreos, ya que se encontrd que las mayores
concentraciones de bacteriofagos y bacterias indicadoras ocurrieron en las estaciones 1y

2, disminuyendo en forma perpendicular y paralela a la costa.
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INDICADORES

La mayor concentracion de bacteriofagos encontrada en casi todas las estaciones
en comparacion con la de bacterias coliformes y estreptococos fecales, se debe a que
éstos sobreviven por periodos mas prolongados en el medio ambiente marino, resisten a
la desinfeccion con claro vy a la radiacion sotar ( Narkis ef al, 1995 ; Ritva ef al., 1995;
Sinton ef al, 1999 ) de manera similar a ciertos enterovirus. Por lo que estas
caracteristicas, aunado a la morfologia y facilidad para enumerarlos, los hacen
candidatos adecuados para ser utilizados como indicadores de contaminacion en zonas
de playas, asi como de la eficiencia en sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas
residuales. Los analisis mostraron una correlacion significativa entre los bacteridfagos vy

bacterias indicadoras en particular con los estreptococos fecales { r=0.88 1.

Las estaciones 1y 2 presentaron una mayor concentracion de estreptococos
fecales en comparacion con la de coliformes fecales, porque los primeros sobreviven mas
tiempo en agua de mar. Hanes vy Fragala (1967) demostraron que £, coli sobrevive 0.8 dias
en agua de mar, mientras que los enterococos ( un subgrupo de los estreptococos )
sobreviven 2.4 dias. Por otra parte Sieracki {1980) demostrd que la tasa de mortalidad de
los enterococos no aumenta con incrementos en la intensidad de la radiacion solar,
mientras que E. coli si se ve afectada. De hecho se ha reportado que son mejores
indicadores de contaminacion que las bacterias coliformes. Cabelli (1982) y Dufour (1984)
en sus estudios demostraron que los enierccocos se correlacionan mejor con
gasiroenteritis adquirida por nadar en agua de mar y dulce contaminada con aguas

residuales.

L.a razdn coliforme total;coliforme fecal, se utiliza cominmente para determinar el
grado de contaminacion fecal ( Secretaria de Salud, 1989 ) de tal manera que un valor
mayor a 1 se puede interpretar como una menor contaminacién fecal y uno igual a 1 como

mayor. No obstante este criterio debe de tomarse con cuidado y analizar las circunstancias




42

y origen de las muestras, ya que por gjemplo en el presente estudio las estacicnes
cercanas a la descarga de la CESPE ( 1 a la 7 ) presentaron valores mayores a uno, y las
estaciones mas alejadas de la costa presentaron un valor de 1, sin embargo es evidente
que las estaciones 1 a7 son las mas contaminadas y el resto de las estaciones las mas

limpias. Por lo tanto este criterio nc es el mas apropiado para determinar et grado de

contaminacion fecal.

Esta incongruencia se debe a que las estaciones 1 a 7 presentan una mayor
concentracion de bacterias totales con respecto a las fecales, aunqgue es obvio que éstas se
encuentran en mayores concentraciones que en el resto de estaciones. Por otra parte las
estaciones 8 a 15 presentaron concentraciones de bacterias coliformes totales y fecales
tan bajas que en algunos casos se ubican en el {imite de deteccidn del método (<2
bacterias/100 mi) y por lo tanto su razén CT/CF es igual 3 t lo que concuerda con
Secretaria de Salud { 1989 ), que menciona que si la razdon CT/CF es 1 vy las

concentraciones de bacterias son bajas, la contaminacion es reciente y diluida.

Otro criterio que se utiliza para determinar el origen de la contaminacion { humana o
animal ) es la razon coliforme fecal.estreptococo fecal, ya que si ésta es mayor a 4 indica
una contaminacién humana y si es menor a 0.7 es animal ( Geldreich y Kenner, 1969 ). En
el presente estudio las razones menores se encontraron en las estaciones 1,2 y 4; por lo
que, si se aplicara el criterio establecido se tendria una contaminacién de tipo animal, sin
embargo es evidente que estas estaciones son impactadas por las descargas de las
plantas de tratamiento el Galloy el Naranjo, las cuales en su mayoria tienen una carga
microbiana de origen humano. La validez de la razdn coliforme fecal:estreptococo fecal
ha sido cuestionada y se considera utit dnicamente para determinar contaminacién fecal
reciente ( Noble et al., 2000 ) ya que existen variaciones de estas razones en funcion del
tiempo. En el caso de contaminacion humana la razén de 4 disminuye vy en la animal

aumenta.

En la estacion 1 se descarta las variacion de la razén coliforme fecal.estreptococo
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fecal con respecto al tiempo porque es el punto cero de las descargas de las plantas de
tratamiento el Gallo y el Naranjo, en donde la contaminacion es casi instantanea o
reciente. El hecho de encontrar bajas razones de coliforme fecal: estreptococo fecal se
puede atribuir a que los estreptococos sobreviven mas tiempo que las coliformes fecales en
procesos de tratamientos de aguas residuales dependiendo del grado de tratamiento que
reciben las aguas residuales, asi como de los procesos utilizados para la eliminacién de los

microorganismos indicadores ( Narkis et al., 1995; Turner y Lewis, 1995 ).

Las bajas razones de coliforme fecal.estreptococo fecal en las estaciones 2y 4
indican que la contaminacién no es reciente y que su presencia se debe a la resuspension

de sedimento con bacterias adheridas por oleaje y corrientes.

CALIDAD DEL AGUA

Tradicionalmente se han utifizado a las bacterias indicadoras para determinar
contaminacion fecal en el agua de mar, porque presentan mas ventajas que las bacterias
patogenas, no obstante a la fecha no se ha encontrado una relacion directa entre los
niveles de éstas y la incidencia de enfermedades. Sin embargo estudios realizados
recientemente han encontrado que algunos microorganismos como los enterococos vy
bacteriéfagos sobreviven mas tiempo en el agua de mar al igual que los microorganismos
patégenos, por lo que se correlacionan mejor con la incidencia de enfemedades en

baiistas y consumidores de moluscos bivalvos ( Gareth-Rees, 1993; Christensen et al,,

1998, Micssec et al.,, 1998 ).

Es importante mencionar que {os estandares para determinar la calidad sanitaria de
los cuerpos de agua se basan en la ulfilizacion de muitiples indicadores de
contaminacién como es el caso de fa normatividad de la Assembly Bill 411 de California,
Estados Unidos la cual emplea coliformes lotales, fecales, enterococos y virus. En

contraste Noble ef al. {2000 ) recomiendan el uso de un sdlo indicador ( enterococos )




porque detecta en un mayor porcentaje la contaminacion de playas v descargas que otros
indicadores, permitiendo disminuir tiempo y costo de los analisis con lo que se puede
incrementar la periodicidad y ndmero de estaciones de muestreo. Esta propuesta debe ser
aprobada por las autoridades y comunidad cientifica con base en estudios epidemiolégicos

para seleccionar el indicador méas apropiado.

Con base en los resultados de correlacion  obtenidos en el presente trabajo se
sugiere utilizar a los bacteridfagos como indicadores de contaminacion microbioldgica en
aguas costeras de manera rutinaria, ya que se encontré una buena relacion con las
bacterias indicadoras. Ademas, su presencia en el agua de mar, a diferencia de otros
organismos indicadores, puede ser utilizada para determinar contaminacion de tipo viral,
ya que se ha encontrado que son l0s que se correlacionan mejor con el grupo de los

enterovirus fos cuales en su mayoria son patdégenos ( IAWPRC, 1990, Yahya et al., 1991,

Lewis, 1995 ).

No obstante lo anterior, para la utilizacién de bacteridéfagos como indicadores Unicos
de contaminaciébn microbioldgica, se requiere de un mayor nimero de estudios
microbiclogicos y epidemioldgicos.  Ademas, es fundamental que las legislaciones

ambientales de los paises, entre ellos México, los incorporen en los estandares

establecidos para agua de mar.

Debido a que se obtuvieron altas correlaciones entre los bacteriéfagos y bacterias
coliformes, se utilizaron las ecuaciones de regresion para predecir la concentracién de
bacteriéfagos durante los meses de septiembre de 1999 a enero de 2000 ( apéndice B ),
asi como sus posibles limites de calidad para aguas de uso recreativo con contacto

primario ( apendice C ).

Para la prediccion de la concentracion de bacteridfagos se pueden utilizar también a
los estreptococos fecales ya que se conoce que se correlacionan positivamente. De hecho

en el presente trabajo los mayores coeficientes de determinacion se encontraron entre los




bacteriofagos y estreptococos fecales, porgue poseen periodos de sobrevivencia similares
en agua de mar. Estudios realizados con bacteridfagos y enterococos (Sinton et al., 1999)
han mosfrado que tienen tasas de sobrevivencia similares vy que reaccionan de la misma

forma a los parametros fisicoquimicos y medioambientales.

De los indicadores bacterianos utilizados en el presente trabajo se recomienda el
uso de los estreptococos porque son mejores predictores de riesgos a la salud por
exposicion con aguas contaminadas. Cabelli (1982) y Dufour (1984) mostraron que los
enterococos se correfacionan mejor con gastroenteritis asociada a la natacién en aguas

marinas y dulces contaminadas con agua residual

Con base en los limites establecidos por la Assembly Bill 411 de California para
aguas de uso recreativo con contacto primario { Neble et al., 2000 ), en general la calidad
bacteriolégica de las aguas fue buena, a excepcion de la estacion 2 ( Punto de mezcla de la
descarga ). Esto es excelente ya que estudios bacteriologicos realizados con anterioridad
mostraban altas concentraciones de bacterias indicadoras en el agua de mar de la bahia y
en las principales playas de uso recreativo { Safudo-Wilhelmy et al, 1984 y Jiménez-

Gonzalez, 1987 ).

Por ofra parte, enla zona conocida como Rincon de Ballenas ( estaciones 10 a
la 15 ) se realizan actividades de acua_cuitura con fines comerciales del meijillén del Pacifico
Mytilus galfoprovincialis y del ostion Japonés Crassostrea gigas ( Vera-Gonzalez et
al., 1998 ). De acuerdo a los criterios establecidos para la calidad bactericlégica que debe
de presentar el agua de mar para el cultivo de moluscos bivalvos, se tiene que la
bahia es apta para el cultivo de los mismos ( Secretaria de Salud, 1989b ). Esto se
debe principalmente a la ausencia de fuentes puntuales de contaminacion y a la ubicacion

geografica de la zona con recambio constante de agua por el patron de corrientes.

Alvarez-Sanchez ef al. { 1988 ) encontraron que la circulacion de aguas superficiales

de la bahia presenta dos giros, uno anticiclonico en la parte norte y otro ciclénico en la parte
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sur.  El movimiento def agua superficial en la parte sur aparentemente se desplaza hacia el
interior de la bahia farmando un flujo paralelo a la costa, para cambiar hacia el norte vy salir
hacia el ceste por [a parte media de la bahia. Por lo que la zona de cultivo ubicada en la
parte sur de la bahia queda libre de contaminacion, lo cual concuerda con estudios

realizados por Tanahara-Romero ( 1996 ).

VARIABLES FISICOQUIMICAS

Se conoce que la salinidad, pH y temperatura influyen sobre las concentraciones de
los microorganismos entericos en el agua de mar y que su influencia puede ser positiva
0 negativa. En el presente trabajo la salinidad y pH del agua de mar al parecer afectaron
negativamente a los microorganismos entéricos vy condicionaron su distribucién, ya que
las mayores concentraciones de microorganismos se encontraron en las estaciones 1y 2
con clara influencia de agua residual con valores relativamente bajos de pH vy salinidad,
mientras que las estaciones con mayor pH y salinidad presentaron las concentraciones

mas bajas.

Uno de los factores mas importantes que determinan la sobrevivencia de los
microorganismos patégenos en el medio marino, es la temperatura, sin embargo en el
presente trabajo parece indicar que no influyd en la distribucién de los microorganismos.
Los valores fluctuaron entre los 14.2 a 26.6 °C, con una gran variabilidad, lo que
concuerda con Bonde (1968) que observdé que las temperaturas entre 0° y 20 °C no

son dafiinas para bacterias entéricas

Existe una gran controversia con respecto a la temperatura, ya que existen estudios
que indican que un incremento de la misma beneficia a la poblacidn microbiana porque
acelera su metabolismo, mientras que otros indican que a temperaturas mas bajas se

incrementa la sobrevivencia de bacterias entéricas. Por ejemplo, en un estudio de Tg
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{ tempo para reducir en un 90 % la poblacion de microorganismos ) realizado con E. coli

se encontré que a bajas temperaturas se incrementaba ei Tg ( Solic vy Krstulovic, 1992 ).

Estudios realizados en la bahia de Todos Santos han reportado mayores
concentraciones de bacterias entéricas durante verano y principios de otofio ( Segovia-
Zavala y Orozco-Borbon, 1986, Orozco-Borbon y Safiudo-Wilheimy, 1988 ), por fo que se
puede llegar a pensar gue las temperaturas elevadas favorecen la sobrevivencia de estos
microorganismos, sin considerar tal vez, que pudiera ser un reflejo de las actividades

industriales y turisticas que se realizan en el area.




6. CONCLUSIONES

El método empleado para la determinacion de bacteridéfagos en agua de mar de
la bahia de Todos Santos, B.C., demostré {ener mayores ventajas sobre los

tradicionales indicadores de contaminacion.
Las mayores concentraciones de bacteridfagos y bacterias indicadoras se
presentarcn en las estaciones 1 y 2 correspondientes a los efluentes de las

plantas de tratamiento del Naranjo y el Galle, y al punto de mezcla,

respectivamente,

FPor medio de ecuaciones de regresion lineal simple y a partir de concentraciones

de bacterias coliformes se puede determinar la concentracion de bacteriofagos.

El agua de mar de la bahia, con excepcion de [a estacion 2, es apta para uso

recreativo con contacto primario.

La zona de Rincén de Ballenas es apta para el cultivo de moluscos bivaivos.
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APENDICE A

Tabla A-1 .- Normas de calidad bacterioldgica para aguas de uso recreativo { Nobie ef al,,
2000 ).

INDICADOR LIMITE DIARIOIM00 ML LIMITE MENSUAL/100 ML !
Coliformes totales 10,000 20 % de las mueslras > 1,000
Colifcrmes fecales 400 200 { G.M. Y
Enterococoes 104 I5(GM. ¥

* Promedio gecmétrico

Tabla A-2 .-

Nerma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 para descargas de aguss

residuales vertidas a cuerpos receptores y bienes nacionales ( Secretaria de

Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca; 1997 )

INDICADOR

PROMEDIO DIARIO
NMP/100 ML

PROMEDIO MENSUAL
NMP/100 ML

Coliformes fecales

2000

1000

Tabla A-3 .- Normas de calidad bactericlogica para areas de cultivos bivalvos { Secretaria
de Salud, 1989a).
PROMEDIC GEOMETRICO 10 % DE LAS MUESTRAS
INDICADOR
NMP/H00 ML NMP/100 ML
Coliformes totales <70 < 230
Coliformes fecales <14 <43
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APENDICE B

Tabla B-1 .-  Concentracidn promedio de bacteriéfagos ( BT ) UFF/100 ml apartir de las

ecuaciones de regresion lineat simpie en agua de mar de ia bahia de
Todos Santos, 8.C., de septiembre a octubre de 1999 { estaciones 1 a

la 5}y de noviembre de 1999 a enero de 2000 ( estaciones 6 ala 15 ).

donde vy =logigde la concentracion promedio de bacteriofagos
X = loge de la concentracion promedio de colifermes totales

** Ecuacién de regresidn lineal simple y = 1.4667x - 0.0665
donde v = logse de la concentracion promedio de bacteriofagos
X = logig de la concentracidon promedio de coliformes fecales

ESTACION PROMEDIC DE CT PROMEDIC DE BT* PROMEDIO DE CF PROMEDIO DE BT™
1 8073 30 558 233 2 544
2 11073 44 005 8573 503 516
3 1000 2743 169 ! 1588 |
4 437 1055 15 5 915 ’
s Y. Y 21 75 i
ci - i ]
B 362 849 234 i 2581 !
r 7 4 022 13671 896 18 348
8 12 17 10 25
9 16 23 8 f 18
10 3 3 3 4
i1 <2 2 <2 2
12 6 7 4] 12
13 4 5 4 7
14 2 2 <2 2
15 <2 2 <2 2
* Ecuacian de regresion lineal simple y = 1.1542x - 0.0243
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Tabla B-2 .- Concentracion promedio de bacteriofagos ( 8T )} UFF/100 ml apartir de las
ecuaciones de regresion lineal simple en agua de mar de la bahia de Todos
Santos, B.C., para febrero de 2000.
ESTACION PROMEDIO DE CT PROMEDIO DE BT* PROMEDIO DE CF PROMEDIO DE BT+

1 40 67 <2 2

2 9850 34 549 1045 22 993

3 920 2 491 49 258

4 407 972 114 891

5 11 15 11 29

* Ecuacion de regresion lineal simple y = 1.1542x — 0.0243

donde v = logigde la concentracion promedio de bacteriéfagos

x = log1p de 1a concentracidn promedio de coliformes totales

*x Ecuacién de regresion lineai simple y = 1.4667x — 0.0665

donde v = logipde la concentracion promedio de hacteridfagos

x = logw de la concentracion promedio de coliformes fecales
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APENDICE C

Tabla C-1 .- Limites diarios y mensuales de bacteriéfagos UFF/100 ml para aguas de uso

recreativo apartir de las ecuaciones de regresion lineal simple.

INDICADOR LIMITE DIARIOMO0 ML LIMITE MENSUAL/00 ML
Coliformes tclales 10,000 20 % de las muestras > 1,000
Bacteriéfagos* 39129 | e
Coliformes fecales 400 200 (GML )™
Bacteriofagos** 5,620 2,034 ({ G.M. )™+

¢ Ecuacion de regresion lineal simple y = 1.1542x — 0.0243
donde vy = logs de fa concentracién promedio de bacteriéfagos

x = fogio de la concentracion promedio de coliformes totales

= Ecuacion de regresion lineal simple v = 1.4667x — 0.0665
donde vy = logede la concentracidon premedio de bacteridfagos

x = logio de la concentracion promedio de coliformes fecales




