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Resumen: El presente trabajo tuvo por objeto determinar el periodo de supervivencia en sedimentos marinos de bacterias con riesgo
bioldgico o indicadoras. Se tomaron muestras de sedimento marino intermareal en dos playas de la ciudad de Comodoro Rivadavia,
Argentina; una sometida a contaminacion por efluentes domiciliarios, y otra sin pruebas de contaminacion evidente. Sobre éstos se realizo
una caracterizacion inicial por recuento de bacterias en diferentes medios de cultivo (TSA, VRB, VRBG, TCBS, agar bilis esculina y agar
cetrimide) y por su identificacion. También se realizo un estudio de supervivencia de los microorganismos de interés en microcosmos. Estos
fueron monitoreados por conteo de bacterias y por identificacion de los integrantes de interés. Los principales resultados indicaron que
existe una marcada diferencia en la composicion de la comunidad bacteriana entre ambas muestras. Los géneros bacterianos en la muestra
contaminada fueron Aeromonas, Salmonella, Pseudomonas, Escherichia, Ochrobactum'y Klebsiella, y en la playa no contaminada Bacillus,
Paenibacillus, Micrococcus, Photobacterium 'y Vibrio. El ensayo en microcosmos demostré que, luego de 65 dias, la comunidad bacteriana
de la playa contaminada fue similar a la del sedimento sin contaminacién, indicando que al retirar la fuente de contaminacion, es probable
la recuperacion de la zona afectada.
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Evaluation of life-span of potentially pathogenic bacteria in marine sediments

Abstract: The present study had the purpose of determining the survival period of bacteria which represent a biological risk and are
indicators of contamination. Inter-tide marine sediment samples were taken at two beaches of the Comodoro Rivadavia city in Argentine;
one the beaches was submitted to contamination due to household effluents, and the other without proof of evident contamination. These
samples were initially characterized by bacterial counts in different culture media (TSA, VRB, TCBS, bile esculin agar and cetrimide agar)
and by their identification. A study of the survival of the target bacteria in microcosm was also done, monitored by bacterial counts and
identification of these bacteria. The main results indicated that there was a marked difference in the composition of the bacterial community
between the two samples. In the contaminated sample the bacterial genus were Aeromonas, Salmonella, Pseudomonas, Escherichia,
Ochrobactum and Klebsiella, and in the non-contaminated beach Bacillus, Paenibacillus, Micrococcus, Photobacterium and Vibrio. The
microcosm assay showed that after 65 days the bacterial community of the contaminated beach was similar to that of the non-contaminated
beach sediment, indicating that by withdrawing the contamination source, the affected zone can probably be recovered.
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Introduccion

Elmares considerado como un gran vertedero en donde una
serie de mecanismos fisicos, quimicos y bioldgicos pueden
conseguir la depuracion de los desechos que se arrojan en
¢l. Sin embargo, en la actualidad la autodepuracion del mar
parece no ser efectiva por lo que la contaminacioén ocasiona
un desequilibrio del ambiente marino [1].

Aunque el mar podria representar un entorno poco
favorable para el desarrollo de agentes patdgenos y bacterias
que habitan el intestino humano, resultaun ambiente propicio
para la supervivencia de diversos microorganismos, entre
ellos, las enterobacterias y enterococos [2].

Por otra parte, al ingresar las enterobacterias al ambiente
marino, se ven obligadas a interactuar con la comunidad
bacteriana indigena, un habitat muy diferente del cual
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provienen, especialmente por la agresividad de la salinidad
contenida en el agua de mar [3].

Del ntmero total de especies que componen a una
comunidad bacteriana determinada, con frecuencia una
pequeiia porcion es abundante o dominante (representado
por un gran nimero de individuos, biomasa, productividad,
etc.), y es posible decir que son estas especies las que
con frecuencia caracterizan a dicha comunidad [4]. Es de
esperar que al incorporar enterobacterias al medio, éstas
interactiien generando disturbios en la dindmica normal de
la comunidad original y podremos utilizar dichas especies
para comparar las diferencias que surjan en la comunidad
bacteriana antes, durante y luego de eliminar la fuente de
contaminacion [3,5].

La ciudad de Comodoro Rivadavia, provincia de Chubut,
Argentina, vierte diversos efluentes en el cuerpo de agua
mas cercano, en este caso el mar. El grado de salud ambien-
tal que presenta se puede dividir en dos estados, uno en el
cual el hombre ha ejercido una escasa influencia y un segun-
do estado en donde los disturbios generados por la contami-
nacion resultan evidentes [6]. En la serie de playas que se
enumeran en las costas de la ciudad se puede encontrar los
dos escenarios planteados anteriormente [7,8].

Teniendo en cuenta que se trata de una ciudad cuyas playas
son de uso recreativo para la poblacion, es de interés conocer
el tiempo que resultaria necesario para que la presencia de
bacterias patégenas o potencialmente patdogenas para la
salud humana sean eliminadas del ambiente.

El presente trabajo tiene por objeto determinar el periodo
de supervivencia en sedimentos marinos de bacterias
que impliquen riesgo biologico o bacterias indicadoras
(Enterobacterias, E. coli, Pseudomonas, enterococos)
mediante su estudio en microcosmos.

Materiales y métodos

Toma de muestras: Se seleccionaron dos puntos de
muestreo de los cuales se extrajeron los primeros 10 cm
de sedimento marino intermareal. El primero se encuentra
situado en la Playa del 99 (S99) a 45°52°59,89” de latitud
sur y 67°30°21,97” de longitud oeste en la ciudad de
Comodoro Rivadavia, provincia de Chubut, Argentina, cuya
muestra corresponde con un sedimento marino sometido a
liquidos provenientes de efluentes cloacales. El segundo
punto se encuentra situado en la Playa del Limite (SL) a
45°59°40,09 de latitud sur y 67°35°21,32” de longitud
oeste, a unos 30 km al sur de Comodoro Rivadavia, cuya
muestra corresponde con el sedimento no expuesto a
efluentes cloacales. De cada punto de muestreo se tomaron
tres muestras puntuales de cinco kilogramos con las que se
realizd una muestra compuesta sobre la que se realizaron
las experiencias.

Andalisis microbiologico inicial:

Recuento de bacterias: Se realizd en ambas muestras por
la técnica de recuento en placa. Para bacterias heterdtrofas
se utilizo en agar TSA (Britania®), para bacterias coliformes

fecales agar VRB (Britania®), para bacterias coliformes
totales agar VRBG (Britania®), para Vibrio agar TCBS
(Britania®), para Enterococcus agar bilis esculina, BE,
(Britania®) y para Pseudomonas aeruginosa agar cetrimide
(Britania®). El tiempo de incubacion fue de 24 h a 37 °C.

Identificacion de bacterias: A partir de los recuentos
bacterianos realizados, se aislaron en medio TSA cepas
autoctonas hasta cultivo puro, para su posterior identificacion
por acidos grasos de membrana (FAMEs). La extraccion se
realizé sobre 40 mg de bacterias (peso humedo) crecidas
en la tercera estria en medio TSBA (tripteina 15 g, peptona
de soya 5 g, cloruro de sodio 5 g, agar 15 g, glucosa 2,5 g,
agua destilada 1000 ml, pH 7) cultivadas a 28 °C durante
24 h, efectuando una saponificacion con alcohol metilico-
hidréxido de sodio-agua (150 mL:45 g:150 mL) seguida de
una metilacion con acido clorhidrico 6N y alcohol metilico
(325:275mL)y acontinuacidén una extraccion con n-hexano-
metil térbutil éter (1:1) y lavado con hidréxido de sodio-
agua (10,8 g-900 mL) de acuerdo con el procedimiento del
sistema de identificacion (MIDI Newark, Del., USA). Las
muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su analisis [9].

Los acidos grasos se determinaron como metil ésteres por
cromatografia gaseosa usando una columna capilar Ultra 2
de 25 m de longitud, 0,2 mm de diametro. El analisis se
llevo a cabo con un cromatdgrafo HP 6890 series II GC
(inyeccion splitless; presion inicial 10 psi; programa de
temperatura: 170-288 °C a 28 °C min’', 288-310 °C a 60
°C min, 1,5 min de permanencia a 310 °C, detector por
ionizacion de llama), la integracion de los picos se efectud
mediante HP 10.01 Chem Station y los acidos grasos fueron
identificados utilizando Sherlock (version 6.0) con el
estandar Agilent “Calibration standards kit for the microbial
identification system”. La composicion en acidos grasos fue
calculada como porcentaje del area de pico [10].

Estudio de supervivencia de bacterias: Se confeccionaron
cuatro microcosmos por triplicado utilizando 100 g de
sedimento para cada uno. Tres correspondieron a la muestra
SL, para lo que se realizé uno como sistema control (SL)
conteniendo sélo el sedimento. Otro al que se le incorpord
al sedimento marino un indculo bacteriano (SLI) y un tercer
sistema en el que se esterilizo el sedimento en autoclave
durante 15 min a una atmoésfera de presion, al que luego
se le incorpor6 un inéculo bacteriano (SLIE). El inéculo
bacteriano utilizado fue preparado a partir de cultivos de
24 h, conformado por cepas representativas de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus sp. y Vibrio
meschnikevii, todas aisladas anteriormente a partir de
la muestra S99. Para ello se realizaron suspensiones
individuales de cada microorganismo en solucion fisiologica
hasta una turbidez correspondiente a 0,5 Mc Farland (108
UFC.mL™"), luego se colocaron 2 mL de cada suspension
bacteriana en un frasco estéril, se homogeneizd y se agrego
a cada uno de los dos sistemas correspondientes. El cuarto
microcosmo se realizd solo con el sedimento de la playa
sometida a los efluentes cloacales (S99). Los sistemas
se incubaron durante 65 dias a 10 °C en oscuridad. El
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seguimiento de los mismos se realizd por conteo en placa
en agar TSA, VRB, VRBG, TCBS, BE y Cetrimide, y por
aislamiento e identificacion de bacterias por FAMEs. Con
los datos de las identificaciones bacterianas se calculo el
indice de diversidad de Shannon con el programa PAST.

Analisis estadistico: Para conocer como fue la variacion de
la comunidad bacteriana en funcion del tiempo, se realizaron
analisis de agrupamiento y componentes principales con los
microorganismos identificados en las muestras estudiadas
a los diferentes tiempos de muestreo. Todos los analisis se
realizaron utilizando el programa PAST.

Resultados

Analisis microbioldgico inicial: El sedimento S99 mostrd
un mayor nimero de microorganismos en todos los medios
de cultivo utilizados con respecto al sedimento SL (Tabla 1).

Tabla 1. Poblacion bacteriana (UFC.gr'.10%) inicial en los sedimentos
intermareales. Comodoro Rivadavia, Argentina.

Sedimento TSA VRB VRBG TCBS BE Cetrimide
SL 13+£0,6 0 0 0 0 0
S99 450+£24,7 6 22+1,5 0 16+1,1 0

SL: Playa del Limite, S99: Playa del 99, TSA: bacterias heterotrofas,
VRB: coliformes fecales, VRBG: coliformes totales, TCBS: Vibrio, BE:
enterococos, Cetrimide: Ps. aeruginosa.

La técnica de acidos grasos permitio identificar en S99 los
géneros bacterianos Aeromonas, Salmonella, Pseudomonas,
Escherichia, Ochrobactrum y Klebsiella, y dentro de
estos las especies Escherichia fergusonii, Ochrobactrum
anthropi 'y Klebsiella pneumoniae. Por otro lado, en SL se
observaron los géneros bacterianos Bacillus, Paenibacillus,
Micrococcus, Photobacterium 'y Vibrio, y dentro de ellos las
especies Photobacterium damselae'y Vibrio alginolyticus.

Estudio de supervivencia de microorganismos: En el

microcosmo SL, el nimero de bacterias heterotrofas se
mantuvo en el orden de 10° UFC.g!' durante todo el estudio,
mientras que el resto de los grupos de microorganismos
estudiados no presentaron desarrollo.

En el sistema S99 se observd una tendencia general a
disminuir el niimero de colonias en todos los medios de
cultivo utilizados (Figura 1.A). Los enterococos y las
bacterias heterdtrofas lo hicieron a una velocidad menor
con respecto a los coliformes totales y fecales. La tasa de
desaparicion de microorganismos en el medio BE fue de un
orden menor con respecto a los otros medios de cultivo.

En el sistema SLI se observod, en los conteos bacterianos,
una tendencia similar a lo mencionado para el microcosmo
S99 (Figura 1.B). En este caso, nuevamente se encontr6 una
mayor resistencia de los enterococos y bacterias totales,
mientras que los otros grupos decaen a una mayor velocidad,
de entre 1 y hasta 3 logaritmos de diferencia, con una rapida
desaparicion de microorganismos en los medios de cultivo
Cetrimide y TCBS. Por otro lado, en el microcosmo SLIE
el numero de microorganismos se mantuvo en el tiempo
(Figura 1.C), con excepcion de Pseudomonas aeruginosa
que decayo rapidamente, no encontrandose registros a partir
del dia 45. En este sistema, a diferencia de los anteriores, el
grupo de los enterococos fue el que mostré una mayor tasa
de muerte.

Se aislaron 129 cepas a partir de los microcosmos
confeccionados con los sedimentos estudiados. Entre
éstas se identificaron 26 géneros bacterianos diferentes y
18 especies. El analisis de agrupamiento realizado con los
datos de los microcosmos SL 'y S99 (Figura 2.A) mostrd que
la comunidad bacteriana presente en el sedimento S99 en el
dia 45 es similar al del sistema SL. El indice de Shannon
calculado en estos sistemas (Figura 2.B), se modifico
durante la experiencia en S99, observandose que en el dia
45 fue similar al indice calculado para SL. Por otro lado, en
el analisis de componentes principales (Figura 3) se observo
como, entre los dias 0y 7, la composicion de la comunidad
bacteriana de S99 estaba representada por grupos patdgenos
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Figura 1. Poblacion bacteriana en los microcosmos. A corresponde al microcosmo S99, B al microcosmo SLI y C al microcosmo SLIE. El

sistema SL no se incluy6 en el grafico ya que no hubo desarrollo en los medios de cultivo utilizados, a excepcion de TSA. VRB: coliformes
fecales, VRBG: coliformes totales, BE: Enterococos, TSA: bacterias heterétrofas, TCBS: Vibrio, Cetrimide: Ps. aeruginosa.
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Figura 2. Andlisis de agrupamiento (A) e Indice de Shannon (B) del
microcosmo S99 a diferentes tiempos comparado con la situacion inicial del
sistema SL en funcion a los microorganismos identificados. Los niimeros
entre paréntesis indican el tiempo de incubacion del microcosmo.

o considerados de riesgo para la salud humana. Hacia el dia
15 los principales grupos cambiaron a géneros intermedios,
y este reemplazo de géneros continudé hasta encontrar,
en el dia 45, una comunidad bacteriana muy similar a la
observada en SL.

127

et al en la Bahia de Santa Marta, Colombia, donde pudieron
establecer la importancia del buen mantenimiento y disefio
de los emisarios submarinos, en funcion de lograr una buena
dilucién de los efluentes domiciliarios vertidos en el cuerpo
de agua [11]. Los sedimentos marinos son mejores para el
mantenimiento de las bacterias entéricas, comparados con
la columna de agua, porque protegen de la luz solar, de
predadores, aumenta la biodisponibilidad de nutrientes y
materia organica y provee de superficies colonizables por
microorganismos [12-15].

En el sistema S99 no se observo desarrollo de los grupos
bacterianos relacionados con Ps. aeruginosa 'y Vibrio. Esto
pudo estar relacionado a lo observado en el sistema SLI, ya
que en ¢éste, estos grupos bacterianos fueron los primeros
en desaparecer. Esto indicaria que en la Playa del 99, tanto
Ps. aeruginosa como Vibrio, pueden ser incorporados por
la contaminacion antrdpica, pero rapidamente pueden ser
eliminados del medio ambiente [16]. La mortalidad de
las bacterias estudiadas fue mayor en el sistema SLI que
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incubacion del microcosmo.
Discusion

Losefluentes cloacales descargados de forma continuay sin
tratamiento en las costas marinas son una fuente permanente
de microorganismos patogenos o potencialmente patdogenos
para la salud humana, volviendo éste un sitio con grandes
posibilidades de ser un importante reservorio de genes de
resistencia a antimicrobianos, los que pueden ejercer una
accion negativa sobre la salud humana al utilizar estas playas
con fines recreativos [2]. Pucci et al encontraron en la Playa
del 99 una poblacion para coliformes totales y coliformes
fecales en el orden de 10° UFC.mL", demostrando que el
vertido de estos efluentes de forma permanente hace que estos
microorganismos se encuentren casi de forma constante [7].
Resultados similares fueron reportados por Ramos-Ortega

Componente 1

Figura 3. Anélisis de componentes principales del microcosmo S99 a diferentes tiempos comparado con la situacion
inicial del sistema SL en funcion a las bacterias identificadas. Los numeros entre paréntesis indican el tiempo de

en S99. Esto se debid a que cuantificamos un nimero
mayor de bacterias en SLI, debido a que el conteo inicial
se ve incrementado por el indculo incorporado. En S99
la poblacion inicial de bacterias totales fue en el orden de
10* UFC.g"!, mientras que en SLI lo fue en el orden de 10°
UFC.g'!. Las tasas de muerte mayores correspondieron
a Pseudomonas, coliformes totales y en tercer lugar a
Vibrio, mientras que los enterococos y coliformes fecales
presentaron una mayor resistencia a la desaparicion,
exhibiendo mayor supervivencia.

Otros estudios, enfocados en variables abidticas (salini-
dad, pH, temperatura, etc.) que deben enfrentar las bacterias
entéricas cuando son expuestas al ambiente marino conclu-
yeron, que una vez liberadas al medio marino, la supervi-
vencia de las mismas en éste depende directamente de su
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habilidad de superar la situacion de estrés a las que se en-
cuentran sometidas, demostrando con E. coli y Salmonella
que la radiacion UV es uno de los factores determinantes en
su desaparicion [3,17,18]. Numerosos géneros bacterianos
han mostrado ser capaces de desarrollar dichas habilidades
en sedimentos estériles, mientras que otras decaen rapi-
damente [19]. Con los resultados obtenidos en el sistema
SLEI, en el cual los factores bidticos han sido suprimidos,
especies como Ps. aeruginosa y V. meschnikevii parecen
no desarrollar dicha capacidad de adaptacion. Este sistema
(SLIE) present6 un escenario diferente a SLI, ya que la des-
aparicion correspondiente a enterococos resultd mayor que
para coliformes fecales y totales. En este sistema, a dife-
rencia de los anteriores, los microorganismos estudiados se
encuentran compitiendo entre si por los recursos pero no
con la comunidad autoctona, con lo que podemos sugerir
que dentro de los géneros relacionados con los efluentes
cloacales, los enterococos poseen mecanismos de defensa
para competir con los microorganismos autoctonos mas efi-
cientes que los coliformes fecales y totales.

Las bacterias entéricas decrecen mas en aguas marinas
naturales que en las estériles, debido a la interaccion con los
procesos bioldgicos naturales [20-22]. Las bacterias marinas
autoctonas pueden utilizar la pared celular de bacterias
entéricas como fuente de carbono [23]. En estudios previos
se demostrd que las bacterias entéricas son eliminadas del
ambiente marino por competencia con los microorganismos
autoctonos por los nutrientes o por la existencia de
microorganismos que los parasitan o lisan [5,23].

La diversidad en S99 se modificé en funcion al tiempo,
demostrando su mayor auge en el recuento del dia
7. Debemos tener en cuenta que consideramos como
contaminacion antropica al agregado de carga bacteriana
a través de un efluente cloacal, por lo que en este caso,
un aumento en la diversidad del ecosistema, nos esta
representando un escenario notablemente desfavorable. La
tendencia, en el tiempo, segin las mediciones del indice de
Shannon en S99, fue disminuir hasta alcanzar una medida
similar al indice calculado para SL, reduciéndose en una
unidad desde su punto mas alto. Esta disminucién de la
biodiversidad estd relacionada con la desaparicion de los
microorganismos aportados por el efluente cloacal [16],
logrando que la misma sea similar a la encontrada en el
sedimento de la playa del limite.

De los estudios realizados, se puede inferir que al
cortar la fuente de contaminacion, las bacterias entéricas
tienden a desaparecer del medio en periodos de tiempo
considerablemente cortos. Las experiencias realizadas
en microcosmos suelen actuar de forma similar pero no
exactamente igual a lo que ocurre en los ecosistemas a gran
escala, ya que la recuperacion es rapida cuando se perturban
areas pequenas [3].
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