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Resumen

El uso recreativo en aguas costeras está asociado a beneficios significativos para la

salud y el bienestar humano. En términos económicos, es un componente importante

para el turismo en muchos países del mundo. Asociados a este uso se encuentran

amenazas  y  riesgos  para  la  salud  humana,  que  en  algunos  casos  se  ven

incrementados  por  consecuencia  de  presiones  de  algunas  actividades  antrópicas,

como sucede con la presencia de patógenos fecales. Para poder minimizar los riesgos

de éstos es necesario determinar medidas de control efectivas, siendo el monitoreo y

las  normas  de  calidad  las  herramientas  básicas  utilizadas  por  las  instituciones

gubernamentales para poder clasificar a las aguas en seguras o inseguras para su

uso.  Para  esto,  generalmente se utiliza  un sistema de indicadores que asocian la

presencia del organismo con los riesgos para la salud. En Uruguay se utiliza como

indicador a los Coliformes fecales para evaluar la calidad microbiológica en playas

(incluyendo playas continentales, estuarinas y marinas), a pesar de que gran parte de

la  comunidad científica,  incluida la  OMS, consideran que no es  el  indicador  ideal,

debido a que resisten menos tiempo que los patógenos fecales en ambientes salinos.

Por  el  contrario,  recomiendan  a  los  Enterococos  en  su  lugar.  En  este  trabajo,  se

analizó la supervivencia de ambos indicadores en un experimento en el laboratorio,

con el fin de comprender que indicador se presenta como mejor proxy para determinar

contaminación  fecal  en  nuestras  playas.  También  se  realizó  una  aproximación  en

campo,   muestreando   10  sitios  a  lo  largo  de  la  costa  de  los  departamentos  de

Montevideo, Canelones y Maldonado. Los resultados del experimento expresaron una

relación  lineal  significativa  entre  ambos  indicadores  y  la  salinidad,  donde  los

Coliformes fecales disminuyeron la supervivencia consistentemente y los Enterococos

tuvieron  un  comportamiento  mas  conservador.  Para  los  datos  del  muestreo,  los

resultados arrojaron que la salinidad se relacionó significativamente con la abundancia

de los Coliformes fecales y no tuvo efecto significativo en el comportamiento de los

Enterococos. Esta resistencia de los Enterococos a los ambientes salinos, les puede

otorgar cierta ventaja frente a los Coliformes fecales como indicador de contaminación

fecal,  ya  que  son  mas  estables  y  perduran  mas  en  el  tiempo.  Igualmente  es

recomendable  realizar  mas investigaciones que aporten principalmente información

sobre la correlación de las bacterias indicadoras con otras variables ambientales, en la

correlación con los patógenos humanos y la realización de estudios epidemiológicos

con  el  fin  de  obtener  mas  información  para  poder  elegir  el  indicador  que  mejor

prevenga los riesgos a la salud humana.



1. Introducción

1.1. Aguas costeras y continentales como ambientes recreativos

El uso recreativo de los ambientes acuáticos está asociado a beneficios significativos

para la salud y el bienestar y es un componente importante para el turismo en muchos

países en todo el  mundo (Bartram & Rees,  2000).  La relación de las propiedades

terapéuticas con el sol y el mar se remontan desde mediados del siglo XVIII. Hoy en

día estos sitios reciben a millones de turistas en todo el mundo. Este interés por la

playa como un espacio de recreación ha generado un proceso de turismo en masa

que se dio comienzo a mediados del siglo XX (Zielinski & Diaz, 2014). En la actualidad

este tipo de turismo se lo denomina “sol y playa”, y se posiciona como la categoría

mas popular y demandada dentro del sector turístico a nivel mundial (Bujosa et al.,

2015).

En Uruguay, en el año 2016 el turismo representó un 7,3% del Producto Bruto Interno

(PBI)  de  la  economía  del  país  (Mintur,  2017),  posicionándose  como  una  de  las

principales actividades económicas, donde el estilo de “sol y playa” se posiciona como

uno de los mas demandados, motivando la llegada de muchos turistas entre los meses

de noviembre y marzo (Achkar et al., 2017).

Las actividades recreativas en el ambiente acuático se manifiesta tanto en su uso de

contacto directo que conlleva un mayor grado de exposición al agua y probabilidad de

ingestión (Pike et al, 1990) (e.g. natación, surf, windsurf, canotaje, buceo) o uso de

contacto indirecto que no implican riesgos significativos de ingesta (Pike et al, 1990)

como  la  pesca,  caminata,  observación  de  aves  y  demás  deportes  y  actividades

playeras. Estas actividades pueden tener implicaciones para la salud de las personas

(Bartram & Rees, 2000), donde algunas de ellas se presentan en peligro físico (e.g.

escombros),  térmico,  exposición  a  radiación,  contaminación,  cianobacterias  y

organismos acuáticos peligrosos (WHO, 2003) y llevan asociados distintos tipos de

riesgos como puede ser la adquisición de una enfermedad, estando el grado de la

misma relacionado a su vez tanto con la  calidad del  agua como con el  grado de

contacto con ella (Pike et al, 1990; González et al., 2003).



1.2. Contaminación microbiológica de las aguas recreativas

Las  actividades  antrópicas  trae  aparejado  un  aumento  en  las  presiones  sobre  el

estado de la calidad de los ambientes acuáticos (Lalli & Parsons, 1997; Bianchi, 2007)

a través de impactos producidos, que varían dependiendo de la asociación entre el

uso de la tierra, la ubicación de los vertederos y la calidad y cantidad de los efluentes

(Kurucz et al., 1998).

Las  aguas  recreativas  pueden  estar  expuestas  a  la  contaminación  por

microorganismos  de  origen  fecal  (e.g.  estreptococos,  estafilococos,  Salmonella,

Shigella,  Vibrio,  virus de la  hepatitis)  que provienen de distintas  fuentes como las

aguas  residuales  domésticas  (Cortés-Lara,  2003;  Campos-Pinilla  et  al.,  2008),  la

población que utiliza el agua recreativa (de la defecación y / o el desprendimiento), los

procesos industriales y de los animales (WHO, 2003).  Esto puede generar un alto

riesgo para la  salud debido a que potencialmente todas las enfermedades que se

transmiten  mediante  estos  organismos  pueden  contraerse  nadando  en  aguas

contaminadas  (Cabelli,  1983),  esto  incluye  enfermedades  como  la  gastroenteritis,

infecciones respiratorias agudas (mas grave que la gastroenteritis) e infecciones en el

oído (Gonzalez et al., 2003; WHO, 2003).

Las distintas especies y la cantidad de microorganismos en estos ambientes

dependerán de los estados portadores en las poblaciones humanas y animales que

contribuyen y a la estación del año; por lo tanto, van a variar según la región y época

(WHO, 2003). Esta contaminación es generalizada y común en muchos países (WHO,

2003),  debido a causas como el  tratamiento ineficaz de las aguas residuales y  el

aumento de descargas de éstas resultado del crecimiento demográfico (WWAP, 2017),

afectando a un gran número de usuarios de aguas recreativas,  la  mayoría de los

cuales presentan síntomas gastroentéricos leves (WHO, 2003).

1.3. Indicadores de contaminación microbiológica

El monitoreo y las normas de calidad son las herramientas básicas utilizadas por las

instituciones  gubernamentales  para  poder  clasificar  a  las  aguas  en  seguras  o

inseguras para su uso, para esto, generalmente se utiliza un sistema de indicadores

que asocian la presencia del organismo con los riesgos para la salud (Cabelli, 1983;

WHO,2003).  Los indicadores microbiológicos de la  calidad del  agua recreativa son

bacterias entéricas cuyas densidades en el agua pueden estar relacionadas a riesgos

potenciales para la salud a través del uso recreativo (Cabelli, 1983). Estos organismos

indicadores  no  son  los  patógenos  en  sí  mismo,  salvo  algunas  excepciones  (e.g.



Escherichia coli). Pertenecen a la flora bacteriana normal del intestino de mamíferos

(Segar, 2012) y resultan ser una medida directa del grado de contaminación fecal del

agua  y  una  medida  indirecta  de  la  concentración  de  organismos  patógenos

(Wiedenmann,  2007).  La  proporción  entre  los  organismos  índice  y  los  patógenos

puede ser variable en el agua (Wiedenmann et al., 2006; Wiedenmann, 2007) ya que

se inactivan a diferentes velocidades (Segar, 2012) dependiendo de las condiciones

fisicoquímicas (Sinton et al., 2002), afectando la relación entre los indicadores y los

efectos sobre la salud (WHO, 2003; Segar, 2012).

El primer indicador utilizado fue el del grupo Coliformes (Dufour & Schaub, 2007), que

está compuesto por cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae: Escherichia,

Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter (Cabelli, 1983). Debido a que algunos de sus

miembros son conocidos por ser ubicuos, que en ciertas condiciones se multiplican

tanto en agua dulce como en agua salada (Hanes & Fragala, 1967) y las especies del

género  Citrobacter y  Enterobacter no son específicas de las heces (Cabelli,  1983),

este indicador fue descartado para muchas aplicaciones y fue siendo sustituido por un

grupo  de  organismos  dentro  de  los  Coliformes  llamado  Coliformes  fecales,

caracterizados por ser de origen fecal que incluye solo algunos tipos de  Klebsiella

termotolerantes  así  como  E.  coli  (Cabelli,  1983;  Dufour  &  Schaub,  2007).

Posteriormente  se  descubrió  que  sólo  E.  coli se  encuentra  consistentemente  y

exclusivamente  en  las  heces  (Dufour,  1977),  ya  que  las  especies  de  Klebsiella

termotolerantes pueden derivar de otras fuentes, generando críticas al respecto sobre

este indicador (U.S.EPA, 1986). Las bacterias del género Enterococcus (Enterococos)

están asociadas al tracto gastrointestinal del hombre (Leclerc et al., 1996; Díaz et al.,

2010)  y  empezaron a tomar fuerza como indicador  en función de que su tasa de

mortalidad era menos afectada por la concentración de agua de mar que la de los

Coliformes  fecales,  plantéandose  que  éstos  podían  ser  el  mejor  indicador  de

contaminación  entérica  en  este  tipo  de  aguas  (Hanes  1967),  confirmándose

posteriormente que son los que mejor se correlacionan con los resultados de salud

para aguas marinas (Dufour, 1984; Pruss, 1998).

La Organización Mundial de la Salud (OMS) indica que para que una bacteria entérica

sea utilizada como indicador debería disponer de información adecuada con la que

derivar  valores  de  referencia  (e.g. investigaciones  epidemiológicas);  ser

suficientemente estable en muestras de agua para obtener resultados significativos de

los análisis; disponer de un método estándar de análisis; ser de bajo costo para la

prueba; no demandar alta exigencia para su análisis; y requerir de un equipo básico

que esté fácilmente disponible. En base a estos requerimientos la OMS ha concluido



de que los Enterococos son el indicador ideal ya que es el único grupo de bacterias

que cumple con todos los requisitos (WHO, 2003).

Diferentes estudios han realizado comparaciones entre las tasas de enfermedades

gastrointestinales y los usuarios recreativos de aguas saladas y dulces con un nivel

conocido de organismos índices fecales, y se comprobó que los usuarios de las aguas

saladas sufren una tasa de enfermedad de dos a cinco veces más que los de agua

dulce (WHO, 2003). Esta diferencia es posible que se deba a la muerte más rápida de

los organismos índices con respecto a los organismos patógenos (especialmente los

virus) en el agua salada con respecto al agua dulce, esto significa que cuando la

densidad de organismos índices son iguales en ambos ambientes, la cantidad de

organismos patógenos (por ende el riesgo de enfermedades) sería mayor en el agua

salada (WHO, 2003), impulsando a autoridades de distintos países/regiones a que

desarrollen normativas diferentes entre ambos ambientes como sucede con la US EPA

(United States  Environmental  Protection  Agency)  desde 1983  o  la  EEA (European

Environmental Agency) desde el 2006 (WHO, 2009).

Para proteger la salud de los usuarios en aguas recreativas frente a las amenazas

y poder minimizar los riesgos de éstas, Uruguay cuenta con un marco regulatorio que

se basa en una norma nacional que deriva estándares con el objetivo de clasificar a

las aguas recreativas en seguras o no seguras, utilizando como indicador al grupo de

Coliformes fecales tanto para aguas continentales y costeras (Decreto N.º 253/79).

La hipótesis  que se propone plantea que la  salinidad influye en mayor grado a la

supervivencia de los Coliformes fecales que de los Enterococos,  haciendo de este

último  un  indicador  más  estable  de  contaminación  fecal  para  aguas  costeras  en

nuestro país.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Analizar  el  efecto  de  la  salinidad  sobre  la  abundancia  de  Coliformes  fecales  y

Enterococos.

2.2. Objetivos específicos

2.2.1. Poner a punto la técnica de cuantificación de Enterococos en el laboratorio de

bioensayos del Centro Universitario Regional del Este (CURE) en Maldonado.

2.2.3. Evaluar experimentalmente en laboratorio el efecto de la salinidad en ambos

grupos de bacterias.

2.2.2.  Analizar la abundancia de las bacterias indicadoras de contaminación fecal en

el gradiente salino de la costa del Río de la Plata.

3. Metodología

3.1 Análisis de muestra y cuantificación en laboratorio

Para todas las  etapas de cuantificación de bacterias  indicadoras  obtenidas de las

muestras de campo y  experimental  se utilizó la técnica de filtrado por membrana

basada en el método 5053UY (Coliformes) (DINAMA, 2009b) y 5058UY (Enterococos)

(DINAMA,  2009a),  descripto  por  el  Departamento  de  Laboratorio  Ambiental  de  la

DINAMA.

Para el cultivo de Coliformes fecales, los filtros de membranas fueron transferidos a

placas  de  petri  que  contienen  medio  de  cultivo  m-FC  Agar  (Acumedia)  y  fueron

incubadas por 24 hs a 44,5 °C (incubadora Daihan Scientific). Por otra parte, para el

análisis de Enterococos los filtros fueron transferidos a placas de petri que contienen el



medio de cultivo M-Enterococcus Agar Base (Himedia) y se incubó a 37,5 °C por 48

hs. La cuantificación se realiza mediante la generación de Unidades Formadoras de

Colonias (ufc) en 100 mL de agua filtrada.

El  material  de vidrio  y  las placas estériles que se emplearon en la  realización del

medio de cultivo y en el ensayo de laboratorio esterilizado. Las placas de petri fueron

esterilizadas mediante autoclave antes de ser desechadas. Los embudos de filtración

fueron esterilizados previo su utilización.  Antes de iniciar  cada trabajo se limpió la

mesada con alcohol y la cámara de flujo laminar cuando se la utilizó.

3.2. Puesta a punto de la cuantificación de Enterococos

Para poner a punto la técnica de filtración por membrana para cuantificar Enterococos,

se analizó agua de una fuente contaminada.  Se recolectó 200 mL de agua de la

cañada  urbana  “Salada”  cercana  al  predio  del  CURE  (ver  figura  1),  y  se  llevó  al

laboratorio para su análisis.

FFigura 1. Localización del punto de muestreo (círculo rojo) en la cañada urbana.

Cuantificación de Enterococos:

Una vez en el laboratorio se prepararon cuatro placas de petri de 47 mm de diámetro

con aproximadamente 3 mL de solución de medio de cultivo M-Enterococcus Agar



Base (Himedia) en cada una. Para esto se mezcló 0,48 g del medio de cultivo en 12

mL de agua Milli-Q en un matraz de erlenmeyer, procediendo a calentar el contenido

en el  microondas para  ayudar  a  la  disolución.  Una  vez preparada la  solución,  se

colocaron las placas de petri dentro de la cámara de flujo laminar y se le agregaron

aproximadamente 3 mL de la solución a cada una de las placas,  dejando reposar

aproximadamente 20 minutos para que el  medio de cultivo se solidificara. Estando

éste ya solidificado se procedió a filtrar la muestra de agua, para esto se utilizó un

portafiltros triple (marca HA) conectado a una bomba de vacío, donde se esterilizaron

los tubos de filtración flambéandolos con alcohol. A continuación se colocó a cada tubo

un filtro de nitrocelulosa cuadriculado estéril de 0,45 μm ± 0,02 μm de diámetro de

poro y 47 mm de diámetro y se humedecieron con agua peptonada (DINAMA, 2009

(b)). Posteriormente se realizó la filtración de dos volúmenes diferentes de muestra de

agua:  0,1  y  1  mL.  Para  realizar  un  control  negativo  se  filtraron  10  mL de  agua

peptonada, mientras que para el control positivo se filtró 10 mL de agua peptonada con

cepas de Streptococcus. Una vez filtradas las muestras se colocó un filtro en cada una

de las placas de petri con el medio de cultivo preparadas anteriormente y se las dejó

incubando a 35°C por 48 horas. Finalizado este tiempo se realizó el recuento de las

colonias con tonalidades color rosado y rojo oscuro (Technical Data, Himedia).  Las

mediciones  de  las  bacterias  indicadoras  se informan en  Unidades  Formadoras  de

Colonias (ufc).

3.3 Efecto  de  la  salinidad  en  la  cuantificación  de  Coliformes  fecales  y

Enterococos

Mediante  experimento  se  buscó  observar  el  comportamiento  (persistencia   o

sobrevida) de los dos grupos de bacterias en agua con distintos niveles de salinidad

en una escala temporal de 24 h y 48 h. Para esto, se prepararon 4 réplicas de 500 mL

para cada salinidad  con  una  concentración nominal  de  0,5;  10;  20;  30  y  40 PSU

utilizando sal marina (Sera Marin©) en un recipiente de 2 litros de agua destilada en

agitador horizontal durante una noche. Una vez preparadas todas las soluciones se

procedió a esterilizarlas mediante autoclavado.

La  fuente  de  bacterias  indicadoras  provino  de  una  muestra  de  efluente  de

saneamiento obtenido de la cooperativa de vivienda Mevir (Comisión Honoraria Pro

Erradicación de la Vivienda Rural Insalubre) situada en el departamento de Lavalleja

(cordialmente obtenida por Lic. Matías Pereiro). El volumen a inocular en cada réplica

se calculó para que la concentración de Coliformes fecales fuera aproximadamente

200  ufc/100  mL . Para  ello,  se  inoculó  800  µL de  muestra  en  cada  réplica  y  la



concentración inicial (T0) de ambas bacterias en 100 mL, se obtuvo filtrando 160 µl de

muestra de efluente. 

Inmediatamente después de haber introducido la muestra de efluente en cada réplica,

se procedió a conocer la concentración real de la salinidad.  Con un conductímetro

(Thermo Scientific  Orion Star  A325) se midió la  salinidad en todas las réplicas.  El

experimento  se  realizó  en  forma  estática  a  temperatura  ambiente  (20  grados)  y

fotoperíodo natural. A las 24 h (T24) se filtró dos veces 100 mL de cada réplica para la

cuantificación  de  Coliformes  fecales  y  Enterococos,  con  el  método  descrito

anteriormente. A las siguientes 24 h (T48) se repitió el procedimiento. 

3.4.  Análisis de bacterias indicadoras de contaminación fecal  en el  gradiente

salino de la costa del Río de la Plata.

3.4.1. Área de estudio del muestreo

El Río de la Plata está ubicado en la costa este de Sudamérica, entre los 34°00’-

36°10’ S y los 55°00’-58°10’ W. Está influenciado por interacciones dinámicas entre

sus componentes dulceacuícolas y  marinos,  generando de esta  forma condiciones

ambientales (salinidad, profundidad, turbidez, biota acuática) muy variables (Laborde,

1998; Dinama, 2016).

Tiene aproximadamente 250 km de largo y cubre un área de alrededor de 38.800 km².

Se extiende por la costa uruguaya desde Colonia hasta Punta del Este (Maldonado).

Está  directamente  asociado  al  turismo,  ya  que  todos  los  departamentos  costeros

dedican un gran porcentaje de su actividad enfocada a éste (Trimble et al.,  2010),

donde el turismo de sol y playa motiva la llegada de muchos turistas a la costa entre

los  meses  de  noviembre  y  marzo  (Achkar  et  al.,  2017),  llegando  a  duplicar  su

población en estos meses, con la entrada aproximada de 1,5 millones de personas

(Mintur, 2017).



Figura  2. a) Cuenca  hidrográfica  del  Río  de  la  Plata  que  abarca  3.200.000  km²  pertenecientes  a

Argentina, Bolivia, Brasil, Uruguay y Paraguay. Los ríos Paraná y Uruguay vierten sus aguas al Río de la

Plata, el que desemboca finalmente en el Océano Atlántico.  b) Límite externo del Río de la Plata, en el

rectángulo rojo se indica el área del muestreo realizado. c) Localización de los puntos de muestreo en el

área de estudio.

3.4.2. Muestreo

El evento de muestreo se realizó en el mes de Febrero. Se recogieron muestras de

diez sitios  (tabla 1). Para cada punto de muestreo se tomaron tres réplicas con una

distancia  de aproximadamente 15 metros  entre ellas.  Los  sitios  se  distribuyeron a

través  de  la  costa  de los  departamentos  de Montevideo,  Canelones  y  Maldonado

coincidiendo  la  mayoría  de  los  puntos  con  lugares  de  muestreo  utilizado  por  las

intendencia de los respectivos departamentos en el marco del convenio de la Red de

Monitoreo Costero (DINAMA, 2016). Se realizaron un total de 10 eventos de muestreo

b

c

b

c

a



en el transcurso de un viaje. Los sitios de muestreo se eligieron para establecer una

representación espacial de las características del agua en la costa, con tres de los

sitios (Ramírez, Malvín y Playa de los Ingleses) distribuidos a lo largo de la costa de

Montevideo, dos ubicados en la costa de Canelones (Solymar y Atlántida Mansa) y

tres en la costa de Maldonado, una  ubicada en Piriápolis (La Rinconada) y las dos

restantes en la parada 23 de la Mansa y parada 30 de la Brava en Punta del Este.

También se recogieron muestras del  Arroyo Carrasco y el  Arroyo Tropa Vieja para

obtener  datos  de  sitios  con  salinidad  baja,  de  estos  dos  puntos  es  probable  que

solamente el arroyo Carrasco represente un lugar de baño para las personas ya que

se correspondía en la desembocadura ubicada sobre la playa. Todos estos sitios se

presentan en la  tabla 1 y se puede observar su distribución espacial  en la  fig.  2 ,

resaltando  que  el  Arroyo  Carrasco  se  ubica  tanto  dentro  del  departamento  de

Montevideo  como  el  de  Canelones  por  representar  el  límite  físico  entre  ambos

departamentos. Cabe resaltar que el muestreo se hizo en época seca, sin registro de

precipitaciones en por lo menos los 10 días precedentes. 

Las  muestras  de  agua  fueron  de  aproximadamente  500  mL para  el  análisis  de

bacterias  (Coliformes  fecales  y  Enterococos).  Dichas  muestras  se  recolectaron  en

bolsas pre-esterilizadas Whirl-Pak (Nasco) a una profundidad de aproximadamente 30

cm de la superficie y una distancia de la costa donde el agua llegaba cerca de la

cintura  (DINAMA,  2016).  In  situ se  midieron en el  agua:  oxigeno disuelto  y  % de

saturación  usando  un  oxímetro  (Oxiguard),  temperatura  del  agua,  conductividad  y

salinidad usando un multiparámetro (Thermo Scientific Orion Star A325). Las bolsas se

colocaron en una conservadora con hielo,  se transportaron hasta el  laboratorio del

CURE  Maldonado,  donde  se  procesaron  dentro  de  las  6  h  de  recolectadas  las

muestras.

Tabla 1. Sitios donde se extrajeron las muestras.

Montevideo Canelones Maldonado

Ramírez Arroyo Carrasco
(desembocadura) 

La Rinconada (Piriápolis) 

Malvín Solymar Parada 23 Mansa 
(P. del Este) 

Ingleses Atlántida (Mansa) Parada 30 Brava 
(P. del Este) 

Arroyo Carrasco 
(desembocadura) 

Arroyo Tropa Vieja 

3.5. Análisis de datos

Todos los resultados obtenidos del relevamiento de los datos de campo así como del

laboratorio fueron compilados y analizados estadísticamente. 



Se realizó el coeficiente de correlación de Pearson entre los grupos de bacterias y la

salinidad.

Para los datos del experimento en el laboratorio, se utilizó un Análisis de Covarianza

(ANCOVA) para probar el efecto de la salinidad y el tiempo de exposición sobre las

concentraciones de bacterias en el agua. 

Con los datos del muestreo se analizó la relación entre las bacterias indicadoras y la

salinidad mediante una regresión lineal simple.

En ambos modelos estadísticos la normalidad y la homocedasticidad de los residuos

se evaluaron utilizando gráficos QQ normales y gráficos residuales. 

Los  cálculos  estadísticos  se  realizaron  utilizando  el  software  R  Version  3.4.4.  La

significancia se fijó en p < 0,05.

4. Resultados

4.1.  Puesta  a  punto  de  la  técnica  de  cuantificación  de  Enterococos  en  el

laboratorio del CURE

La concentración ambiental de la cañada urbana “La Salada” utilizada para la puesta a

punto presentó una concentración muy elevada de Enterococos. Al filtrar 100 mL se

generó  un  un  tapiz  de  bacterias,  por  lo  tanto  se  procedió  a  filtrar  0,1  y  1  mL,

obteniendo rangos cuantificables por este método (ver Fig. 3).

Fig. 3. Resultados de la puesta a punto: a) 0,1 mL; b) 1 mL; c) control positivo; d) control negativo.

4.2 Análisis descriptivos de los datos

4.2.1 Experimento laboratorio

El resultado del T0 para Coliformes fecales fue de 195 ufc/100 mL y para Enterococos

de 47 ufc/100 mL. Los valores de salinidad nominal para cada nivel resultaron de 0,5;

9,7; 20,3; 29,3 y 38,4 PSU. 



La totalidad de los resultados obtenidos de la cuantificación de ambas bacterias de

todas las réplicas en T24 y T48 se pueden visualizar en la Tabla 2.

En la fig. 4. podemos observar el comportamiento de la abundancia de los Coliformes

fecales y Enterococos en las distintas concentraciones de salinidad en T24  y T48.  En

ésta se aprecia un descenso en la abundancia de los Coliformes mientras aumenta la

salinidad y el tiempo. Con respecto a los Enterococos, se aprecia un incremento en la

abundancia de los Enterococos por mientras la salinidad y el tiempo aumentan. 

Tabla 2. Medias ± SE obtenidos en la cuantificación de Coliformes y Enterococos en  T24 y T48

T24 T48

Salinidad pH Coliformes
fecales  (ufc/100
mL)

Enterococo
s  (ufc/100
mL)

Coliformes
fecales  (ufc/100
mL)

Enterococos
(ufc/100 mL)

0,5 7,7 148 ± 5,7 40 ± 2,1 112 ± 11,2 39 ± 1,2

10 7,4 138 ± 10,5 35 ± 3,5 86 ± 1,5 39 ± 5,3

20 7,7 94 ± 5,1 51 ± 1,3 77 ± 1,5 52 ± 2,6

30 7,9 99 ± 8,5 55 ± 6,9 61 ± 13,5 56 ± 4,6

40 7,9 82 ± 9,7 49 ± 3,5 68 ± 6,3 53 ± 1,7



Fig. 4. Valor nominal del T0 y medias ± SE de la concentración de los Coliformes fecales y Enterococos a

través del gradiente salino en T24 y T48.

4.2.3 Datos del muestreo

Los valores de las medias de los parámetros físicos-químicos obtenidos de los sitios

donde se dividió el área de estudio están representados en la tabla 3. En la fig.  5

podemos  observar  la  variación  de  los  valores  de las  bacterias  indicadoras  en  los

puntos de muestreo tomados de las playas. Nótese que no figura el arroyo Tropa Vieja

ya que la  toma de la  muestra fue realizada lejos de la  playa y en un lugar  poco

probable para el uso recreativo.

 



Tabla 3. Parámetros físico-químicos de las playas analizadas

Playa Salinidad
(PSU)

Conductividad
(mS/cm)

Temperatura
( C )

Oxigeno
disuelto (mg/L)

Saturación (%)

Ramirez 27,6 ± 0,3 43,8 ± 0,1 25,9 ± 0,1 5,2 ± 2,1 112 ± 0

Malvín 29 ± 0 44,7 ± 0,1 25,5 ± 0,1 8,1 ± 0 99 ± 1,1

Ingleses 29,4 ± 0,4 44,9 ± 0 26,2 ± 0 6,7 ± 0,1 84 ± 1,7

A. Carrasco 3,3 ± 0,4 5,9 ± 0,7 28,7 ± 0 10,7 ± 0,2 139 ± 3,4

Solymar 29,8 ± 0 45,8 ± 0 25,4 ± 0 8,6 ± 0,1 106 ± 0,5

A. Tropa Vieja 12,2 ± 0 20 ± 0,1 29,5 ± 0 8,1 ± 0 108 ± 0

Atlántida 30,9 ± 0,1 47,4 ± 0,1 25,8 ± 0 8,5 ± 0 105 ± 0,5

Piriápolis 31,7 ± 0 49,1 ± 0,3 21,4 ± 0 5,2 ± 0 59 ± 0

Mansa 31,8 ± 0,6 49 ± 0 20 ± 0 5,8 ± 0,1 64 ± 0,5

Brava 32,5 ± 0 50,1 ± 0 18,8 ± 0 9,3 ± 0 101 ± 0,5

Para ambos indicadores se puede apreciar que los valores mas altos se encuentran en

las  playas  ubicadas  en  Montevideo  (incluido  el  arroyo  Carrasco),  donde  la  playa

Ramírez duplica y triplica el valor de la media del resto con 2973 ± 782 ufc/100mL y

3106 ± 1791 ufc/100mL para Coliformes y Enterococos respectivamente, y donde los

valores de las medias de las restantes se ubican en un rango aproximado de 500 y

1000 ufc/100mL para Coliformes y de 500 y 1500 ufc/100mL para Enterococos. A su

vez la media de la concentración de Coliformes fecales en la playa Ramírez excedió el

estándar de muestra individual de 2000 ufc/100mL  que indica el Decreto 253/79. Las

concentraciones de las media para todas las otras playas estuvieron muy por debajo

del estándar. 

Los valores de las medias de las restantes playas ubicadas en los departamentos de

Canelones y Maldonado disminuyen considerablemente en ambos indicadores, donde

los valores máximos rondan los 200 ufc/100mL.



Figura 5.  Abundancia de Coliformes fecales y Enterococos  (media  ± SE)  en playas muestreadas en

Febrero 2018. 

La variación de la concentración de las bacterias indicadoras a través del gradiente

salino está representada gráficamente en la  Fig. 6.  En ésta podemos observar dos

comportamientos distintos entre ambas, donde por un lado en los sitios con salinidad

baja (A. Carrasco y A. Tropa Vieja) encontramos diferencias significativas ya que los

valores de Coliformes superan a los de Enterococos siendo 905 ± 135 ufc/ 100 mL y

480 ± 468 ufc/100 mL respectivamente en el arroyo Carrasco con un valor de salinidad

media de 3,3 PSU y 1753 ± 608 ufc/100mL y 500 ± 20 ufc/100mL en el arroyo Tropa

Vieja con media de salinidad de 12,2 PSU, y por otro, en los sitios con valores de

salinidad mas altos (exceptuando en la playa Malvín que con una media de salinidad

de 29 PSU, los valores de Enterococos superan significativamente a los de Coliformes

en 1540 ± 210 ufc/100mL a 480 ± 425 ufc/100mL) se ve reflejado una disminución de

los  valores  de  Coliformes  hasta  llegar  a  niveles  donde  a  priori  no  se  encuentran

grandes diferencias entre ambos indicadores. Las medias de los valores registrados

en el muestreo realizado de ambos indicadores se presentan en la Tabla 4.

La  abundancia  de  Coliformes  fecales  en  los  sitios  de  salinidad  mas  baja  fue

aproximadamente de el doble y el triple que el de los Enterococos (A. Carrasco 905

ufc/100mL a 480 ufc/mL y A. Tropa Vieja 1753 ufc/100mL a 500 ufc/100mL).



Figura 6. Abundancia de Coliformes fecales y Enterococos  (media ± SE) en playas ordenadas de forma

ascendente de izquierda a derecha por su  salinidad.

Tabla 4. Valores de la media de las bacterias en cada playa (ufc/mL). 

Playas Coliformes (media, se) Enterococos (media, se)

Ramírez 2973 ± 451 3106 ± 1034

Malvín 480 ± 245 1540 ± 121

Ingleses 850 ± 340 1057 ± 51

Arroyo Carrasco 905 ± 78 480 ± 270

Solymar 46 ± 11 62 ± 7,5

Arroyo Tropa Vieja 1753 ± 351 500 ± 11,5

Atlántida 130 ± 52,5 75 ± 8

Piriapolis 83 ± 40 25 ± 5

Mansa 17 ± 1,3 185 ± 105

Brava 96 ± 22,5 204 ± 64

4.3 Análisis inferenciales

4.3.1 Experimento laboratorio

La correlación entre la salinidad y los Coliformes fecales fue de  r = -0,66 y con los

Enterococos de  r  = 0,59. Se usó ANCOVA para determinar si las pendientes de las

ecuaciones  de  regresión  entre  las  variables  explicativas  salinidad  y  tiempo fueron

estadísticamente diferentes. El F-test del ANCOVA dividió la varianza de las variables

de salinidad y de tiempo sin interacción (modelo simple) y la varianza de las variables



con interacción (modelo complejo). Los valores de F para el modelo complejo fueron

mayores  que  0,05  para  los  datos  ajustados  de  Coliformes  fecales  como  de

Enterococos.  Por lo tanto, las pendientes de la interacción entre las dos variables no

fueron significativamente diferentes entre si,  existiendo una pendiente en común y

estadísticamente significativa. Por este motivo se eligió el modelo simple para ajustar

el modelo lineal para ambos grupos de bacterias.

El t-test indicó que para los Coliformes fecales el valor del intercepto para los valores

de T0 y T24 no fue significativamente diferente entre sí, pero para los datos de T0 y

T48 si lo fue. Para los Enterococos los valores del intercepto tanto en T24 como en

T48 no fueron significativamente diferentes de T0 (Tabla 5).

Tabla  5.  Resultados  del  ANCOVA para  los  valores  de  Coliformes  fecales  (CF)  y  Enterococos  (EN)

ajustados por las variables salinidad y tiempo. (En negrita valores p < 0,05).

F-Test a

Variables CF p-value Modelo

Salinidad 6,17-8 Simple 

Tiempo 3,15-5 Simple

Salinidad:Tiempo 0,78 Complejo

Variables EN p-value Modelo

Salinidad 7,35-5 Simple 

Tiempo 0,48 Simple

Salinidad:Tiempo 0,74 Complejo

T-test b

Variables CF p-value

Salinidad 2,79-16

Tiempo0 2-16

Tiempo24 0,204

Tiempo48 0,008

Variables EN

Salinidad 4,25-5

Tiempo0 1,04-6

Tiempo24 0,27

Tiempo48 0,38

AF-test de ANCOVA que compara las regresiones para el modelo simple y el modelo complejo.
bResultados del t-test para el modelo elegido.

Las  estadísticas  de  regresión  que  describen  el  comportamiento  de  las  bacterias

muestran que la pendiente de la concentración de Coliformes fecales fue de -0,01 y

para los Enterococos fue de 0,42. Por lo tanto, la tasa de cambio en la concentración



de bacterias basado en la concentración de salinidad fue mayor para los Enterococos

que para los Coliformes fecales, que a su vez  experimentaron un crecimiento en su

abundancia contra una disminución en la abundancia de la población de los Coliformes

fecales. Los valores de R2 fueron 0,67 para los datos de Coliformes fecales y 0,37 para

los datos de Enterococos, lo que indica que este modelo explicó un porcentaje mayor

de la variación de los Coliformes fecales que de los Enterococos. El intercepto Y en

T48 fue significativo para la regresión de los datos de Coliformes fecales, mientras

tanto los interceptos T24 y T48 no afectaron significativamente a la regresión de los

Enterococos. La intersección Y para los datos de Coliformes fecales fue 5,27, mientras

la intersección Y para los datos de Enterococos fue 47,00.

4.3.2 Muestreo

La correlación entre la salinidad y los Coliformes fecales fue de  r = -0,35 y con los

Enterococos de  r  = -0,003. La regresión lineal simple mostró que la abundancia de

Coliformes fecales  estaba relacionado directa  e  inversamente  con la  salinidad,  sin

embargo,  la  abundancia de los Enterococos no mostró relación con dicha variable

(Tabla 6). Los valores de R2 fueron 0,30 para los datos de Coliformes fecales y 0,05

para los datos de Enterococos, lo que indica que este modelo explicó un porcentaje

mayor de la variación de los Coliformes fecales que de los Enterococos. 

Tabla 6. Relaciones de la abundancia de Coliformes Fecales (ACF) y abundancia de Enterococos (AEN)

con la salinidad (S). (En negrita valores p < 0,05).

Bacteria Ecuación p

Coliformes fecales ACF = -0,10 S + 8,04 0,001

Enterococos AEN = -0,03 S + 6,58 0,20

4. Discusión

El  presente  estudio  reveló  información  sobre  la  influencia  de  la  salinidad  en  la

supervivencia de los Coliformes fecales y Enterococos a través de la investigación

mediante un experimento en el laboratorio y un procedimiento de muestreo en campo.

Dado que en Uruguay desde que surgió en el año 1979 el Decreto n°253/79 se sigue

utilizando el  mismo grupo de indicadores  para determinar  la  calidad de las  aguas

recreativas,  específicamente,  éste  trabajo  proporciona  información  útil  para  una

posible re-evaluación del grupo de indicadores a utilizar.



El  análisis  de  ANCOVA  de  los  recuentos  de  Coliformes  fecales  y  Enterococos

obtenidos  en  el  experimento  de  laboratorio  reveló  relaciones lineales  entre  ambas

bacterias y  la  salinidad,  a medida que aumentaba la  salinidad,  se observó que la

abundancia  de Coliformes fecales  disminuía  consistentemente  y  la  abundancia  de

Enterococos aumentaba. Las relaciones entre las bacterias y la salinidad se revelaron

como mas fuertes para Coliformes fecales (R2 = 0,67) que para Enterococos (R2 =

0,37). 

La regresión lineal simple realizada con los datos del muestreo reveló relación lineal

significativa entre los Coliformes fecales y la salinidad únicamente,  ya que con los

datos  de  recuento  de  Enterococos  no  resultó  significativa.  La  relación  entre  los

Coliformes fecales y la salinidad fue claramente mas fuerte (R2 = 0,30) que con los

Enterococos  (R2 =  0,05).  El  modelo  ajustado  con  los  datos  del  laboratorio  logró

resultados  mas  robustos,  esto  es  lógico  ya  que  en  el  muestreo  existieron  más

variables  que  podrían  tener  influencia  directa  sobre  las  concentraciones  de  las

variables. 

La relación lineal positiva de los Enterococos obtenida en el experimento coincide con

el hecho de que éstas son bacterias halotolerantes, esto quiere decir,  que pueden

crecer en un medio con hasta 65 psu de concentración de NaCl (Wilson, 2009). Sin

embargo,   pueden ser otros los factores que influyen en la muerte de los Enterococos,

como la radiación solar, que puede resultar ser una amenaza en la supervivencia de

éstos (Kay et al., 2005; Chenier et al., 2012; Hassard et al., 2017). 

A su vez, el efecto significativo de la salinidad afectando la sobrevida de los Coliformes

fecales obtenido en este trabajo, coincide con otros estudios realizados (McLaughlin et

al., 2007 ; González et al., 2012).

Las asociaciones lineales entre las bacterias y la salinidad fueron respaldadas a través

del análisis de correlación de Pearson. La correlación entre los Coliformes fecales y la

salinidad en el experimento de laboratorio fue de r = -0,66 y para el muestreo fue de r

=  -0,35,  confirmando  la  presencia  de  una  asociación clara en  el  experimento  del

laboratorio  y  una  débil  con  los  datos  del  muestreo.  La  correlación  entre  los

Enterococos y la salinidad en el experimento del laboratorio fue de r = 0,59 y para el

muestreo fue de r = -0,003, revelando una asociación moderada en el experimento y

una asociación muy débil en el muestreo. La correlación negativa de los Coliformes

fecales  y  la  salinidad  está  plasmado  en  varios  trabajos  publicados  (Evanson  &

Ambrose, 2006;  Aragonés et al.,  2016; Vergaray et al.,  2007; Cheung et al.,  2015;

Rozen & Balkin, 2001; Gómez et al.,  2008; Mallin et al.,  2000; Ortega et al.,  2009;

Mignani et al., 2013).

Se observó diferencias temporales en las poblaciones entre los Coliformes fecales y

Enterococos. El ANCOVA reveló que a las 48 hs hubo un cambio significativo en la



concentración de los Coliformes fecales con respecto al tiempo inicial, en cambio los

Enterococos no mostraron cambios significativos en su concentración ni en las 24 ni

48 hs. Esto indica de que el efecto de la salinidad se incrementa con el tiempo en la

sobrevida de los Coliformes fecales, en cambio para los Enterococos éste factor no

parece incidir significativamente. 

El  hecho  de  que  los  Coliformes  fecales  disminuyan  de  forma  significativa  su

abundancia en presencia de salinidad, hace que no se lo tome como un indicador

robusto para ambientes estuarinos o marinos, ya que la ausencia de éstos puede no

representar un ambiente sin contaminación fecal. La resistencia y el crecimiento de los

Enterococos responde a que son bacterias que toleran en cierta medida el rango de

salinidad que se puede encontrar en los ambientes recreativos en nuestra costa. Esta

característica no representa de forma directa el grado de contaminación, pero resulta

tener  un  grado  de  confiabilidad  mayor,  ya  que  su  presencia  indica  que  existe

contaminación  fecal  y  disminuye  la  probabilidad  de  falsos  negativos.  Además

resultaron ser mas estables durante el tiempo, representando ser una ventaja en el

caso de una evaluación cualitativa del agua. Sin embargo, éstos también suelen ser

afectados por otras variables ambientales, como la radiación solar  (Kay et al., 2005;

Chenier et al., 2012; Hassard et al., 2017). 

Una de las pautas fundamentales que la OMS recomienda al momento de elegir un

indicador para medir la calidad de las aguas recreativas es que se disponga de un

método estándar de análisis,  de bajo costo y sin altas exigencias para su análisis

(OMS,  2003).  En este  caso  la  técnica  de  filtración  por  membrana  se destaca  por

cumplir todos esos requerimientos y a su vez se obtienen resultados en menor tiempo

que la otra técnica comúnmente usada Número Mas Probable (NMP) (Paéz, 2008).

Sin embargo, ese tiempo de incubación para obtener los resultados depende de la

bacteria que se está analizando y del medio de cultivo que se utiliza, no siendo menor

a 24hs. Debido a la naturaleza de las comunidades bacterianas, este retraso puede

dificultar la toma de decisiones con respecto al cierre de playas o las restricciones de

baño.  Este  hecho  pone  en  duda  el  desempeño  de  la  técnica  de  filtración  por

membrana para utilizar en casos de calificar a una playa de apta o no apta. Estudios

realizados con enfoques moleculares como la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR),

han  demostrado  que  pueden  proporcionar  estimaciones  precisas  para  bacterias

indicadoras y en un tiempo considerablemente menor  (2-3 hs)(Ferreti  et  al.,  2011,

2013). Estas técnicas podrían ayudar en un futuro a solucionar la gestión en playas,

pero también conllevan ciertos requerimientos de logística y costos hoy en día, más

elevados que pueden dificultar el uso común de ésta técnica (Converse et al., 2011).



Este trabajo también relevó información sobre los niveles de contaminación en playas

sobre la costa del Río de la Plata. Los resultados del muestreo (tabla 2) muestran muy

bajas  concentraciones  de  Coliformes  fecales  y  Enterococos  en  las  playas  de

Canelones  y  Maldonado,  y  no  tan  bajas  en  las  de  Montevideo,  pero  igualmente

obteniendo  valores  para  Coliformes  fecales  inferiores  al  valor  establecido  por  el

Decreto 253/79 (2000 ufc/100mL), con la excepción de la playa Ramírez.  Los altos

niveles de Coliformes en la playa Ramírez no es un hecho aislado, sino que recurrente

según datos obtenidos del  programa de monitoreo realizado por  la  intendencia  de

Montevideo.  Esta situación causa un riesgo potencial para quienes usan las playas

con fines recreativos. Cuando las concentraciones de bacterias indicadoras son más

altas que los valores estándar, puede haber contaminación patógena y riesgos para la

salud (Kacar & Omuzbuken, 2017). 

Las altas concentraciones de Coliformes y Enterococos encontradas en la costa de

Montevideo están posiblemente relacionadas a un sistema de saneamiento deficiente,

que es fuente permanente de contaminación del estuario por desechos orgánicos y

aguas  residuales  domésticas.  Montevideo  cuenta  con  un  sistema de  saneamiento

unitario parcial, donde el drenaje de aguas pluviales y el de viviendas corren por el

mismo  conducto.  Esto  trae  como  resultado  el  desbordamiento  del  alcantarillado

provocado por la lluvia, que drena por vertederos directamente sin tratamiento hacia

las playas (IM, 2016a). A su vez, el 18% (aproximadamente 240.000 habitantes) de la

población no está conectada al saneamiento (Paez et al., 2015), y esto se transforma

en  un  problema,  ya  que  una  gran  parte  de  ese  porcentaje  deposita  sus  aguas

residuales en arroyos y cañadas que desembocan en la  costa,  donde usualmente

tienen altos valores de Coliformes fecales (IM, 2016b).

5. Conclusión

Los resultados de este estudio confirman una relación entre los grupos indicadores de

Coliformes fecales y Enterococos con la variable salinidad. El análisis de regresión y

los  coeficientes  de  correlación  de  Pearson  indican  que  los  Coliformes  fecales  y

Enterococos no varían de manera similar tanto en el ensayo experimental como en el

estudio de campo, esto quiere decir que la salinidad afecta de distinta forma en la

supervivencia de éstas. Los valores mas bajos de R2  en los Enterococos revelan que

este  grupo  bacteriano  fue  explicado  en  menor  medida  por  la  salinidad  que  los

Coliformes fecales.  La fuerte asociación negativa de los Coliformes fecales  con la

salinidad  confirma  el  efecto  negativo  de  dicha  variable  en  la  supervivencia  del

indicador.  Este hecho coincide con varios otros análisis en otras partes del mundo,



siendo  esta  mortalidad  uno  de  los  fundamentos  más  importantes  para  que  éste

indicador no sea recomendado para utilizarlo en aguas costeras estuarinas y marinas. 

La presencia de una relación lineal y positiva entre los Enterococos y la salinidad en el

experimento  fue evidente.  Estos  resultados muestran que  los  Enterococos  son un

indicador mas conservador y confiable que los Coliformes fecales en concentraciones

de  salinidad  altas,  donde  su  abundancia  demostró  ser  mas estable  en el  tiempo,

mientras que la de Coliformes fecales demostró mayor sensibilidad. 

Como  resultado,  este  estudio  sugiere  que  los  Coliformes  fecales,  debido  a  las

limitaciones de supervivencia demostradas en ambientes salinos y la sensibilidad a las

altas  concentraciones  de  sal,  no  sería  el  indicador  ideal  para  la  evaluación

bacteriológica  de  las  aguas  recreativas  costeras  en  nuestro  país,  pudiendo  los

Enterococos ser una adición valiosa a los criterios de calidad del agua marina debido a

la resistencia al gradiente de salinidad. Su capacidad comprobada para sobrevivir en

ambientes salinos puede otorgarle el estatus de indicador de contaminación fecal ideal

en éstas condiciones. Por ello, sería conveniente recomendar esta herramienta a los

organismos controladores (Intendencias y DINAMA) en las playas estuarinas del Río

de la Plata y la costa Oceánica.

Sería oportuno realizar mas investigaciones que aporten principalmente información

sobre la correlación de las bacterias indicadoras con otras variables ambientales, en la

correlación con los patógenos humanos y la realización de estudios epidemiológicos

con  el  fin  de  obtener  mas  información  para  poder  elegir  el  indicador  que  mejor

prevenga los riesgos a la salud humana.
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