Tecnologia en Marcha, Diciembre 2019. ‘
Vol 32 Especial. Laboratorio Nacional de Aguas M 37

Analisis de la calidad bacteriologica
de dos playas tropicales: relacion de
indicadores de contaminacion fecal
entre el agua de mar y las arenas
Analysis of microbiological quality of two tropical

beaches: relationship of fecal contamination
indicators between seawater and sands

Andrei Badilla-Aguilar', Darner A. Mora-Alvarado?

Badilla-Aguilar, A; Mora-Alvarado, D. Analisis de la calidad
bacteriolégica de dos playas tropicales: relacién de indicado-
res de contaminacion fecal entre el agua de mary las are-
nas. Tecnologia en Marcha. Diciembre 2019. Vol 32 Especial.
Laboratorio Nacional de Aguas. Pag 37-45.

d.’ https://doi.org/10.18845/tm.v32i10.4879

1 Laboratorio Nacional de Aguas, Unidad de Investigacion en Agua, Ambiente y
Salud. Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados. Costa Rica. Correo

@@@ electrénico: abadilla@aya.go.cr.
2 Director del Laboratorio Nacional de Aguas. Instituto Costarricense de Acueductos

y Alcantarillados. Costa Rica. Correo electrénico: dmora@aya.go.cr.




‘ Tecnologia en Marcha, Diciembre 2019.
38 M Vol 32 Especial. Laboratorio Nacional de Aguas

Palabras clave

Coliformes fecales; Escherichia coli; Enterococcus spp.; correlacion; reservorio; contaminacion
fecal.

Resumen

Las poblaciones microbianas en las arenas de playas, pueden estar asociadas a riesgos para
la salud de los bafiistas. El objetivo de este trabajo fue describir los niveles de indicadores de
contaminacion fecal entre las arenas y el agua de mar de dos playas del pacifico de Costa
Rica y determinar la relacion entre dichas matrices. Se utiliz la técnica de Fermentacion en
Tubos Multiples (NMP) para la deteccion de coliformes fecales, E. coliy Enterococcus spp. Se
calcularon los coeficientes de correlacion de Spearman entre el agua de mar y las arenas de
cada playa. Lo resultados mostraron niveles mas altos de Enterococcus spp. en la arena seca,
con respecto al agua de mar y la arena humeda. Se evidenciaron correlaciones positivas de
microorganismos indicadores entre las arenas y el agua de mar en Playa Jaco. El analisis de
los resultados sugiere que la contaminacion de las aguas de mar se ve altamente influenciada
por las poblaciones microbianas establecidas en las arenas. Sin embargo, son necesarios mas
estudios para conocer el comportamiento de las poblaciones microbianas en arenas de playas
y su relacion con la contaminacion del agua de mar.
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Abstract

Microbial populations in beach sands, may be associated with health risks on beachgoers.
The aim of this study was to d the levels of fecal contamination between sand and water of
two beaches of the pacific coast of Costa Rica, in addition to determining the relationship
between these two matrices. Fecal coliforms, E. coli and Enterococcus spp. were analyzed by
the technique of Multiple Tubes Fermentation (MPN) Higher levels of Enterococcus spp. were
found in the dry sands than in wet sand and sea waters. Results showed positive correlations
of indicators organisms between sand and seawater in Jaco beach. Analysis of the results
suggests that contamination of the seawater is highly influenced by the microbial populations in
the sands. However, more data and studies are needed to understand the behavior of microbial
populations in beach sands and its relation to the pollution of seawater.

Introduccién

Los mares poseen una dinamica que condiciona y dirige los desechos de los cuerpos de
agua hacia las costas, lo que hace a las playas lugares muy vulnerables a ser degradados
e inutilizados como espacio vital de recreacion [1]. La contaminacion llega a las playas a
través de fuentes de contaminacion puntuales (desembocaduras, por ejemplo) o fuentes de
contaminacion no puntuales (escorrentia, por ejemplo) o difusas [2].

Por lo tanto, las aguas de mar son muy susceptibles a la contaminacion biolégica de tipo fecal,
la cual puede incrementar el riesgo a la salud asociado a actividades de contacto primario,
como el bafio recreativo o la natacion [3]. Se estima que mas de 120 millones de casos de
afecciones gastrointestinales y méas de 50 millones de personas con enfermedades respiratorias
son causadas por nadar o bafiarse en aguas costeras contaminadas con aguas residuales
contaminadas [4]
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Existe basta evidencia cientifica que indica que las arenas de las playas cumplen un papel de
reservorio natural de bacterias de origen fecal y bacterias patégenas [5, 6]. Se sugiere que la
exposicion directa a las arenas, en actividades como cavar o enterrarse en la arena, puede ser
un factor de riesgo en el contagio de enfermedades infecciosas, particularmente en nifios y
personas inmunosuprimidas [7, 8].

Los coliformes fecales, que incluyen a Escherichia coli, y el género Enterococcus spp., son
grupos de bacterias indicadoras de contaminacion fecal, las cuales se utilizan en gran medida
para estimar el riesgo a la salud derivado de entrar en contacto con aguas [2]. Han sido
utilizadas tradicionalmente por sus similitudes metabdlicas con respecto a bacterias patdégenas
para los humanos, tanto en aguas para consumo humano como en aguas recreativas [9].

La comunidad de Jaco, en el cantdn de Garabito, se caracteriza por un desordenado y alto
desarrollo turistico y urbanistico, el cual ha repercutido en alcanzar altos niveles de indicadores
de contaminacion fecal en sus playas. El problema se ha acrecentado debido a la descarga
desregulada de aguas negras en los cuerpos de agua cercanos a la playa [10]. El objetivo de
este trabajo fue describir los niveles de contaminacion en una playa con fuentes puntuales de
contaminacion (Playa Jacd) y una playa sin fuentes puntuales de contaminacion (Playa Blanca).
Ademaés, ademas se evalud la relacion entre la contaminacion con coliformes fecales del agua
de mar y las arenas en dichas playas.

Materiales y métodos

Descripcion de los sitios de estudio

Se eligieron dos playas del pacifico costarricense ubicadas a 70 km de San José (Costa
Rica): Playa Jaco y Playa Blanca (Punta Leona). Playa Jaco se ubica en una comunidad que
posee una alta densidad de negocios relacionados al turismo, y que cuenta con un ineficiente
tratamiento de las aguas residuales debido a la falta de un alcantarillado sanitario. Ademas,
recibe las aguas de 3 rios que desembocan en el mar. Por el contrario, Playa Blanca (Punta
Leona) no posee la influencia de ninguna desembocadura de manera constante, ademas se
encuentra en un complejo turistico privado con una densidad poblacional significativamente
menor en comparacion con Jaco.

Muestreo

Se establecieron cuatro puntos de muestreo de agua de mar distribuidos a lo largo de Playa Jaco:
JAC1 (9°35’53.3"N y 84°37’16.9"W), JAC2 (9°36'18.0"N y 84°37°28.5"W), JAC3 (9°36'37.25"N
y 84°37°37.58"W) y JAC4 (9°37'6.73"N y 84°38'11.86"W). En Playa Blanca, se establecieron
tres puntos de muestreo a lo largo de Playa Blanca (Punta Leona): PB1 (9°42’06.0"N vy
84°40'05.9"W), PB2 (9°42'10.3"N y 84°40'04.5"W) y PB3 (9°42’17.1"N y 84°40'04.9"W). Los
muestreos se realizaron con frecuencia bisemanal, durante 15 semanas comprendidas entre
febrero y junio del 2016.

Las muestras de agua de mar se recolectaron siguiendo la metodologia descrita en la edicion
23 del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [11]. Seguidamente, se
colocaron en hielo y se trasladaron al laboratorio en condiciones de oscuridad a una temperatura
entre 1y 4 °C para su posterior analisis. Las muestras se procesaron en un tiempo menor a 8 h.

Se siguid el procedimiento reportado por Pinto y colaboradores [12] para la recoleccion de
muestras de arenas de playa con una modificacion en la cantidad de arena muestreada, la cual
fue de 100 g. La arena seca se recolectd en areas no inundadas, cerca de la linea de marea
alta, aproximadamente 25 m tierra adentro. Las muestras de arena humeda se recolectaron en
una zona intermedia entre la arena seca y el agua de mar. Las muestras se colocaron en hielo
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y se trasladaron en condiciones de oscuridad, a una temperatura entre 1-4 °C y se procesaron
en un tiempo menor a 8 h.

Analisis microbiol6gicos

Para el caso del agua de mar, el analisis de coliformes fecales, E. coli y enterococos fecales
se realizd por medio de la técnica de Numero Mas Probable (NMP) con series de 5 tubos y
siguiendo las instrucciones descritas en la edicion 23 del Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater [11].

El andlisis de arenas se llevd a cabo de la siguiente manera: 10 g de arena se agitaron en 90
mL de agua destilada estéril por 2 min. Seguidamente, se procedié a sedimentar la mezcla por
1 min. EI NMP de coliformes fecales, Escherichia coliy enterococos fecales se calculé utilizando
el sobrenadante de la mezcla, por medio de la técnica de Numero Mas Probable (NMP) con
series de 5 tubos y siguiendo las instrucciones descritas en la edicion 23 del Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater [11].

Andlisis estadistico

Las concentraciones de microorganismos (NMP) obtenidas en las determinaciones realizadas
con las arenas fueron estandarizadas a 100 g para hacer posible una evaluacion de la relacion
entre las muestras de arena y las muestras de agua de mar. Para o anterior, se asumio una
densidad especifica para el agua de 1 g/mL. Las concentraciones de microorganismos se
transformaron a una escala de log10.

Se analizé la normalidad los datos obtenidos en las determinaciones de coliformes fecales,
E. coliy enterococos fecales en el agua de mar, arena humeda y arena seca de Playa Blanca
(n=90) y Playa Jac6 (n=120), por medio de la prueba estadistica de Anderson-Darling. Se
determinaron los coeficientes de correlacion de Spearman de las concentraciones de coliformes
fecales, E. coliy enterococos fecales entre el agua de mar, la arena humeda y la arena seca.
Todas las pruebas se realizaron utilizando un nivel de confianza del 95% (a=0,05). Los analisis
se realizaron mediante el software estadistico R [13].

Resultados y discusion

La investigacion se llevd a cabo entre febrero y junio del 2016, se realizaron 30 muestreos en
el agua de mar, la arena humeda y la arena seca de Playa Blanca y Playa Jacd, con el fin de
analizar las concentraciones de coliformes fecales, E. coliy enterococos fecales.

De manera general, en la figura 1 se puede observar que los niveles de contaminacion por
coliformes fecales en la arena seca de Playa Blanca, fueron mayores a los encontrados en la
arena humeda y el agua de mar aledana. En la arena seca, se alcanzaron valores maximos
de hasta 11010,0 NMP por cada 100 g analizados. Resultados similares se obtuvieron con
las concentraciones de E. coli para esta playa (ver figura 2). Por otra parte, en Playa Jaco se
observé que las concentraciones de coliformes fecales fueron ligeramente mas altas en la
arena humeda que en las otras matrices analizadas (ver figura 1). Los valores de E. coli se
mantuvieron en niveles muy bajos en ambas playas. Sin embargo, en Playa Blanca se observd
una concentracion mayor en la arena seca (figura 2). En dicha matriz, se detectaron valores de
E. coli de hasta 11010,0 NMP/100 g.
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Figura 1. Promedios geométricos de los niveles de coliformes fecales en el agua de mar, la arena humeda y la

arena seca en dos playas del pacifico costarricense
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Figura 2. Promedios geométricos de los niveles de E. coli en el agua de mar, la arena himeda y la arena seca en
dos playas del pacifico costarricense.

Los resultados anteriores concuerdan con lo expuesto por Skérczewski y colaboradores [14],
quienes encontraron concentraciones mas altas de coliformes fecales en las arenas secas, en
comparacion con el agua de mar y las arenas humedas, con valores maximos de hasta 2883
UFC/100 m2. Phillips y colaboradores [15] indican que las zonas humedas de las playas estan
expuestas a la fuerza de las mareas, las cuales pueden remover los reservorios de las arenas
donde se albergan los microorganismos. Ademas, en los ambientes mas humedos, aumentan
las probabilidades de sobrevivencia de organismos como los protozoarios, 10s cuales tienen
la capacidad de depredar bacterias, y por consiguiente disminuir las concentraciones en las

arenas humedas [16].
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Sin embargo, en Playa Jacé no se observé que las concentraciones de coliformes fecales y E.
colifueran mayores en la arena seca, las concentraciones mas altas se obtuvieron en las arenas
humedas. Whitman y colaboradores [6] explican que las arenas humedas son propensas a
variaciones en sus niveles de humedad por factores como la localizacién de la playa, el tamafio
de particula y la profundidad de la capa fredtica. Por lo que se deduce que estos factores
pudieron influir en el momento del muestreo y por ende en las concentraciones determinadas.

Cabe destacar que se obtuvieron resultados de contaminacion mas elevados en el agua de mar
de Playa Jac6 que en el agua de mar de Playa Blanca. Lo anterior se puede ver explicado por el
hecho de que Playa Jaco posee la influencia continua de fuentes puntuales de contaminacion,
las principales son los rios: Copey, Naranjal y Madrigal.

Por otro lado, las concentraciones de enterococos fecales determinadas en ambas playas se
resumen en la siguiente figura:
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Figura 3. Promedios geométricos de los niveles de enterococos fecales en el agua de mar, la arena himeda y la
arena seca en dos playas del pacifico costarricense.

En ambas playas, se determinaron concentraciones mas elevadas de enterococos fecales en
las arenas secas, en comparacion con las demas matrices (ver figura 3). Se obtuvieron valores
de hasta 11010,0 NMP/100 g tanto en Playa Blanca como en Playa Jaco. Diversos autores [17,
5, 18] han reportado resultados concordantes con lo encontrado en esta investigacion, donde
las concentraciones mas altas de bacterias del género Enterococcus spp. se encontraron en la
arena seca de las playas. Ha sido ampliamente reportado que los Enterococcus spp. son mas
tolerantes al estrés ambiental que los coliformes fecales y que E. coli, ya que se caracterizan por
ser mas resistentes a factores como: temperatura, radiacion solar, pH y salinidad [19, 18, 16].

Analisis de correlacion

Se llevaron a cabo analisis de coeficiente de Spearman con el fin de determinar una posible
relacion entre los niveles de contaminacion por indicadores fecales presentes en el agua de mar
y en las arenas de las playas. Los resultados de dichos andlisis se muestran en los cuadros 1
y 2.
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Cuadro 2. Resumen de los analisis de correlaciones entre los niveles de contaminacion del agua de mar vy las
arenas de Playa Jaco, Puntarenas, Costa Rica.

Indicador fecal Correlacion Rho Valor p
Coliformes fecales Agua de mar con arena humeda 0,250 0,017*
Agua de mar con arena seca 0,486 0,000*

Escherichia coli Agua de mar con arena humeda 0,123 0,249
Agua de mar con arena seca 0,351 0,001*

Enterococos fecales Agua de mar con arena humeda 0,108 0,309
Agua de mar con arena seca 0,410 0,000*

Microorganismo Correlacion Rho Valor p
Coliformes fecales Agua de mar con arena humeda 0,409 0,000*
Agua de mar con arena seca 0,341 0,000*

Escherichia coli Agua de mar con arena humeda 0,442 0,000"
Agua de mar con arena seca 0,246 0,007*

Enterococos fecales Agua de mar con arena humeda 0,344 0,000*
Agua de mar con arena seca 0,300 0,001*

En el caso de Playa Blanca (ver cuadro 1), se determinaron correlaciones positivas y significativas
entre las concentraciones de coliformes fecales encontradas en el agua de mar y la arena
humeda de Playa Blanca. Ademas, se encontraron correlaciones positivas y significativas, entre
el agua de mar y la arena seca, con todos los microorganismos analizados. Por otro lado, en
Playa Jacé (ver cuadro 2) se observaron correlaciones positivas y significativas entre el agua de
mar y la arena hiumeda y seca, con los grupos de microorganismos que se evaluaron.

Resultados similares fueron obtenidos por Phillips y colaboradores [15] en playas del sur de la
Florida (USA), donde encontraron correlaciones positivas en los niveles de Enterococcus spp.
entre el agua de mar y las arenas aledafias. Esta relacion puede ser explicada por el hecho de
que la contaminacion de tipo fecal proviene de reservorios de microorganismos que establecen
poblaciones en las arenas, las cuales son arrastradas al mar por los fendbmenos de mareas.
Whitman y colaboradores [6] sefialan que, en la mayoria de los casos, la fuente principal de
los microorganismos en aguas de mar son los reservorios que se encuentran en las arenas. Por
lo tanto, el presente estudio representa uno de los primeros reportes que indican una posible
relacion directa entre la contaminacion del agua de mar y las arenas aledafias en playas
tropicales.

El hecho de que no se hayan obtenido correlaciones fuertes en las concentraciones de
microorganismos indicadores de contaminacion fecal entre la arena seca y el agua de mar
de Playa Jaco, se puede explicar desde un punto de vista geografico. Ya que los puntos de
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muestreo de la arena seca en pocas ocasiones se traslapaban con la linea méaxima de marea,
por lo que las arenas secas, la mayoria de las ocasiones no tenian indicios de haber estado
bajo el agua en algun momento. Este hecho es importante ya que por medio de los resultados
de la prueba de correlacion (ver cuadro 2), se evidencid presuntivamente que el arrastre de
microorganismos hacia el mar, y viceversa, se daba en mayor grado en la arena humeda. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para poder comprobar dicha teoria.

Un fendbmeno contrario se observo en Playa Blanca, ya que la zona entre la linea maxima de
marea baja y el final de la playa poseia una distancia muy corta. Por lo que en mareas altas
(especialmente nocturnas), la linea maxima de marea llegaba hasta el final de la trasplaya,
cubriendo asi en su totalidad la arena seca, lo que presuntivamente conllevd a un arrastre de
microorganismos hacia el agua.

Todos los resultados encontrados en este estudio concuerdan con la evidencia cientifica que
indica que las arenas de playas pueden ser un reservorio importante para bacterias de origen
fecal, e incluso para bacterias y hongos patdégenos para el ser humano [5, 6, 18, 19, 20]. Sin
embargo, no se puede asegurar con certeza que las bacterias encontradas en las arenas
provengan de heces o material fecal directamente, debido a que se ha encontrado que estas
son capaces de sobrevivir en el medio ambiente y establecer poblaciones viables [21].

Conclusiones y recomendaciones

Se determind que las arenas de playas tropicales sin fuentes puntuales de contaminacion
pueden albergar altas concentraciones de microorganismos indicadores de contaminacion
fecal.

Se recomienda evaluar diferentes metodologias para la estandarizacion de una técnica de
extraccion de microorganismos en las arenas de playa.

También es recomendable documentar la mayor cantidad de datos sobre factores ambientales
en las playas a estudiar; temperatura del viento, humedad ambiental, temperatura del agua de
mar, humedad de las arenas, temperatura de las arenas, fendmenos de mareas, precipitaciones,
entre otros.

Es de gran interés para la salub publica, realizar pruebas de deteccion de patégenos humanos
y pruebas con microorganismos indicadores complementarios en las arenas y las aguas de mar,
tales como: colifagos, Bacteroides, bacterias patdégenas y virus entéricos.
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