CIENCIA 13(3), 292 - 301, 2005
Maracaibo, Venezuela

Indicadores bacterianos de contaminacion fecal
y colifagos en el agua de la Laguna de Sinamaica,
Estado Zulia, Venezuela

Marynés Montiel de Morales*, José Luis Zambrano, Olga Castejon,
Cleomary Oliveros y Ligia Botero de Ledesma

Unidad de Investigaciones en Microbiologia Ambiental. Facultad Experimental de Ciencias.
Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela.

Recibido: 12-01-05 Aceptado: 05-05-05

Resumen

La Laguna de Sinamaica se encuentra localizada en la zona Nor-Occidental del Estado Zu-
lia, Venezuela. Esta habitada por la poblacion de Paraujanos o etnia Afnu, la cual se ha estable-
cido sobre el agua en los “Palafitos” desde la época pre-colonial. La poblacién estimada actual-
mente es de 2800 habitantes, quienes utilizan este cuerpo de agua para la pesca y otras activi-
dades. De acuerdo con los reportes epidemiologicos, la enteritis se encuentra entre una de las
principales causas generales de mortalidad, en los nifios entre 1 y 4 afos que habitan esta
zona. Durante un periodo de 9 meses muestras de agua fueron recolectadas en 10 sitios dife-
rentes de la Laguna de Sinamaica. Indicadores bacterianos de contaminacion fecal tales como
coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF), estreptococos fecales (EF) y enterococos (E) fue-
ron cuantificados por la técnica del nimero mas probable (NMP). Se cuantificé el niamero de
unidades formadoras de placas (UFP) de colifagos (C) como indicadores de contaminacion viral.
El aislamiento e identificacion de bacterias patogenas tales como Salmonella, Shigella 'y otros
géneros de la Familia Enterobacteriaceae fue realizado segun las técnicas descritas en el APHA.
Se encontré un amplio rango de distribucion de los indicadores fecales: CT <3,0x10° NMP 100
mL' - >2,4x10° NMP 100 mL’, CF 2,1x10° NMP 100 mL" - 1,1x10* NMP 100 mL', EF y E
<2,0x10'NMP 100 mL" - 1,1x10°NMP 100 mL"'y C O - 4,3x10* UFP 100 mL". Las enterobacte-
rias mas frecuentemente aisladas fueron Escherichia coli, Klebsiella y Enterobacter, 30,53%,
19,08%y 15,26%, respectivamente. Shigellay Salmonella estuvieron presentes en el 12,97 y el
3,05% del total de las muestras. Basados en la normativa Venezolana, los niveles de CTy CF ex-
cedieron el limite maximo permisible para aguas recreacionales en mas del 50% de las mues-
tras. Se concluye que las aguas de la Laguna de Sinamaica estan contaminadas y representan
un riesgo para la salud publica de sus habitantes.
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* Autor para la correspondencia.
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Faecal bacterial contamination indicator and coliphages
in water from the Sinamaica Lagoon,
Zulia State, Venezuela

Abstract

Sinamaica Lagoon is a large extension of water located northwest of Zulia state, Venezue-
la. The Paraujano population or ethnic Aniu that inhabit this area have been lived on the Lago-
on, in stilted houses over the water “palafitos”, since pre-colonial times. People living there, now
estimated at 2800, use this body of water for fishing, transport, and other activities. According
to available epidemiological data, enteritis is one of the principal causes of mortality in children
from one to four in this zone. Water samples from ten different sites of the lagoon were taken
monthly throughout a nine-month period. Microbiological parameters analyzed included: Most
Probable Number (MPN) of total and faecal coliforms and faecal streptococci and enterococci
(per 100 mL), Plate Forming Unit of coliphage (per 100 mL) and tests for the presence of Salmo-
nella, Shigella and other Enterobacteriaceae. A wide range of distribution of the different faecal
indicators was found: TC <3.0x10° - >2.4x10°, FC 2.1x10° - 1.1x10%, C 0 - 4.3x10°y FSy E
<2.0x10'- 1.1x10". The Enterobacteriaceae most frequently isolated were Escherichia coli, Kleb-
siella and Enterobacter 30.53%, 19.08% and 15.26%, respectively. Shigella and Salmonella
were present in 12.97% and 3.05% of total samples. Total and faecal coliform levels exceeded
the Venezuelan guideline for recreational water, in more than 50% of the samples. We con-
cluded that waters of Sinamaica lagoon are microbiologically polluted and represent a health
risk for its inhabitants.

Key words: Coliphages; indicator; lagoon; water; quality.

Introduccion La calidad de las aguas recreacionales
es evaluada utilizando técnicas que permiten
detectar la contaminacion fecal a través de la
deteccion de los coliformes fecales, Escheri-
chia coli 'y estreptococos fecales (2). Sin em-
bargo, aunque las bacterias coliformes han
sido utilizadas exitosamente con este propo-
sito, estas no han demostrado ser indicado-
res adecuados de contaminacion viral. Por
esta razon se han investigado otros indicado-
res potenciales proponiéndose a los colifagos
como indicadores virales (3). Algunos auto-
res (4, 5) sugieren complementar la evalua-
cién con la identificacion de organismos pa-

En los paises en vias de desarrollo, en
areas con altas densidades poblacionales y
en regiones con escasez de agua, el sanea-
miento es a veces insuficiente y costoso.
Como consecuencia la contaminacion fecal
de las aguas de consumo y recreacionales se
ha incrementando, creando un problema de
salud publica y afectando negativamente el
turismo y la economia de dichos paises (1).
Los cuerpos de agua pueden ser contamina-
dos por aguas de desechos y excretas de per-
sonas enfermas, las cuales presentan gran-
des densidades de organismos patogenos.

. togenos.
También se ha reportado que personas apa-
rentemente saludables actiian como porta- La Laguna de Sinamaica constituye un
doras de estos organismos (2). reservorio de agua salobre ubicado en la
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zona Norte del Estado Zulia, Venezuela. Es
uno de los lugares mas importantes del tu-
rismo regional, tanto por sus atractivos na-
turales como por estar asentada alli la etnia
Anu-Paraujana con cultura, lengua y mani-
festaciones, que aun persisten en el tiempo
(6, 7). Entre los habitantes de la Laguna
existen graves problemas de salud, produ-
ciéndose un alto indice de mortalidad infan-
til. La enteritis se encuentra entre una de las
principales causas generales de mortalidad,
la cual es frecuente en los nifios con edades
comprendidas entre los 1 y 4 anos (6).

Debido a la importancia turistica e his-
torica de esta zona y a la necesidad de cono-
cer la situacion real del proceso de contami-
nacion fecal de las aguas de la Laguna, se
realizo el presente estudio con la finalidad
de evaluar la calidad microbiologica de sus
aguas, investigando la incidencia y distribu-
cion de los coliformes totales, coliformes fe-
cales, estreptococos fecales, enterococos y
colifagos, asi como la presencia de grupos
bacterianos patégenos en este cuerpo de
agua.

Materiales y Métodos

Area de estudio

La Laguna de Sinamaica, situada en la
region Nor-Occidental del Estado Zulia, Ve-
nezuela, Parroquia Sinamaica del Municipio
Paez, entre las coordenadas geograficas
11°00’y 11° 20’ de Latitud Norte y entre los
71°30’y 72° 00’ de Longitud Oeste (Figura 1)
es considerada zona de atraccion turistica
(6, 7). La poblacién de la Laguna asciende a
2800 habitantes, los cuales viven de la pes-
ca, artesania, turismo, agricultura y comer-
cio (6). En la Laguna no existe sistema de
cloacas siendo los desechos, en la mayoria
de los casos, arrojados directamente a sus
aguas. Tampoco existe servicio de agua do-
miciliario, porlo que generalmente se surten
de este elemento a través de pipas o lo toman
directamente de la Laguna (6).

Muestras

Se establecieron diez estaciones de
muestreo a lo largo de la Laguna de Sina-
maica (Figura 1) considerando las caracte-
risticas particulares de las diferentes zonas
(Tabla 1). Noventa (90) muestras de agua
fueron recolectadas durante un periodo de 9
meses realizando muestreos mensuales en
cada una de las estaciones con el fin de eva-
luar la variabilidad temporal de los microor-
ganismos.

Las muestras fueron recolectadas a
una profundidad aproximada de 30 cm de la
superficie, en botellas de vidrio estériles de
500 mL de capacidad, aproximadamente a
la misma hora en cada ocasion y transporta-
das en hielo hasta el laboratorio para su pro-
cesamiento en un periodo no mayor de 6 ho-
ras después de la recoleccion (8).

Analisis microbiolégico

Los coliformes totales (CT), coliformes
fecales (CF), estreptococos fecales (EF) y en-
terococos (E) se cuantificaron de acuerdo a
la técnica del nimero mas probable (NMP),
descrita en el APHA (8).

Las enterobacterias fueron aisladas e
identificadas por técnicas estandares (8).
Como medios de cultivo selectivos se utiliza-
ron agar Mac Conkey, agar Salmonella-Shi-
gellay como medio de enriquecimiento cal-
do Selenito.

Los colifagos (C) especificos para Es-
cherichia coli C (ATCC 15597) fueron enu-
merados por la técnica Standard propuesta
en el APHA (8).

Analisis estadistico

El minimo, maximo y el promedio fue-
ron calculados utilizando el programa Mi-
crosoft Excel. Se realiz6 un analisis de corre-
lacion Pearson o correlacion lineal, utilizan-
do el programa Statistics (9), el cual fue apli-
cado para determinar la posible correlacion
entre los microorganismos estudiados.
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O sitios de muestreo
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Figura1. Sitios de muestreos en la Laguna de Sinamaica.

Tabla 1
Descripcion de las zonas muestreadas en la Laguna de Sinamaica

Estacion Caracteristicas
1 Toma en el rio, zona poco intervenida, solo rio arriba existen pocos
palafitos. Gran arrastre de limo y vegetacion.
2 Entrada del rio a la Laguna, actividades ganaderas en sus
alrededores.
3 Sector poblado, muchos palafitos, casas alrededor.
4 Ubicada frente al parador turistico y a la iglesia, presenta gran
influencia de la Laguna.
5,6,7 Norte de la isla Japon, aguas mas rapidas.
8 Salida del rio Limoén, hacia el lago. Presenta mayor salinidad.
Existe asentamiento poblacional.
9 Final de la Laguna, agua con bastante tiempo de residencia en la
Laguna. Casa en los margenes de la zona.
10 Salida del agua de la Laguna.
Resultados y Discusién de Sinamaica, tomando en cuenta la con-

centracion del indice bacteriano y viral. Los
valores maximos, minimos y promedios de
los indicadores se observan la Tabla 2. Los

Se midi6 el nivel y tipo de contamina-
cion microbiolégica en el agua de la Laguna
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Tabla 2
Valores méaximos, minimos y promedios de los pardmetros microbioldgicos evaluados en diez zonas
de la Laguna de Sinamaica, Maracaibo, Venezuela.

Estacion CT CF SF E C
min 4,0 x10° 4,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10" 0

1 max 1,1 x 10" >2.4 x10" 1,1 x 10" 1,0 x10? 1,0x10°

med 5,7 x10° 3,7 x10° 1,3 x10° 8,1 x10' 3,9x 10
min 2,4x10°7 <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10' 0

2 max 4,3 x10° 1,5 x10* 9,0 x10° 9,0 x10° 2,6 x10°

med 9.4 x10° 3,8x10° 2,2 x10° 1,4 x10° 8,6 x10'

min 4,6 x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10' 1,0 x 10'

3 max 2,4 x10* 9,3x10° 9,3x10° 1,5 x10° 2,2 x10°

med 8,6 x10° 1,9 x10° 1,2 x10° 2.6 x10° 1,2 x10°

min 2,1x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3.0 x10" 2,0 x10"

4 max 1,1 x10* 2,4 x10° 9,3 x10° 9,0 x10' 1,8 x10°

med 4,7 x10° 6,6 x10° 2,0 x10° 8,7 x10' 7,0 x10'

min 9,3 x10° <3,0 x10' <2,0 x10' <2,0 x10" 1,0 x10"

5 max 2,4 x10* 1,1 x10* 1,1x10° 1,1 x10* 1,2 x10°

med 8,5 x10° 1,9 x10° 1,4x10° 1,3 x10° 6,4 x10'
min 9,3x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10' 0

6 max 1,5 x10* 2,4 x10° 2,4 x10° 4,3 x10° 1,1x10°

med 5,9 x10° 7.2 x10° 4.8 x10° 1,9 x10° 3,3x10'
min 2,1x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10" 0

7 max 4,6 x10* 2,4 x10° 4,6 x10° 4,0 x10° 7,0 x10'

med 1,0 x10* 5,1 x10° 6,4 x10° 1,2 x10° 2,7 x10'
min 4,3 x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10' 0

8 max 1,4 x10* 2,4 x10° 2,4 x10° 4,0 x10° 4,0 x10'

med 3,0x10° 6,3 x10° 4.2 x10° 1,3 x10° 1,6 x10'
min 2,1x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10' 0

9 max 4.6 x10* 6,0 x10° 4,6 x10° 4,0 x10° 2,4 x10°

med 7.2 x10° 9,2 x10° 7,0 x10° 1,2 x10° 8,4 x10'
min 2,3x10° <3,0 x10' <3,0 x10' <3,0 x10" 0

10 max 2,4 x10° 2,4 x10° 2,4 x10° 4,3 x10° 2,4 x10°

med 6.3 x10° 8,0 x10° 5,0 x10° 1,4 x10° 9,4 x10'

CT: coliformes totales, CF: coliformes fecales, SF: Estreptococos fecales, E: enterococos, C: colifagos, min: minimo,
max: méximo, med: promedio. Los valores de CT, CF, SF y E estan expresados en Niumero mas Probable por 100 mLy

los C en Unidades Formadoras de Placa por 100 mL.

CT estuvieron presentes en todas las zonas
muestreadas en un rango entre 10° y 10*
NMP 100 mL" excepto en la estacion 10 en
donde el rango estuvo entre 10° y 10°. Los
CF se presentaron en un rango entre
<3,0x10' y >2,4x10". Wyer y col, 1995, re-

portaron valores de CT entre 0-3 x 10°y CF
entre 0 y 4 x 10°en areas recreacionales en
Inglaterra. Combarro y col, 1993, en Rias
de Ares Betanzos en Brasil, reportaron has-
ta4,6x10*CTy4,6x10°CF 100 mL". Falcao
y col, 1993, reportaron valores de CF entre
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25y 719,67 en lagos artificiales. Griffin y
col, 1999 y Montiel, 2004 reportaron valo-
res similares en aguas superficiales en Flo-
rida (2, 10-13).

Los valores de SF y E en 100 mL oscila-
ron entre 10'-10". Valores de SF en 100 mL
han sido reportados en otros cuerpos de
aguas utilizados para la recreacion entre O -
2,4x10°(10); 0 - 820 (14);13 - 206 (2) y valo-
res de hasta 4,6 x 10° en Brasil (11). En el
caso de los enterococos, Budnick y col,
1996, reportaron valores entre 10 - 87 NMP
100 mL"' en aguas dulces (15).

Los valores de colifagos oscilaron entre
0y 2,6x 10°UFP 100 mL" en las diez estacio-
nes muestreadas, encontrandose por deba-
jo de los valores reportados por Rose y col.
(16). Alta variabilidad en la concentracion de
colifagos en aguas superficiales ha sido re-
portada previamente (17, 18).

Espacialmente, la mayor frecuencia de
valores microbiolégicos altos de los diferen-
tes indicadores, se detecto en las estaciones
3, 4, 5y 6 (Figura 2). Estas estaciones son
las que se encuentran ubicadas en el centro
de la Laguna, zona mas poblada de la mis-
ma. Es importante sefnialar que la Laguna de
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35000 -
30000 -

25000 -

20000 -

15000 -+

NMP/100 mL, UFC/100mL

10000 -+

Figura 2.
namaica.

Sinamaica cuenta con el aporte directo, sin
tratamiento previo, de las descargas de
aguas residuales de los habitantes de la
zona. Asi mismo en los alrededores de la La-
guna se realizan actividades de ganaderia y
pastoreo, lo cual explica, en parte, la alta
contaminacion encontrada en la zona. Re-
sultados similares han sido reportados por
otros autores (19, 20) quienes sugieren que
la contaminacion es comun en sectores don-
de se realizan actividades agricolas, debido
ala utilizacion que se le da a la tierra, la cual
va desde usos de rastreo, drenajes, la utili-
zacion de las aguas con fines de recreacion,
hasta la construccion de viviendas en los te-
rrenos adyacentes al cuerpo de agua, todo
esto permite la acumulacion de nutrientes
organicos y la proliferacion de las algas, pro-
duciéndose condiciones favorables para la
supervivencia y mantenimiento de las bac-
terias entéricas (20).

La estacion 10, ubicada en la zona mas
amplia en el Sur de la Laguna, fue la que
presento, en general, los valores mas bajos
de microorganismos, lo cual pudiera estar
relacionado a que en esta estacion la pro-
fundidad es baja y la luz penetra hasta el
fondo (21), pudiendo causar la reduccion de

——CT
—o—CF
—a—SF
—eo—E

—x—C

< = <
° = = =

Tiempo (meses)

Distribucién de la concentracién de coliformes totales y coliformes fecales en la Laguna de Si-
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los microorganismos por el efecto de la luz
solar (22) ya que se ha demostrado que la luz
UV proveniente del sol es el factor principal
en la inactivacion de las bacterias indicado-
ras en las aguas superficiales (23).

Temporalmente, durante toda la época
muestreada fueron detectados tanto los in-
dicadores fecales como los colifagos. A ex-
cepcion de la estacion 10, los valores mas al-
tos de indicadores se encontraron durante
los meses de noviembre a enero (Figura 3),
los cuales corresponden a la época de sequia
en esta zona. La Laguna de Sinamaica se
comporta como un cuerpo de agua de mez-
cla entre el Lago de Maracaibo, el rio Limény
el Gran Eneal, a través del Cano Morita. Du-
rante la época de lluvia existe gran afluencia
de agua dulce proveniente del rio Limén, sin
embargo a medida que se inicia la época de
sequia comienza la entrada del agua prove-
niente del Lago de Maracaibo (21), lo cual
explica el inicio en el incremento de los valo-
res de los indicadores durante el mes de no-
viembre, ya que estudios previos han de-
mostrado un alto indice de contaminacién
en este cuerpo de agua (24). El aumento de
los microorganismos durante la época de se-
quia ha sido reportado por otros autores (25,

26, 27) asociandolo al hecho de que las bac-
terias llegan a través de las corrientes y tam-
bién al posible efecto concentrador.

Se encontr6 correlacion positiva
(r=0,45 a 0,80; p<0,05) entre los CF-CT,
CF-SF y SF-E, esto podria ser indicativo de
que la medicion del grupo de los CF pudiera
representar tanto a los CT, SF y E. Algunos
autores han reportado que no existe correla-
cion entre los SF y E. coli (28), otros reportan
correlacion entre los Ey E. coliy los CFy CT
(13, 29).

No se encontro6 correlacion entre los in-
dicadores bacterianos y los colifagos. La co-
rrelacion entre los indicadores bacterianos y
los colifagos ha sido objeto de discusion entre
los investigadores. Al igual que en este traba-
jo, otros investigadores (13, 18, 30, 31) repor-
taron falta de correlacion entre los colifagos y
los indicadores bacterianos, sin embargo
Morinigo y col. (32) proponen a los colifagos
como indicadores adecuados de bacterias
patogenas ya que encontraron correlacion
entre estos dos grupos. Mas estudios son ne-
cesarios realizar en aguas tropicales, con la
finalidad de poder establecer si existe o no re-
lacion entre estos grupos microbianos.
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Mis del 70% de las muestras
sobrepasan limites establecidos en
Venezuela para CT y CF.

Figura 3.

40-70% de las muestras sobrepasan los
limites establecidos en Venezuela para CT y CF

Distribucién temporal delos indicadores de contaminacién fecal enla Laguna de Sinamaica.
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Se aislaron un total de 10 géneros bac-
terianos entéricos. Los géneros comunmen-
te aislados fueron Escherichia, Klebsiella y
Enterobacter (30,53; 19,08y 15,26% respec-
tivamente) (Figura 4). Resultados similares
han sido reportados por otros autores (26,
33, 34) senalando que en los cuerpos de
agua dulce los géneros mas abundantes son
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citro-
bacter y Aeromonas. Escherichia coliy Kleb-
siella fueron detectadas durante todos los
meses de muestreo en al menos una esta-
cion. En el caso de E. coli, a excepcion del
mes de mayo, se logr6 detectar en al menos
cuatro de las estaciones muestreadas en
cada mes. La alta incidencia de Klebsiella ha
sido relacionada con la contaminacion mi-
crobiologica de las aguas (25). K. pneumo-
niae ha sido reportado como el coliforme
predominante en lagos de agua dulce que
presentan altas temperaturas y es conside-
rado como un indicador de contaminacion
bajo dichas condiciones (8).

Salmonella se detect6 en la estacion 2
durante el mes de enero y en las estaciones
3, 5y 6 en el mes de octubre. Salmonella ha
sido reportada en aguas recreacionales (2).
Algunos autores han demostrado que Sal-
monella también ha sido aislada de heces de
grupos animales como ranas (35). Seria re-
comendable evaluar los serotipos que se en-
cuentran en la Laguna a fin de determinar si
estan asociados a grupos humanos.

Shigella se aisl6 durante todos los
meses de muestreo. La mayor incidencia
temporal fue durante los meses de diciem-
bre, enero, febrero y mayo, donde se logré
detectar en todas las estaciones de mues-
treo a excepcion de la 2 y la 7. La presencia
de Shigella indica contaminacion reciente
por lo que en muchos casos no es posible de-
tectarla en aguas recreacionales (2).

Una alta incidencia de colifagos fue de-
tectada en las muestras analizadas (83,5%)
comparado con los resultados reportados por
otros investigadores (33,8%) en otros cuerpos
de agua (16). Variabilidad en la concentracion

Citrobacter
12%

Klebsiella
19%

Shigella
13%
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S
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Escherichia
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Sert;atiu Hafnia
1% 2%

Figura 4. Porcentaje de deteccién de los géne-
ros bacterianos entéricos identifica-
dos en la Laguna de Sinamaica.

de colifagos en aguas ha sido reportado en
otros lugares del mundo (13, 18, 36).

En Venezuela, sélo los CT y CF son uti-
lizados como parametros de evaluaciéon mi-
crobioldgica de aguas recreacionales, no de-
biendo exceder en mas de 1000 y 200 en el
90% de las muestras, respectivamente (37).
Se pudo encontrar que en todas las estacio-
nes, mas del 40% de las muestras estudia-
das se encontraban por encima de los valo-
res establecidos para los CT y en mas del
50% para los CF, encontrandose la mayor
incidencia durante la época de sequia. Aun
cuando en Venezuela no existe normativa
parala utilizacion de enterococos como indi-
cadores, en otros paises los enterococos han
sido propuestos como indicadores, no de-
biendo sobrepasar en aguas recreacionales
en mas de 33 100 mL" (8). Si comparamos
los valores obtenidos en este trabajo en rela-
cién a los enterococos se nota que al menos
el 44% de las muestras analizadas en cada
una de las estaciones, durante todo el perio-
do de estudio, sobrepasan los valores permi-
sibles establecidos en otros paises, lo cual
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podria indicar contaminacion fecal prove-
niente de animales.

Conclusiones

La calidad microbiolégica de la Laguna
de Sinamaica se ve afectada por las épocas
de lluvia y sequia encontrandose los valores
mas altos durante la época de sequia, sien-
do el centro de la Laguna la zona mas conta-
minada (estaciones 3, 4, 5y 6).

De los 10 géneros bacterianos aislados
Escherichia, Klebsiellay Enterobacter se en-
contraron en mayor proporcion.

Se encontré correlaciéon positiva entre
los CF-CT, CF-SFy SF-E, lo cual apoya el po-
sible uso de los CF como indicadores de con-
taminacion bacteriana. No se encontro corre-
lacion entre los colifagos y los indicadores
bacterianos, lo cual sugiere la necesidad de
evaluar otros grupos microbianos, aparte de
los indicadores bacterianos, como posibles
indicadores de contaminacion viral.
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