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RESUMEN

La evaluacion de aguas con fines recreativos patacthr la presencia déibrio choleraey su relacion con
indicadores sanitarios recomendados como enters@gde notable importancia en la actualidad. Emleses de
marzo a noviembre de 2015 se procesaron un totalr8emuestras de diferentes puntos de La Habarsayukes
costeras y residuales que vierten a aguas cosBaesel aislamiento e identificacién\echoleraese analizaron las
muestras de agua siguiendo dos métodos de corméntral hisopo de Moore para aguas residualesfiltriacion
por membrana para aguas costeras. La metodologilea@ha para la determinacion de enterococos sedealr la
técnica de filtracibn por membrana. Ademas, seut@la media geométrica de enterococos teniendouenta
estandares internacionales. Las técnicas emplgadastieron el aislamiento de 75 cepasvdeholeraeno O1/ no
0139 y una cepa d¢. choleraeO1 serotipo Ogawa en el litoral oeste. Ademasislaron 116 cepas de especies
asociadas tales com. fluvialis vibrios haléfilos decarboxilasa negativeéeromonasspp, entre otros. Todas las
muestras analizadas para enterococos en aguasasdsieron positivas y la mayoria fueron >35 UFOfiDlo que
indicaba una notable contaminacion.

Palabras clave Vibrio cholerag enterococos, aguas costeras, vertimientos rdsglua
ABSTRACT

The evaluation of recreational water to detecpttesence o¥ibrio choleraeand its relationship with health indicators
recommended as enterococci is of considerable it@poe today. In the months from March to Novemit5? a
total of 178 samples from different areas of Hav@rwastal waters and coastal wastewater dischangedoastal
waters) were processed. For the isolation and ifitaiton of V. cholera of water samples, they were analyzed by
two methods of concentration: the swab Moore fosteaater and membrane filtration for coastal watéfe
methodology for the determination of enterococcs warformed by membrane filtration technique. Femtiore, the
geometric mean of enterococci taking into accouatgrpational standards was calculated. The techsiqised
allowed the isolation of 75 strainséf choleraenon-O1 / non-O139 and. choleraeO1 strain of serotype Ogawa on
the west coast. In addition, 116 strains associatgecies such a¥. fluvialis halophilic vibrios negative
decarboxylaseAeromonasspp, including isolated. All samples analyzed émterococci in coastal waters were
positive and most were> 35 CFU/100ml indicatingmarkable contamination.

Keywords: Vibrio cholerag enterococci, coastal waters, wastewater.
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INTRODUCCION

La urbanizacion es un fendmeno mundial. Una
gran parte de las poblaciones humanas vive
actualmente en zonas urbanas que incluyen miles de
habitantes, hasta millones en las grandes metspoli
(Galizia, 2015). Los recursos hidricos de una aiuda
constituyen un componente clave que incide solsre la
complejas condiciones ambientales que sostieres a |
poblaciones humanas. La falta de un monitoreo
adecuado para detectar contaminantes en el agua,
aunado a las emergentes fuentes de contaminasion, e
un problema de importancia en los paises
desarrollados y en desarrollo (Vammen, 2015).

Vibrio choleraees el agente causal del célera,
enfermedad diarreica aguda y deshidratante. Las
fuentes de infeccion del célera son: el agua dereb
los alimentos contaminados durante o después de ser
preparados, los mariscos, las frutas y hortalizassg
han colectado en aguas contaminadas (Fenandez y
Alonso, 2010). En Cuba, las enfermedades infecgiosa
intestinales aln ocupan, en morbilidad, la segunda
causa en la demanda de atenciones médicas.

Gran parte de la poblacion humana vive a lo largo
de zonas costeras de todo el mundo. Se estima que
nadar en aguas con fines recreativos que estan
contaminadas causa alrededor de 120 millones de
casos de enfermedades gastrointestinales en todo el
mundo. Cambios en las lluvias y la temperatura como
consecuencias del cambio climatico, aumentan la
contaminacién microbioldgica de las aguas asi como,
el incremento de las enfermedades transmitidaglpor
agua en regiones costeras (Fujigtaal, 2015). En
Cuba existe un marcado interés por la preservatgon
los ecosistemas acuaticos y por la salud pubkaar
por la cual se evalla tanto la calidad del agualpet
como la del agua que se emplea con fines recraativo
(Larrea-Murrellet al, 2013).

La vigilancia de las aguas costeras con fines
recreativos en el litoral de La Habana se debézezal
constantemente, por lo que la evaluacién de estas
aguas para detectar la presenciad/deholeraey su
relacion con indicadores sanitarios recomendados
como enterococos es de notable importancia en la
actualidad (Fernandez, 2015).

Los objetivos del estudio han sido:

- Detectar Vibrio cholerae y enterococos en
muestras de aguas costeras y vertimientos resglaale
aguas costeras de diferentes puntos del litordlade
Habana.

- Identificar las cepas débrio choleraey especies
asociadas detectadas.

- Evaluar la calidad bacteriolégica de aguas
costeras del litoral de La Habana con fines reiuest

MATERIAL Y METODOS

En los meses de marzo a noviembre de 2015 se
procesaron un total de 178 muestras de aguas &wster

y residuales que vierten a aguas costeras en rtiésre
puntos de La Habana (Fig.1).

La toma, conservacion, transporte y procesamiento
de las muestras de agua para el desarrollo derngaé
de aislamiento e identificacién 8 choleraey ente-
rococos se realizé acorde a los procedimientos reco
mendados nacional e internacionalmente (Organiza-
cion Panamericana de la Salud, 1994; Gonzalez,;2010
American Public Health Association, 2012).

Figura 1. Puntos de muestreo: 1, Playa; 2, Plaza; 3,
Habana Vieja; 4, Centro Habana; 5, Habana del Este.

Localidades Numero de Litoral
muestras

Playa 67 oeste
Plaza 17 oeste
Habana Vieja 7 oeste
Centro Habana 5 oestd
Habana del Este 82 este
Total 178

Tabla I. Muestras de agua analizadas en diferentes
puntos del litoral de La Habana. Instituto Naciosal
Higiene Epidemiologia y Microbiologia, marzo-
noviembre, 2015.

Determinacion deV. cholerae

Para el aislamiento e identificacion \decholerae
se analizaron las muestras de agua siguiendo dos
métodos de concentracion: el hisopo de Moore para
aguas residuales y la filtracion por membrana para
aguas costeras segun recomendaciones de la Organiza
cion Panamericana de la Salud (OPS, 1994; Gonzalez,
2010; American Public Health Association, 2012).

Determinacion de enterococos

La metodologia empleada para la determinaciéon
del indicador bacteriano de contaminacién enteroco-
cos se realizé por la técnica de filtracidon por mem
brana (con equipo de filtracion y membrana de 0,45
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pm de nitrato de celulosa) recomendada por American
Public Health Association (2012) e International
Standarization Organization 7899-2 (2000).

Media geométrica de los enterococos

La media geométrica se calcula con un ndmero

suficiente de muestras, generalmente no menos de
cinco muestras tomadas a iguales intervalos en un
periodo de 30 dias. Estos valores se basan en los
niveles de riesgo de ocho y 19 enfermedades en 1000
bafistas en playas (United Sates Environmental

Protection Agency, 1986; United Sates Environmental

Protection Agency; 2012).

RESULTADOS

Un total de 178 muestras fueron analizadas por dos
métodos de concentracion, 119 muestras de aguas
costeras por filtracion de membrana y 59 de
vertimientos residuales a aguas costeras delllppora
Hisopo de Moore (Fig. 2). El método de filtracidor p
membrana se aplica para aguas claras mientrad que e
hisopo de Moore es el método mas recomendado para
aguas turbias muy contaminadas con materia organica
como los vertimientos residuales.

W Litoral este

37

i Litoral peste

Vertimientos residuales a aguas
costeras

Aguas costeras

Figura 2. Muestras analizadas de cada litoral. Instituto
Nacional de Higiene Epidemiologia y Microbiologia,
marzo-noviembre, 2015.

Vibrio cholerae

De las 178 muestras analizadas para la
determinacion d¥. cholerag(119 en aguas costeras y
59 en vertimientos residuales a aguas costeras) se
encontrd positividad 39 (Tabla Il). En el litoradte
fueron positivas 11 (9,2%) y en el litoral oeste 16
(13,4%) para un total de 27 muestras positiva9eap,
a V. cholerae Sin embargo, en las 59 muestras de
vertimientos residuales se obtuvo una positividad
menor (12 muestras; 20,4%) correspondiendo solo 4
muestras positivas (6,8%) en el litoral este yBg%)
en el oeste.

Las técnicas empleadas permitieron el aislamiento
de 75 cepas dé. choleraeno O1/ no 0139 y una cepa

de V. choleraeO1 en el litoral oeste. Ademas, se
aislaron cepas de otras especies como: vibrio itwlo6f
descarboxilasa negativa (76), vibrio haléfilo lasig
ornitina positivas (24), vibrio hal6filo argininagiti-

va (2),Vibrio fluvialis (4). También se aislaron espe-
cies asociadas al généridrio como:Aeromonaspp.
(4) y Pseudomonaspp. (6) (Tabla IlI).

Zona Aguas Vertimientos
costera costeras residuales a
(N=119) aguas costeras
(N=59)

Litoral este| 11 (9,2%) 4 (6,8%)
Litoral 16 (13,4%) 8 (13,6%)
oeste

Total 27 (22,7%) 12 (20,4%)

Tabla 1l. Nimero de muestras positivas (%) \de
cholerae en aguas del litoral habanero. Instituto
Nacional de Higiene Epidemiologia y Microbiologia,
marzo-noviembre, 2015.

Cepas Aguas | Vertimientos | Total

costeras| residuales a

(N=119) aguas

costeras
(N=59)

V. choleraeno 49 26 (34,7) 75
01/ no 0139 (65,3)
(N=75)
V. choleraeO1 1 (100) 0 (0) 1
Ogawa (N=1)
Vibrio haléfilo 58 18(23,7) 76
descarboxilasa (76,3)
negativa (N=76)
Vibrio haldfilo 14 10 (41,7) 24
lisina y ornitina (58,3)
positivas (N=24)
Vibrio haléfilo 1 (100) 1 (100) 2
arginina positiva
(N=2)
Vibrio fluvialis 0 (0) 4 (100) 4
(N=4)
Subtotal 123 59 182
Aeromonaspp. | 4 (100) 0 (0) 4
(N=4)
Pseudomonas 6 (100) 0 (0) 6
spp. (N=6)

Tabla Ill. Namero (%) de cepas aisladas del género
Vibrio y especies asociadas en aguas del litoral
habanero. Instituto Nacional de Higiene Epidemio-
logia y Microbiologia, marzo-noviembre, 2015.

Enterococos

Todas las muestras analizadas para enterococos en
aguas costeras fueron positivas (51 en los purgbs d
litoral este y 45 en el litoral oeste). En el lgbeste se
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detectdé un 41,7% de positividad y en litoral oeste

58,3% (Tabla IV).

Zona costera Muestras
(N=96) positivas
Litoral este 51 (41,7%)

Litoral oeste 45 (58,3%)

Total 96 (100%)

Tabla IV. Numero de muestras positivas (%) de
enterococos en aguas del litoral habanero. Institut
Nacional de Higiene Epidemiologia y Microbiologia,
marzo-noviembre, 2015.

Rangos NUmero de
(UFC/100 ml) | muestras positivas
Total
Litoral | Litoral
este oeste
>300 16 22 38
300-200 5 9 14
200-100 4 0 4
100-30 9 19 28
<30 6 6 12
Total 40 56 96

Tabla V. Puntos con enterococos positivos de los
muestreos realizados en cada litoral.Instituto dfeadi

de Higiene Epidemiologia y Microbiologia, marzo-
noviembre, 2015.

Para el recuento de enterococos se contaba el
namero de colonias de cada placa analizada. En la
tabla V se observan los rangos de colonias de
enterococos en UFC/ 100 ml. En el litoral este huio
menor nimero de muestras positivas (40) que en el
litoral oeste (56).

Se calcul6 la media geométrica (MG) de enteroco-
cos teniendo en cuenta los meses muestreadosae cad
localidad (Tabla VI). En el litoral este la mayoeda
geométrica fue en agosto (93,7 UFC/ 100 ml),
mientras que en el litoral oeste fue en septiembre
(192,2 UFC/ 100 ml). La mayoria de los resultados d
las medias geométricas de cada litoral dieron mayor
que 35 UFC/ 100 ml (valor de media geométrica
recomendada por United Sates Environmental

Protection Agency (2012) como criterio para la
calidad del agua marina con fines recreativos).

De las muestras colectadas de aguas costeras se
obtuvo que 24 fueron positivas \& choleraey a
enterococos como se muestra en la tabla VII. &t
oeste resultoé tener 15 muestras positivas a diferen
del este donde fueron 9.

DISCUSION

En la evaluacién microbiolégica realizada del agua
del litoral habanero en los meses de marzo a
noviembre de 2015 del total de muestras analizadas
(178), 51 muestras (12,6%) dieron positivas/.a
choleare Las pruebas bioquimicas y serolégicas utili-
zadas permitieron clasificar las cepad/deholeraey
especies asociadas con completa concordancia en los
resultados esperados. Solamente se aisl6 una eepa d
V. choleraeO1 y no se aisl&/. cholerae0139. Sin
embargo, se aislaron 75 cepas\eholeraeno O1.

Esto concuerda con reportes de otros investigadores
(Feghali y Adib, 2011; Percival y Williams, 2014)
dondeV. choleraeno O1/no O139 se detecta mas
frecuentemente que el serotipo O1; especialmente
cuando no hay brotes ni epidemias de célera. Tetoré

al. (2014) plantea que este serogrupo es miembro
autoctono de ecosistemas marinos e impide el aisla-
miento de cepas patégenas. Ademas, puede deberse a
queV. choleraeesté en un estado viable pero inactivo

o latente (Nayeemut al, 2013).

A pesar de que las cepas del génélmio que se
aislaron no fueron serotipos causantes de cOlefiza s
reportado que el serogrupo no O1/ no 0139 causa
casos esporadicos de diarreas, infecciones exsaint
tinales con signos de una enfermedad invasiva,agast
enteritis, infecciones de la piel, otitis, menirgit
septicemia y enterocolitis inflamatoria especialtaen
en nifios y sujetos inmunocomprometidos (Collin y
Rehnstam-Holm, 2011; Traoet al 2012; Traoréet
al., 2014). Feghali y Adib (2011) exponen que las
infecciones gastrointestinales son, usualmente,
tratables pero en el caso de infecciones invasivas
pudieran ser fatales.

De las muestras de aguas analizadas para
cholerae se obtuvo mayor positividad en aguas
costeras que en los vertimientos residuales a aguas
costeras. El habitat idoneo para la superviveneM.d
choleraees las aguas costeras y en especial estuarinas,
donde existen factores biéticos y abidticos quelagu
a la proliferaciéon de estos microorganismos como es
el plancton. En los vertimientos residuales es mas
dificil detectar este patdgeno bacteriano, a pdsar
emplear el método de concentracion recomendado
como es el hisopo de Moore, porque hay presencia de
materia organica y tdxica, asi como microorganismos
competidores que inhiben su crecimiento.

Otras especies dé/ibrio como los vibrios
haléfilos, también son responsables de enfermedades
transmitidas por el consumo de alimentos infectados
(Traoréet al, 2012). Ademas, cuando se encuentran
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Meses Marzo Abril Julio Agosto Septiembre Octubpre
Litoral este 19,3 - - 93,7 77,0 65,7
Litoral oeste 89,4 51,3 112,0 55,4 192,2 49.%

Tabla VI. Media geométrica de enterococos (UFC/100ml) dea dédral. Instituto Nacional de Higiene

Epidemiologia y Microbiologia, marzo-noviembre, 301

en aguas recreativas pueden causar gastroenteritis,
celulitis y otitis (Collin y Rehnstam-Holm, 2011ey{
et al, 2015).

Las especies del génevtibrio son autéctonas de
los ecosistemas acuaticos. Algunas de ellas pueden
causar infecciones en el hombre y se han relacionad
con indicadores de contaminacion fecal de uso
convencional, tales como los enterococos en aguas
costeras con fines recreativos.

Los enterococos son los indicadores recomendados
para aguas costeras con fines recreativos porque se
plantea que tienen mayor capacidad de sobrevivir en
el ambiente, especialmente el marino, ademas de ser
considerado en los estudios epidemioldgicos realiza
dos para zonas costeras (United States Environmenta
Protection Agency, 1986; Byappanahatiial, 2012 y
United States Environmental Protection Agency,
2012). Ademas, se sostiene que estos son ubicuos y
pueden persistir por largos periodos de tiempmea a
y suelos tropicales y subtropicales (Latal, 2009).

Zona costera | Muestras positivas

Litoral este 9 (8,6%)

Litoral oeste 15 (14,4%)

Total 24 (23,0%)

Tabla VII. Numero de muestras positivas \a
choleraey a enterococos segun puntos de muestreo.
Instituto Nacional de Higiene Epidemiologia y
Microbiologia, marzo-noviembre, 2015.

Todas las muestras utilizadas para el andlisis de
enterococos dieron positivas en ambos litoraleslEn
litoral oeste, el porciento de muestras positivaes f
mayor que en el este, a pesar de que el nimero de
muestra no fue el mismo. La presencia de estas bac-
terias es indicio de contaminacion de origen fecal
debido a que su habitat normal es el tracto gastro-
intestinal de humanos y otros mamiferos. Por lttan
Su presencia en el agua de mar provoca riesgos sani
tarios para los usuarios y visitantes de las playgas

que puede llegar a causar vomito, diarrea, nauseas,
dolor de estdmago, infeccién en oidos y ojos, ddier
garganta, entre otros malestares (Stestat, 2008).

En este estudio se encontraron 38 muestras con
conteos altos de >300 UFC/100 ml, 14 de 300-200
UFC/100ml, 4 de 200-100UFC/100ml y 28 de 100-30
UFC/ml en ambos litorales. En un trabajo realizewlo
Perl en los meses de julio (verano) de 2005 a enero
(invierno) de 2006 por Vergaragt al. (2007) se
observé que la contaminacién microbiana de origen
fecal se elevd en forma significativa en verando El
posiblemente se debié al aumento notable de los
usuarios y de la poblacién que habita en las c@asan
de la playa, lo cual trajo como consecuencia mayor
poblacion que defeca y mayor volumen de desagiie
domeéstico que va a descargar en la zona playera.

Los resultados encontrados en este estudio
demuestran que las medias geométricas de enteroco-
cos estan en la mayoria por encima de 35 UFC/ 100
ml, lo que indica que las zonas estudiadas erriggme
analizado presentaban contaminacién notable de
riesgo para la salud.

Por otra parte, al analizar los resultados de las
muestras positivas a enterococoé. xholeraesélo se
encontraron 24 muestras para un 23,0% lo que indica
que el grupo enterococo no es buen indicador de
contaminacion para inferir la presenciaMieholerae
Esto se ha planteado por otros investigadores
(Gonzélez, 2003; Gugliandolet al, 2009) que no
encontraron relacion entre los indicadores de
contaminacion Y. cholerae

El presente estudio enfatiza la importancia de las
aguas costeras con fines recreativo del litorahhato
como reservorio para importantes patégenos cémo
cholerae Esto demuestra la validez de la investigacion
de especies patdégenas que representan un factor de
riesgo para la salud con el uso de estas agudmesn
recreativos dentro de los programas de vigilancia
sanitaria y ambiental.
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