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RESUMEN

Durante 1977-79, variaron entre 820 y 18500 ufc/ml; X = 6200. Este valor estd com-
prendido dentro de las fluctuaciones de los promedios registrados durante 1927-1937. El
rango del Indice fue de 0,8-8,3 (x = 3,6). Se discute su aplicacidon al rio Parani medio de-
bido a su correlacion con la temperatura del agua (r=-0,742). El autor propone un nuevo
Indice: ufe oligotrofica/ufc hipertroficas, aparentemente mas relacionado con la calidad
del agua. Este, fluctué entre 5,3-60,0 (X = 18,0) y concuerda mejor con los resultados ob-
tenidos utilizando otros indicadores de contaminacidon. Las ufc “Hiper-psicrotroficas”
mantuvieron una correlacidon estadisticamente significativa con el caudal, transparencia,
seston y la Demanda Bioquimica de Oxigeno, resultando un R = 0,720. El analisis de las
correlaciones parciales sugiere que su presencia esta principalmente asociada al lavado plu-
vial de los suelos,

* Trabajo presentado en las 'l Jornadas de Ciencias Naturales del Litoral"”’, Santa Fe (Argentinal,
agosto de 1981.




SUMMARY

Ecological aspects of bacterial indicator of pollution in the middle Parana river, III:
Hyper-psycrotrophic bacteria and the “20/37°C” Pollution Index

Hyper-psychrotropic bacteria maintained a correlation statistically significant with
flow, transparency, seston and, with BOD wich gave an R = 0,720. The analysis of the par-
tial correlations shows that its presence in principally associated to runoff. During 1977-
1979 they varied between 820 and 18500 cfu ml-1; X = 6200. This value in included wi-
thin the fluctuations of the averages recorded between 1927-1937. The Index range was
0.8 - 8.3 (x = 3.6), but its use for the middle Parana river is discussed due to its correla-
tion with water temperature (r = -0.742). The author suggests a new Index: cfu Oligotro-
phic/cfu Hipertrophic wich apparently is more related to water quality. This Index fluc-
tuate between 5.3 - 60.0 (x=18.0) and it better agrees with the results obtained through
other indicators of contamination.

INTRODUCCION

Uno de los primeros indicadores utilizados para establecer la pureza bacteriologica
del agua fue el nimero de microorganismos que podian manifestarse como colonias en
medios de cultivo agarizados e incubados entre 20-220C. La presencia de una cantidad
elevada era adjudicada a la contaminacion de las aguas por residuos vegetales, lavado de
suelos, etc., es decir: “informaba sobre la cantidad de materia orgdnica en descomposicion
y utilizable para la nutricién bacteriana24" |legada hasta el cuerpo de agua procedente de
diversos origenes.

Mds tarde se considerd que la mayor parte de estas bacterias no eran patbgenas para
el hombre y, por lo tanto, su nimero carecia de importancia sanitaria. Posiblemente, por
esta razdn, si bien en los primeros andlisis realizados en el rio Parand2.15 se consignaba la
concentracion de éstas, posteriormente fue reemplazado por el recuento a 370C. Este
Gltimo tipo de evaluacion se juzgbd mds valioso pues indicaba la presencia de especies po-
tencialmente patégenas {por lo menos se podian desarrollar a la misma temperatura del
cuerpo humano) y/o de contaminacién por deyecciones animales o humanas.

Por otra parte, algunos autores (p.ej., Streeter23) constataron que en el agua pura
habfa diez veces més gérmenes a 20-220C que a 370C; en cambio, en aguas poluidas esa
relacion solia ser menor. Por lo tanto, se concedid mas valor a esta relacion que a los dis-
tintos recuentos24 y fue llamada “indice de polucién22”; de acuerdo con los limites fija-
dos por ¢l Ministerio de Salud Britanico, la relacién 20/37 en aguas superficiales de buena
calidad es superior a 10/1, siendo en aguas muy contaminadas igual a 1/1.



El significado de “Bacterias Hiper-psicrotréficas™

Para poder interpretar los estudios realizados hasta el presente sobre este tema y
compararlos entre sf, es necesario tener en cuenta una serie de factores metodolégicos y
utilizar una terminologia adecuada.

En la nota anterior?, expliqué que el denominado “recuento a 35 (o a 370C)" era,
en realidad una estimacién de la poblacién caracterizable como “Hipertrofica, meséfila
y de rapido desarrollo”. Ahora es necesario aclarar a qué se refieren los autores cuando
transcriben los resultados de los “recuentos a 200C” (o temperaturas similares).

Con respecto a la temperatura clasificaban21 como psicrofilas a las bacterias que
tenian un 6ptimo entre, aproximadamente, 10-200C. Sin embargo, Morital4 establecio
que para clasificarlas como tales, era necesario demostrar su desarrollo a 0°C (o menos);
si solamente se sabia que podian hacerlo por encima de esa temperatura (hasta la “opti-
ma"’) Gnicamente se podia indicar su *‘caracter psicrotrofico”.

Por otra parte, la poblacidn bacteriana estimada en medios de cultivo con una con-
centracion de nutrientes superior a los 5 g/l es “Hipertréfica?”.

Entonces, en base a la temperatura de incubacion y al medio de cultivo empleado,
denomino “‘Hiper-psicrotrofica’ a las ufc de la presente nota.

El tiempo de incubacién empleado para detectar a este grupo de bacterias es mucho
mas variable que el utilizado para el meséfilo9. En el cuadro nO 2, del articulo de Emilia-
nid, es posible comprobar que ese parimetro oscild entre 2 y 21 dias. Si bien la APHA
aconseja incubaciones de 20%0,50C durante 48+*3 hs, en nuestro pafs la totalidad de los
anilisis de esta poblacion fueron realizados con incubaciones de 5 dias (entre 18 y 200C).

Antecedentes y Objetivos

En los dltimos afos se han desarrollado numerosos trabajos sobre los efectos de
diversos contaminantes en la hidrosfera. Sin embargo, se han dado a conocer pocos estu-
dios donde relacionan la calidad bacterioldgica del agua con pardmetros fisicos y quimi-
co, particularmente en ambientes I6ticos. Tales estudios, practicamente inexistentes en
Argentina, tienen ahora una importancia adicional en vista de la represa proyectada en el
rio Parana medio3, pues, conociendo la calidad bacterioldgica actual de sus aguas y de los
factores ambientales que pueden incidir en sus variaciones serd posible evaluar adecuada-
mente el impacto que, sobre ese aspecto, puede significar |a mencionada obra, comparan-
do con los resultados de los andlisis que se realicen durante y después de ella.

Los principales objetivos de la presente nota fueron:

— Evaluar el denominado “indice de polucién™.
— Dar a conocer las variaciones de las concentraciones de este grupo y estimar sus po-
sibles causas.

MATERIAL Y METODOS

El rio estudiado fue el Parana medio, en el mismo punto de muestreo que el seiala-
do en la primera nota8. Recolecté las muestras desde el 13 de abril 1977 hasta el 27 de
marzo 1979, totalizando 29. Los nimeros de las muestras del Cuadro 1 estdn en orden
cronologico y entre cada uno de aquéllos consecutivos existe un lapso de 15 dfas, aproxi-
madamente.

Los anélisis fisicos y quimicos (Cuadro n® 2) se realizaron de acuerdo con las técni-
cas habituales en el INALI1.4,



Andlisis bacteriologico

Utilicé un medio de cultivo tipo “A”, es decir “Hipertrofico”, segin la clasifica-
cion de Emiliani’7 y denominado ‘‘Plate Count Agar” por sus fabricantes18, Efectué las
siembras in situ, abordo del barco-laboratorio “Keratella” (INALI), por quintuplicado y
por el método de la doble capa. La temperatura de incubacién fue de 20%20C; realicé las
lecturas cada 24 hs, hasta que la curva de crecimiento se asintonizara. Para poder compa-
rar los resultados asi obtenidos, con los de otros autores, los agrupé en recuentos con 48
hs de incubacién y con mas de 48 hs (cuadro 1).

Analisis estadistico

En primer lugar verifiqué, por el conocido criterio de Pearson, la hipotesis de dis-
tribucién normal para cada parimetro: si X2 observado era menor de X2 tabulado (al ni-
vel de significacién®¢ =0,05) consideré que las divergencias entre las frecuencias tebricas y
las observadas no eran significativas. Todos los parametros necesitaron de la transforma-
cidén logaritmica o de Yy, segin, también, el nimero de datos considerad os.

Para estimar el grado de asociacion entre cada par de variables calculé el coeficiente
de correlacidn lineal simple (r). Para conocer su significancia utilicé las conocidas tablas
de Fisher y Yates.

Para examinar la relacion conjunta entre las bacterias y todas las demads variables,
determiné el coeficiente de correlacién mailtiple (R). Para estimar el porcentaje de la va-
rianza bacteriana explicada por la combinacién lineal de los demis parimetros calculé el
coeficiente de determinacion (R2 multiplicado por 100).

Para medir la parte de la correlacién entre las bacterias y otra variable que no fuera
simplemente reflejo de sus relaciones con otro par de variables, determiné el coeficiente
de correlacion parcial.

RESULTADOS Y DISCUSION
El indice de polucion *20/370C”

Fluctué entre 0,8 y 8,3 (Cuadro 1) con un promedio X = 3,6. Por lo tanto, las aguas
analizadas no serfan de buena calidad. Sin embargo, desde hace tiempo19, la interpreta-
cién de tal indice ha sido cuestionada. Topley et al.24 consideran que la importancia que
se le ha dado es un error pues “puede variar dentro de limites muy amplios y con absolu-
ta independencia de la cantidad de contaminacion”. Emiliani et al10 demostraron que el
tiempo de almacenamiento influye significativamente sobre este indice; Ferramolall y
otros investigadores20 observaron que mantiene una relacién inversa con la temperatura
del agua. En los cuadros 1 y 2 es posible comprobar que esta Gltima afirmacion es tam-
bién vdlida para el rio Parand: el coeficiente de correlacion lineal (r) entre el indice 20/37
y la temperatura es = -0,742 (altamente significativo, al 99 %). Esta correlacion era de es-
perar pues una de las principales causas de las variaciones de la poblacion detectable a
370C es la temperatura del agua9.

La breve revision que antecede permite concluir que el denominado “‘fndice de po-
lucién” depende mds bien de la temperatura que del grado de contaminacién orgdnica.
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Cuadro 1

Variaciones de la concentracién de unidades formadoras de colonias (ufe)
Hiper-psicrotrdficas, de los indices de polucion y de las ufe Hipertroficas in-
cubadas a 39C en el rfo Parand medio (1977-1979).

n° de ufc/ml segfin el tiempo indices de polucién
muestra de incubacifn * ufc/ml
Oligotr6ficas ° B R
48 hs »48 hs 20374+ =2=RJOEIOCICAS
hipertréficas
1 4750 18500 - = a
4 10360 16000 = = =
6 4800 6100 - - =
7 1400 2600 - = =
8 1100 2400 - = =
9 682 1520 8,2 26,7 =
10 540 820 5,9 60,0 170
11 870 1593 3,9 10,9 180
12 350 1110 6,2 15,1 =
13 - 2000 8,3 25,4 290
14 1870 2270 1,8 6,0 710
15 1050 1923 2.1 8,1 =
16 6030 8100 5,1 16,8 620
17 1400 3700 1,3 7.1 900
18 1300 2400 2,4 = <100
19 1300 2500 3,6 110
20 1700 4100 159 = 130
21 5400 13800 2,5 8,7 560
22 2000 23640 - 21,0 690
23 3200 11200 - = &=
26 - 4500 - = -
30 2600 13600 = = =
35 1600 7200 5 = =
36 3400 6182 2,1 5,3 -
37 3100 8200 1,2 6,3 300
39 - 6800 0,8 10,3 -
40 3600 8800 2,2 16,8 400
41 3400 10000 4,2 26,8 =
42 1400 8400 4,7 32,9 -

* Cadavalor es la media de 5 repeticiones
** De Emiliani9.
o Datos inéditos (Emiliani 1977-1979)

Entonces seria equivalente al “Indice psicrotréfico, lo 12” pues también indica la propor-
cion de bacterias que pueden nutrir y desarrollarse a 200C pero no a 370C (sobre un me-
dio y tiempos de incubacion determinados). Si de acuerdo con Guerrero et al. 12 se acep-
ta que la mayorfa de las colonias que crecen a 370C (“meséfilas”, m) pueden hacerlo a
200C, pero parte de éstas (“psicrotréficas”, p), no a 370C, resulta I, ~ (p/m) +1.En
el rio Parand, fluctu6 entre 1,8 - 9,2 (x = 4,6).

Como ambas poblaciones son “Hipertroficas?”, un indice mas relacionado con la
calidad del agua estaria determinado por la relacion existente entre bacterias “Oligotréfi-
cas” e “Hipertréficas” (seglin la terminologia y técnicas explicadas anteriormente?), si
bien alin no he encontrado suficientes evidencias experimentales que sustenten tal hipo-
tesis.

-12 -



Cuadro 2

Variaciones de los parametros fisicos y qufmicos registrados durante el mues-

treo bacterioldgico (rfo Parani medio, 1977-1979).

n° de t

muestra Q 8 v T PO, DBO,
1 23,6 17200 460,2 1,33 10,0 0,056 =
4 19,2 13500 282,1 0,95 20,0 0,048 =
6 17,3 14400 105,8 0,79 27,0 0,050
7. 16,9 12400 104,8 1,22 37,0 0,064 0,50
8 18,1 11850 68,0 1,03 45,0 0,045 =
9 17,0 11500 65,8 0,75 46,0 0,050 0,54
10 18,1 11280 55,7 1,20 50,0 0,026 0,57
11 20,9 11040 60,9 1,12 36,0 0,031 0,79
12 20,9 11260 116,0 1,43 34,0 0,051 0,94
13 21,4 11560 109,7 0,78 30,0 0,013 0,89
14 26,6 11880 99,7 1,19 38,0 0,025 1,25
15 23,0 11300 71,1 1,14 39,0 0,041 0,86
16 25,0 12400 191,2 1,32 24,5 0,183 1,20
17 28,0 13%00 1271 1,36 24,0 0,144 1,32
18 28,5 16460 81,4 1,33 22,0 0,073 0,72
19 26,5 17400 195,3 1,45 12,0 0,066 0,53
20 26,5 17030 445,0 1,29 6,0 0,079 1,00
21 2555 13900 561,0 1,54 6,5 0,111 1,15
22 26,2 16200 370,7 1,45 9,0 0,102 1,06
23 21,3 12290 541,0 1,33 8,0 0,158 1,53
26 14,0 10305 100,6 1,29 19,0 0,068 0,60
30 16,8 14236 139,9 1,31 10,0 0,051 0,64
35 22,5 10280 91,9 0,95 47,0 0,032 1,00
36 23,5 11930 89,7 1,19 30,0 0,032 0,74
37 25,0 14470 78,4 1,43 29,0 0,099 1,30
39 28,0 14873 446 ,6 1,45 10,0 = -
40 25,5 15864 301,7 1,57 10,0 = -
41 25,5 16760 321,0 - 11,0 - &
42 23;3 15611 406,6 1,33 12,0 - -

Abreviaturas: t = temperatura {en ©C); Q = caudal (m3/s); S =seston (ma/l); V = veloci-
dad {m/s); T = transparencia (Secchi, en cm); PO4 = fosfatos (en mg/l) ; DBO = Demanda
Bioquimica de Oxfgeno, 5 dias (en mg Op/l).

En el 65 % de los casos (Cuadro 1) este nuevo indice fue superior a 10, fluctuando
entre 5,3 y 60 (x = 18). Estos valores son compatibles con los obtenidos utilizando otros
indicadores de contaminacién que sefialaban una polucién “nula a pobre'’8.9. Este indice
tiene objetivos conceptualmente similares al “Indice auxotréfico” de Guerrero et al, 12
pero los resultados no son concordantes debido al medio de cultivo (tipo “Eutréfico”
segiin Emiliani7) y al tiempo de incubacién (10 dias) empleados para detectar las ufc

“prototrofas”,
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Cuadro 3

Matriz de correlaciones simples entre las unidades formadoras de colonias
Hiper-psicrotroficas (A) y algunos factores abibticos (2)

Q T t s POy DBO
* % *k%k EE 2 * % *%

A 0,455 0,659 0,178 0,698 0,445 0,459

Tt * % ok
Q - 0,710 20,538 0,610 0,396 0,043
EEE * ok

T — = -0,352 -0,899 0,516 0,222
*x

t - = - 0,396 -0,060 0,503
*%k * ¥

s = = - - 0,508 0,484
* %

POy = - - = - 0,482

(0) Abreviados seg(n se explica en el cuadro 2,
** Probabilidad de independencia de dos variables =< 5 % pero > 1% .
*** Probabilidad de independencia de dos variables = 1 % .

Influencia de factores ambientales

Aparentemente, las variaciones de esta poblacion estuvo asociada a los diversos pa-
rametros (Cuadro 3): seston (S), transparencia (T) y materia organica (DBOsg). La covaria-
cién conjunta de la variable A (bacterias) con las otras variables mencionadas resulté:

R =0,720
A.TSDBO
El coeficiente de determinacidon miltiple indica que el conjunto de esos factores
ambientales pueden explicar el 52 %de las variaciones registradas en la poblacién bacteria-

na.
La correlacion parcial entre bacterias y nutrientes, manteniendo constante las varia-

bles fisicas, no resulta estadisticamente significativa:

R =0,210
ADBO.TS
En cambio, la relaci6n entre bacterias y el factor fisico mds significativo (el seston)
permanece estad(sticamente asi, alin dejando constante los nutrientes:

R =0,579
A'S.DBO PO,

-14 -



Estos resultados indican que las bacterias y los nutrientes estuvieron correlaciona-
dos meramente por su comun asociacion al seston, pues eliminando el efecto de este fac-
tor, |a correlacion no resulta significativa.

Del mismo modo, si de la primera ecuacién reemplazamos la DBO por otro factor
fisico como el caudal (Q), el coeficiente de correlacién mdltiple pricticamente no varfa:

R =0,710
A.TSQ

Los resultados sugieren la posibilidad de que la asociacion encontrada entre este
grupo de bacterias y los factores ambientales (mencionados en Cuadro 3) fue consecuen-
cia de un mismo factor ecologico: las lluvias en el valle aluvial del rio Parana. Tal hipote-
sis se basa en que ellas no solamente producen un mayor caudal sino que arrastran y/fo di-
suelven partfculas de suelo, disminuyendo la transparencia del agua. De acuerdo con este
razonamiento, las correlaciones posibles de determinar, a través de otra serie de mues-
treos, resultarin méis o menos significativas (que las encontradas en esta oportunidad)
segln la distancia entre el lugar donde se producen las lluvias y el de muestreo, tipo de
suelo que |as recibe, etc.

En otras palabras, los resultados llevan a plantear la hipotesis de que el contenido de
bacterias Hiper-psicrotroficas en el rio Parand medio se debe, principalmente, a factores
climdticos y edificos, factores que condicionan la posibilidad e intensidad de su vertido al
rio. Las “hipertroficas mesofilas”, en cambio, estaban mejor relacionadas con las condi-
ciones del ambiente que las recibia (por su mayor sensibilidad a la temperatura y al esta-
do tréfico del agua)9.

Andlisis comparativo
En el Cuadro 4 comparo los datos publicados en las conocidas ‘“Memorias” 15-17

con los del Cuadro 1, Es posible inferir que la concentracion de las ufc Hiper-psicrotrofi-
cas no manifestd una tendencia a aumentar, tal como encontré para el grupo coliforme8.

Cuadro 4

Variaciébn del nimero de unidades formadoras de colonias (ufc ml) Hiper-
psicrotroficas en el rio Parani medio (1927-1937) *.

Afios ufe Afios ufe
1927 4500 1932 3420
1928 5770 1933 3800
1929 7500 1934 4000
1930 5000 1935 3000
1931 3760 1937 7700

1977/9 6200**

* De: “Memorias del Directorio’ (OSN14,15,16),
** Del Cuadro 1

-15 -



Esto concordaria con el hecho de que los factores que condicionan la presencia de ambas
poblaciones son distintos: sobre la primera no ha tenido mayor relevancia la creciente pre-
sién antrépica y si, en cambio, sobre la segunda8.

El Cuadro 5, elaborado con los datos publicados por Rai y Hill20, permite compa-
rar la concentracion de las ufc hipertroficas entre el rio Parand y otros grandes rfos.

Cuadro 5

Concentracion de bacterias hiper-psicrotréficas
(ufe/ml) en los rios mas grandes del mundo

Rifos Nimero de ufe ml-1 Wk
(Estacion de muestreo) muestras e méximo promedio C.V.
* Nilo (Cairo) 13 1540 297 000 46 200 174
* Mississippi (St.Louis) 13 4 300 25 000 9700 58
** Parana (Parana) 29 820 18 500 6 200 77

* Amazonas (Manaus) 13 11 506 115 121

* De: Raiy Hill20
** Del Cuadro 1
*** Coeficiente de variacion (en %)

Otros componentes de la poblacion hipertréfica

Si bien no formé parte de los objetivos, cref interesante dar a conocer el porcentaje
de esta poblacién que se desarrollé a una temperatura mas cercana a la de una “psicréofi-
la". A 30C, solamente encontré un 0,04 %y un 31,3 % (x= 10,8 %) con respecto a la que
evalué a 200C (+ 20C).

Los aspectos ecologicos de la parte esporulada de esta poblacion fueron comunica-
dos en otra nota6,

Aspectos metodoldgicos
Del Cuadro 1, resulta evidente que el tiempo de incubacion aconsejado por la
APHAT1 no es adecuado para detectar la poblacion hiper-psicrotréfica: a las 48 hs sola-

mente es posible estimar entre el 16,7 y el 82,4 % (X = 46,2 % ) de las ufc detectables
cuando la curva se asintotiza.

-16 -
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