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RESUMEN
En este trabajo se analizé: a) la presencia de E. coli en el agua recolec-
tada en cuatro puntos del rio San Juan (Pinar, San Martin, Albardén y
Caucete); b) musculo e intestino de peces del género Astyanax, cap-
turados en dichos sitios, a fin de determinar si actan como reser-
vorios de E. coli y c) si las cepas de E. coli aisladas del agua y/o de los
tejidos de los peces posee resistencia a distintos antibiéticos usados
en medicina y veterinaria. Se detecté un aumento de la densidad de
E. coli en el agua desde el Pinar hasta Caucete, con un incremento
significativo en abril. Se aislaron cepas de E. coli del intestino de los
peces capturados en Pinar en el mes de abril. En los otros sitios se
detecto E. coli en el agua durante los meses de mayor temperatura,
observandose invasion del tejido muscular en diciembre. En todos
los sitios, se aislaron poblaciones de E. coli resistente a antibidticos,
siendo la resistencia a ampicilina > colistina > amicacina/ cefalotina
> nitrofurantoina/acido nalidixico > gentamicina/cloranfenicol. La
presencia de E. coli resistente a antibiéticos, tanto en agua como en
peces, indicaria el deterioro de la cuenca inferior del Rio San Juan por

accion de la contaminacion fecal.
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ABSTRACT
In this work the following was analyzed: a) presence of E. coli in water
collected from four sites of the San Juan River (Pinar, San Martin, Al-
bardén and Caucete); b) whether muscles and intestines of fishes of
the genus Astyanax, captured at the sites mentioned above act as E.
colireservoirs, and ) if E. coli, isolated from water and/or fish tissue is
resistant to different antibiotics used in Medicine and Veterinary Medi-
cine. Bacterial density increased from the Pinar zone to Caucete, with
a significant rise in the month of April. E. coli was isolated from the
intestines of fishes captured in Pinar in April. At the other sites, E. coli
was detected in the months of higher water temperature, and muscle
tissue invasion was observed in December. E. coli populations resistant
to antibiotics were detected at all the sites. They were resistant to am-
picillin > colistin > amikacin/ cefalotin > nitrofurantoin/ nalidixic acid
> gentamicin/chloramphenicol. The presence of E. coli resistant to an-
tibiotics, both in water and in fishes, would indicate the contamination

of the lower basin of the San Juan River due to fecal pollution.
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INTRODUCCION

El analisis de la calidad bacterioldgica del agua resulta de vital importancia tanto para
el consumo humano y de animales (Gharibi et al., 2012; Sun et al., 2012), como para el
riego (Palese et al., 2009, Pachepsky et al., 2011) y las actividades de recreaciéon (Kumar
etal., 2012). El vertido directo de efluentes cloacales deficientemente tratados o sin tra-
tamiento y/o el arrastre pluvial superficial desde tierras costeras producen la aparicién
de bacterias entéricas en los cursos de agua (Plummer & Long, 2007, Kay et al., 2008;
Staley et al., 2012).

Escherichia coli (E. coli) es la especie mas abundante dentro del grupo de bacterias
coliformes fecales, razén por cual es empleada, a nivel mundial, como especie bioindi-
cadora de contaminacion fecal (Peters, 2009; Daly et al., 2013). Esta especie coloniza ha-
bitualmente la flora intestinal humana, de animales endotérmicos y de algunos grupos
de reptiles (Enriquez et al., 2001; Ramer et al., 2007). Desde el punto de vista serolégico,
se han identificado cinco cepas de E. coli patégenas, productoras de brotes diarreicos
severos en humanosy en animales endotérmicos: E. coli enterotoxigena, enteropatdge-
na, enteroagregativa, enteroinvasiva y enterohemorrégica (Sullivan et al., 2007).

La contaminacion bacteriana en el agua representa no sélo un problema sanitario,
sino también un serio riesgo ambiental (Berthe et al., 2008). Una vez que las bacterias
se distribuyen por el agua o los sedimentos del cauce de los rios pueden penetrar a los
organismos acuaticos por absorcién a través del tegumento o de las branquias, capta-
cién de particulas suspendidas y/o por consumo de alimentos contaminados (van der
Oost et al., 2003; Dang & Dalsgaard, 2012). Cuando la concentracion de E. colien agua es
lo suficientemente elevada puede infectar distintos drganos, tales como el tegumento,
el musculo, las branquias y/o el higado (EI-Shafai et al., 2004; Guzmén et al., 2004; Dang
& Dalsgaard, 2012).

Sumado a la presencia de bacterias patdgenas entéricas, en el agua existen otros
contaminantes de importancia sanitaria y ecoldgica, tal como los antibidticos utiliza-
dos en medicina y en veterinaria. La liberaciéon constante de estas sustancias al am-
biente produce una fuerte presion selectiva que favorece la proliferacion de bacterias
resistentes a ellos (Baquero et al., 2008; Kemper, 2008; Martinez, 2009; Kimmerer, 2009,
Wright, 2010) y altera la estructura poblacional de bacterias importantes en la dindmica
ambiental (Costanzo, 2005). Las bacterias no patdgenas, presentes en organismos vivos
y en diferentes ambientes, actan como reservorios de genes de resistencia para las
bacterias patégenas que puedan adquirirlos. E. coli, en particular, posee una gran capa-
cidad de adquisicién y diseminacién de genes de resistencia dentro del tracto digestivo
y en ambientes acudticos (Maal-Bared et al., 2013).

Las bacterias resistentes llegan al suelo por derrame directo de heces, vertido de
efluentes cloacales o al ser utilizadas como abono, transformandolo en un reservorio de
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contaminantes, desde donde pueden movilizarse por lixiviacién hacia cuerpos de agua
subterraneos, o por erosion y/o escorrentia hacia cuerpos de agua superficial (Kimme-
rer, 2009; Martinez, 2009). De esta manera, el consumo de agua y actividades relaciona-
das con el recurso hidrico, se convierten en vias de transmisién de genes de resistencia
hacia las comunidades humanas, ya sea por manipulacién o ingestion directa (Sarter et
al., 2007; Kemper, 2008; Su et al., 2012).

En la provincia de San Juan, existen registros previos de la presencia de bacterias
coliformes fecales en las aguas de la cuenca inferior del rio San Juan y de sus afluentes,
los arroyos Los Tapones y Agua Negra (Loépez Pinos, 2003; Riveros Guardia, 2003). La
contaminacion fecal presente en el agua puede atribuirse tanto a un aporte puntual
—como la recepcion de los efluentes cloacales aportados por el arroyo Los Tapones,
en cuya naciente drena la planta depuradora de Bajo Segura— como a fuentes difusas
—originadas en las filtraciones provenientes desde pozos ciegos de las viviendas ubi-
cadas a lo largo del cauce del rio.

En base a estos antecedentes, en este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:
1) Evaluar la presencia de E. coli como especie bioindicadora de contaminacion fecal en
aguay en peces de la cuenca inferior del Rio San Juan; 2) Determinar la resistencia a an-
tibidticos de las cepas aisladas; 3) Estudiar si el musculo e intestino de peces del género
Astyanax, capturados en dicha cuenca, actian como reservorios y/o biomagnificadores
de E. coliy 4) Indagar si las cepas de E. coli aisladas del agua y/o de los tejidos de los pe-
ces posee resistencia a distintos antibiéticos de uso comun en medicina y veterinaria.

MATERIALES Y METODOS
AREA DE ESTUDIO
La subcuenca inferior del rio San Juan abarca un area aproximada de 7823 km?y se ex-
tiende desde el dique Ignacio de la Roza hasta las lagunas de Guanacache en la Provincia
de Mendoza (Lohn, 1978). Esta cuenca irriga la zona mas densamente poblada de la pro-
vincia, razén por la cual sus aguas se emplean para la agricultura, la industria y el consu-
mo humano (Lloret & Suvires, 2006). En cercanias de la ciudad de San Juan, el rio recibe
el aporte de agua de los arroyos Agua Negra y Los Tapones (Lloret & Suvires, 2006).

A lo largo del rio, se seleccionaron cuatro sitios de muestreo en base al creciente
deterioro de sus aguas. El sitio ubicado en la desembocadura del dique Ignacio de la
Roza, en la zona denominada Pinar (31°30"13,81"S; 68° 38'33,74"0), se considerd como
pristino por el aspecto de sus aguas y sus margenes. Los sitios ubicados a la altura de
los puentes Albardén (31°27°29,59"S; 68°31'8,71"0) y San Martin (31°31'55,6”S; 68°
24'48,23"0) se escogieron por las condiciones de contaminacién difusa proveniente de
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asentamientos urbano-marginales y zonas agricola—ganaderas ubicadas en sus orillas.
El cuarto punto, situado a la altura del Puente de Caucete (31°31'55,6"S; 68° 24'48,23"
0), se eligié por recibir los efluentes cloacales vertidos por la planta depuradora de Bajo
Segura en el arroyo Los Tapones.

MUESTREO
Las muestras de aguay de peces se recolectaron con una periodicidad bimensual desde
diciembre de 2006 a octubre de 2007. En cada sitio, se colectaron tres muestras de agua
en recipientes estériles a 20 cm de profundidad. Las mismas fueron inmediatamente
trasladadas al laboratorio en frio y mantenidas a 4 °C hasta su procesamiento. También
se registro la temperatura del agua al momento de dicha recoleccién.

Tres ejemplares de peces del género Astyanax fueron capturados mediante el uso de
redes de mano, trampas tipo mojarrero o cafias de pescar. El arte de pesca se determi-
no de acuerdo a las caracteristicas del rio en cada uno de los puntos de muestreo. Los
peces se trasladaron vivos al laboratorio, dentro de recipientes que contenian el agua
del rio de la misma zona donde se los recolecté.

Se escogieron peces de este género, denominadas cominmente «mojarras», debido a
suamplia distribucién (Menni, 2004) y facil captura. Ademas, estudios realizados por Men-
ni et al. (1996) sefalan que este grupo presenta un amplio rango de tolerancia a diversos
factores quimicos, condicién que permitié encontrarlos en todos los sitios muestreados.

DETERMINACION DE Escherichia coli
EN AGUAY EN TEJIDOS DE PECES
El procesamiento de las muestras de agua y de los tejidos para la determinacion de la
presencia de E. coli, se realiz6 dentro de las 24 horas siguientes a su recoleccién.

Los peces se sacrificaron por corte de médula y se extrajeron, en condiciones de
asepsia, el intestino y un trozo de musculo dorsal del tronco (aproximadamente 6 cm?).
Tanto el intestino como el musculo fueron pesados en balanza de precision y se ho-
mogeneizaron separadamente en solucién salina al 0,9%, segun lo establecido por El-
Shafai et al. (2004).

La determinacion de la densidad bacteriana se realizé6 mediante siembra superficial
en placa para el recuento directo de colonias. Las muestras de agua obtenidas en Pinar,
en Albardén y en San Martin se diluyeron a 1/10y 1/100. En cambio, en las muestras de
Caucete, en las que se esperaba detectar una mayor densidad bacteriana, se emplearon
las siguientes diluciones: 1/10, 1/100, 1/1000. Los homogeneizados de tejido intestinal
fueron diluidos segun la siguiente relacion: para Pinar, Albardén y San Martin: 1/10,
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1/100y 1/1000; y para Caucete: 1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000. Para los homogeneiza-
dos de tejido muscular, se utilizé una Unica dilucién de 1/10, por considerarse que estas
muestras deberian poseer menor densidad bacteriana.

De cada muestra de agua u homogeneizado de tejidos se tomaron alicuotas de 0,2 ml,
los que se distribuyeron directamente sobre las cajas de Petri con medio agarizado EMB
(Britania). Las cajas se incubaron a 44,5 °C durante 48 h, segun el protocolo establecido
por la American Public Health Association (APHA, 1998). El recuento directo de colonias
de E. coli se realizé utilizando un estereoscopio a 40 X (APHA, 1998). Los resultados ob-
tenidos se expresaron en unidades formadoras de colonias por mililitro de agua (UFC/
ml) o por miligramo de tejido (UFC/mg). Las colonias de E. coli fueron individualizadas
por poseer un brillo verde metalico al desarrollarse en el medio citado anteriormente.
Una vez aisladas las colonias, se las confirmé mediante las siguientes pruebas: IMViC
(indol, rojo de metilo, Voges Proskauer y citrato) y tincion de Gram (APHA, 1998).

DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

EN Escherichia coli AISLADA DE AGUAY DE PECES
Afin de establecer el grado de sensibilidad a distintos antibidticos de las cepas de E. coli
aisladas en el aguay en los peces se practicaron antibiogramas por duplicado utilizando
la técnica de difusion en placa (Bauer et al., 1996). Dichos antibiogramas se realizaron
sobre medio agarizado Mueller Hinton (Britania) a partir de indculos de 0,5 en la escala
de Mc Farland (1,5 x 108 células/ml) de densidad bacteriana. Se probaron ocho de los
antibidticos mas utilizados para esta especie en sus concentraciones inhibitorias mini-
mas (CIM), es decir, la concentracién minima de cada antibiético necesaria para evitar
el desarrollo y reproduccion bacteriana. Ellos fueron: Ampicilina (10 pg), Amicacina (30
ug), Gentamicina (10 ug), Acido nalidixico (30 ug), Cefalotina (30 pg), Cloranfenicol (30
pg), Colistina (10 pg) y Nitrofurantoina (300 pg) (Laboratorios Brizuela). Los halos de
inhibiciéon se midieron con calibre. La determinacién del grado de resistencia (sensi-
ble, intermedio o resistente) de las cepas aisladas, se realizé segun las sugerencias del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), exceptuando a Colistina para
el que se utilizé los rangos citados por el fabricante (Laboratorio Brizuela, http://www.
brizuela-lab.com.ar/tablan.htm).

ANALISIS ESTADISTICO
La gran variabilidad observada en los datos referidos a la presencia de E. coli en muestras
de agua y en tejidos de peces determiné su transformaciéon mediante la férmula Log,
para lograr un mejor ajuste a una funciéon normal. Para dicha transformacion, se utilizé la
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férmula log (x+1), debido a la presencia de valores cero en varias muestras en las que no
se detectd la presencia de E. coli (Avery et al., 2008). Ante la falta de normalidad y de ho-
mogeneidad de varianza de los datos transformados, se procedié a organizar los datos
originales en rangos (mediante el programa SPSS 9.0) (Zar, 1999) y a ellos se les practicé
un andlisis de la varianza a tres vias (criterios de clasificacién y niveles de los mismos:
fuentes: agua, musculo e intestino; sitios: Pinar, Albarddn, San Martin y Caucete y meses
del ano: diciembre, febrero, abril, junio, agosto y octubre) seguido de la prueba a poste-
riori de la menor diferencia significativa de Fisher (LSD Fisher) para identificar grupos.

Para analizar las variaciones en el grado de resistencia a antibioticos de E. coli aislada
en el agua y los peces, también se procedié —por falta de normalidad y de homoge-
neidad de varianzas— a transformar en rangos los valores del didmetro de los halos
de inhibicién (Zar, 1999). A continuacién se aplicé el andlisis de la varianza a tres vias,
seguido de la prueba a posteriori LSD de Fisher. El procesamiento de los datos se realizé
mediante el programa estadistico Infostat (2007).

RESULTADOS
DETERMINACION DE Escherichia coli EN AGUA DEL RIO SAN JUAN

En el agua recolectada en los cuatro sitios se ha detectado la presencia de E. coli. Las po-
blaciones bacterianas de cada sitio muestran patrones de distribucién similares a lo largo
del periodo analizado (Figura 1A). Sin embargo, los valores de la densidad de la poblacién
bacteriana de cada uno de ellos se diferencian significativamente (p < 0,001) (Figura 1A).

En el Pinar, considerado como sitio pristino, se determiné la presencia de E. coli en
el agua recolectada durante abril y junio. En Albardén y San Martin se aislé a E. coli en
todos los meses analizados, con excepcion de agosto. Las densidades de E. coli en las
muestras de ambos sitios no se diferenciaron estadisticamente entre si. No obstante,
las densidades bacterianas detectadas en diciembre, junio y octubre resultaron signifi-
cativamente mayores (p < 0,05) que los de la zona del Pinar. En Caucete se obtuvieron
las muestras de agua que presentaron la mayor densidad bacteriana de los cuatro sitios
analizados (p < 0,05). En este punto, la densidad de E. coli resulté significativamente
mas elevada en diciembre, abril y agosto respecto al de los otros tres sitios (p < 0,05).
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Figura 1. (A) Variacién anual en la densidad de Escherichia coli aislada de agua (n = 3) en Pinar, San Martin, Albardén
y Caucete, desde diciembre de 2006 a octubre de 2007. Cada valor representa la media + error estandar de la variable
transformada; letras distintas indican diferencias significativas entre sitios, para cada mes. (B) Variacion anual de la
temperatura del agua registrada en cada sitio al momento del muestreo.
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DETECCION DE Escherichia coli
EN MUSCULO E INTESTINO DE Astyanax
Dada la gran variabilidad anual observada en el caudal del rio San Juan y en la tempe-
ratura de sus aguas (aproximadamente unos 15 °C de amplitud térmica) (Figura 1B), no
fue posible capturar peces en todos los sitios durante abril, junio y agosto. Asi, en abril
se obtuvieron ejemplares sélo en Pinar; en junio en San Martin y en agosto en Pinar, San
Martin y Albardén. Este hecho resulté un serio inconveniente para obtener patrones
anuales de distribucion bacteriana en los tejidos de los peces, limitando las posibilida-
des de analisis del grado de infeccién en ellos.

En la zona del Pinar se detectd la presencia de E. coli sélo en el intestino de los peces
capturados en abril, no registrandose invasion del tejido muscular. En dicho mes, la
densidad bacteriana en el intestino fue significativamente mayor (p < 0,05) que la del
agua (Figura 2A).

En Albardon, se identificaron cepas de E. coli en los intestinos de peces capturados
durante los meses en los que se registraron las temperaturas del agua més elevadas:
diciembre, febrero y octubre. En el caso particular del mes de diciembre, la densidad
bacteriana del contenido intestinal fue lo suficientemente elevada como para infectar
el musculo (Figura 2B).

En San Martin se detect6 a E. coli en intestino de peces capturados en los meses de
diciembre y junio, produciéndose invasion del tejido muscular de los peces recolecta-
dos en diciembre. En el resto de los meses en los que se capturaron peces no se aislaron
colonias de E. coli (Figura 2C).

El patrén de distribucién de las cepas de bacterias aisladas en intestino y musculo de
los peces capturados en Caucete fue similar al de Albardén (Figura 2D).
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Figura 2. Variacién temporal en la densidad de Escherichia coli aisladas en muestras de agua, de intestino y mdsculo
de peces del género Astyanax (n=3) recolectados en (A) Pinar, (B) Albardén, (C) San Martin y (D) Caucete. Cada valor
representa la media + error estandar de la variable transformada; letras distintas indican diferencias significativas
entre las densidades bacterianas en agua y tejidos, para cada mes, dentro de cada sitio. Los niimeros cero entre
paréntesis indican los meses en que no se capturaron peces.
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AISLAMIENTO DE Escherichia coli RESISTENTE A ANTIBIOTICOS
EN AGUA Y TEJIDO MUSCULAR E INTESTINO DE PECES

Los resultados obtenidos demostraron que la gran mayoria de las colonias de E. coli
aisladas en las muestras de agua y de los tejidos de los peces de cada sitio, experi-
mentaron distinto grado de resistencia a los antibi6ticos ensayados (Figuras 3A, 3B, 3C).
Cabe destacar que, para la interpretacién de los resultados, se consideraron a las colo-
nias con resistencia intermedia y completa como un Unico grupo, al que se denominé
«resistente» a un determinado antibiético (Reinthaler et al., 2003). En la zona del Pinar
se analizaron sdlo las respuestas a antibidticos en las bacterias aisladas del agua, ya que
las aisladas de intestino no proliferaron en el medio de enriquecimiento.

Como puede observarse en la Tabla 1, las bacterias aisladas del agua recolectada en
cada zona expresan resistencia a algunos de los antibiéticos ensayados. En todos los
sitios se observa que la resistencia a ampicilina > colistina > amicacina/ cefalotina >
nitrofurantoina/acido nalidixico > gentamicina/cloranfenicol.

El nimero de colonias resistentes a los distintos antibiéticos aisladas del agua como
de los tejidos se incrementé significativamente (p < 0,05) en Caucete respecto a San
Martin y Albardén (Figuras 3A, 3B, 3C).

A continuacion se analizaran las respuestas de las cepas aisladas cuyo grado de resis-
tencia fue superior al 50 % en las muestras de agua.

Con respecto a la resistencia de E. coli en el agua y los tejidos de los peces a ampici-
lia y amicacina se detectd un interaccion significativa (p = 0,0045 para ampicilina, p =
0,0011 para amicacina) entre los distintos meses y los sitios de muestreo analizados.
Asi, el grado de resistencia a ampicilina expresado por las colonias de E. coli detectadas
en el agua durante junio, fue significativamente mayor (p < 0,05) en las muestras de Al-
barddn respecto a las de Caucete. En este Ultimo sitio, aparecieron bacterias resistentes
en musculo e intestino. En abril, la totalidad de las bacterias en el agua de los cuatro
sitios resultaron resistentes a dicho antibidtico. En octubre, predominaron las colonias
bacterianas resistentes en el agua y en los tejidos de los peces capturados en Albardén
y Caucete. Por ultimo, en febrero se observé una disminucion significativa (p < 0,05) en
el grado de resistencia a ampicilina en el agua y los peces de Albardén, San Martin y
Caucete, comparandolas con los mismos sitios en el mes de abril.

El grado de resistencia a amicacina expresado por E. coli aislada del agua de Pinar, Albar-
doén y San Martin aumento significativamente (p < 0,05) en abril con respecto a Caucete.

En relacion a colistina se determiné que las cepas provenientes de los intestinos de
peces capturados en Albardén y San Martin evidenciaban una resistencia significativa-
mente mayor (p < 0,05) que aisladas de los peces de Caucete. En contraposicién, en las
muestras de musculo de peces capturados de Caucete, E. coli expresé mayor resistencia
(p < 0,05) a este antibidtico que las de Albardén y San Martin.
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Figura 3. Nimero de colonias de Escherichia coli aisladas de muestras de agua y de intestino y de mdsculo

de peces del género Astyanax recolectados en Albarddn (A), San Martin (B) y Caucete (C),

clasificadas seguin su respuesta a distintos antibidticos usados en medicina y veterinaria.
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Sitio Antibidtico Porcentaje de UFC resistente a antibioticos
Agua Intestino Misculo
Pinar Acido Nalidixico 0
Amicacina 33,33
Ampicilina 100
Cefalotina 0
(loranfenicol 0
Colistina 33,33
Gentamicina 0
Nitrofurantoina 0
San Martin Acido Nalidixico 14,29 33,33 0
Amicacina 7143 100,00 50
Ampicilina 85,71 100,00 100
Cefalotina 57,14 100,00 50
Cloranfenicol 0,00 0,00 0
Colistina 85,71 100,00 50
Gentamicina 28,57 0,00 50
Nitrofurantoina 57,14 0,00 50
Albardan Acido Nalidixico 15,38 25,00 0
Amicacina 38,46 25,00 50
Ampicilina 84,62 75,00 50
Cefalotina 69,23 87,50 50
Cloranfenicol 7,69 25,00 0
(olistina 76,92 100,00 100
Gentamicina 15,38 12,50 50
Nitrofurantoina 38,46 50,00 0
Caucete Acido Nalidixico 51,35 13,64 20
Amicacina 62,16 54,55 40
Ampicilina 81,08 86,36 100
Cefalotina 75,68 71,21 40
Cloranfenicol 13,51 0,00 0
Colistina 75,68 68,18 100
Gentamicina 21,62 4,55 0
Nitrofurantoina 37,84 18,18 0

Tabla 1. Porcentaje de UFC resistentes a antibidticos aisladas en el agua
y en los tejidos de peces recolectados en los cuatro sitios del rio San Juan.
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En la mayoria de las muestras de agua y de tejidos de peces de Albarddn, San Martin
y Caucete se detectd la presencia de bacterias resistentes a cefalotina. Dicha resistencia
se observé en el agua de los tres sitios exceptuando la recolectada en febrero y abril en
Albardén y San Martin. Las bacterias aisladas de los intestinos de los peces de los tres
sitios mostraron un grado de resistencia significativamente mayor (p < 0,05) que las del
tejido muscular.

En el aguay los tejidos de los peces obtenidos de Caucete durante agosto se aislaron
colonias resistentes al 4cido nalidixico.

Finalmente, la resistencia de las colonias bacterianas al antibidtico nitrofurantoina
evidencié un marcado incremento (p < 0,05) durante el mes de abril en relacién al mes
de febrero. Por otra parte, en el mes de febrero, se detecté un incremento significativo
(p < 0,05) en la resistencia a dicho antibidtico en las cepas aisladas del agua y de los
tejidos de los peces capturados en Albardén y San Martin, respecto a los de Caucete.

DISCUSION

El grave deterioro de la calidad bacteriolégica del agua en el rio San Juan responde a
los diversos tipos de fuentes de contaminacién que afectan la subcuenca inferior y co-
incide con los hallazgos de otros autores en distintos ambientes acuéticos (Kloot, 2007;
Touron et al., 2007; McGechan et al., 2008; Schippmann et al., 2013).

En la zona del Pinar, considerada como sitio pristino, se detect6 la presencia de E. coli
en el agua durante abril y junio, aunque las densidades bacterianas fueron significati-
vamente menores que las de los otros sitios. Los cursos de agua que corren por zonas
deshabitadas son usualmente considerados como sitios libres de contaminacién bacte-
riana (Mc Donald et al., 2008). Sin embargo, en ambientes naturales despoblados se han
encontrado bacterias coliformes, atribuyendo su presencia a animales o a actividades tu-
risticas (Pathak & Gopal, 2007; McDonald et al., 2008). La deteccién de la mayor densidad
de E. coli en agua durante el mes de abril podria reflejar la presencia de reservorios bacte-
rianos en los sedimentos del cauce del rio (Berthe et al., 2008; Garzio—Hadzick et al., 2010;
Thevenon etal., 2012) respondiendo a los bajos niveles de caudal registrados en ese mes.
Por otro lado, la densidad poblacional de E. coli detectada en este sitio (1200 UFC/100ml)
sobrepasa el limite de 126 UFC/100ml propuestos por la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS) y United States Environmental Protection Agency (US-EPA) para el uso seguro
del agua con fines recreativos (Kim et al., 2005; Garcia—Armisen & Servais, 2007; Ham et
al., 2012). Ademas, el Dique Ignacio de la Roza provee de agua a zonas cultivadas, por lo
que debe destacarse que dicho valor supera al limite fijado (1000 UFC/100ml) por la OMS
para el riego de vegetales de consumo crudo (Palese et al., 2009).
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Las densidades bacterianas detectadas en agua de Albardén y de San Martin resul-
taron significativamente mayores que las de la zona del Pinar, aunque no se detecté
presencia de E. coli durante el mes de agosto. La existencia de algunas viviendas y esta-
blecimientos agricolas—ganaderos en las margenes de ambos sitios sugeriria la influen-
cia de fuentes de contaminacion difusa, tales como filtraciones desde pozos sépticos o
infiltracién de aguas de riego (Al Bakri et al., 2008; Trevisan et al., 2010).

Las densidades bacterianas detectadas en Caucete superan ampliamente los estan-
dares recomendados, por todas las organizaciones internacionales, para el agua de
consumo (0 UFC/ml) (Rompré et al., 2002) y de riego (1000 UFC/ml) (Palese et al., 2009).
Esta zona recibe los efluentes cloacales que libera la planta depuradora de Bajo Segura
en su afluente, el arroyo Los Tapones, donde se ha detectado la presencia de bacterias
coliformes (Lépez Pinos, 2003). Esto representa una fuente de contaminacion puntual
severa para el rio San Juan, lo que explicaria el significativo incremento en la densidad
de E. coli detectada en esta zona respecto a los otros tres sitios analizados.

Sumada a la variacién en la distribucién espacial de E. coli en el agua del rio, se pudo
establecer un patrén de variacion temporal en la detecciéon de éstas bacterias a lo largo
del afio analizado. En abril se observé la mayor densidad de bacterias en el agua obteni-
da en los cuatro sitios analizados. En este mes, la temperatura del agua medida en cada
uno de los sitios oscilé alrededor de los 15 °C, favoreciendo la permanencia de esta bac-
teria en el agua (Pathak & Gopal, 2007; Suhalim et al., 2008; Garzio-Hadzick et al., 2010).

La presencia de E. coli se ha detectado en tejido muscular e intestino de peces del gé-
nero Astyanax capturados en los distintos sitios de muestreo. Las densidades bacteria-
nas encontradas en intestino no se diferenciaron significativamente de las detectadas
en agua, pero resultaron significativamente mayores con respecto a las determinadas
en musculo. Estos resultados coinciden con hallazgos realizados en distintas especies
de peces (Fatal et al., 1992; El-Shafai et al., 2004; Guzman et al., 2004) y difieren con
otros (ej. Dang & Dalsgaard, 2012). De acuerdo con estos estudios, el limite de densidad
bacteriana en agua que permite la colonizacién en musculo es variable ya que el grado
de invasién que pueden sufrir los peces es caracteristico de cada especie y depende del
estado inmunolégico de cada individuo.

La OMS recomienda que la concentracion de bacterias coliformes fecales en agua des-
tinada a la piscicultura debe estar por debajo de 10 células/100ml (EI-Shafai et al., 2004).
Considerando que E. coli es el miembro mds representativo y abundante de este grupo,
los resultados obtenidos en este estudio (>1600 UFC/100ml), mostrarian densidades po-
blacionales mayores a dicho limite en todas las muestras de agua proveniente de Cauce-
te alolargo del afo. Incluso, durante abril, se observaron niveles de E. coli que superaron
las 1200 UFC/100m| en muestras de agua de Pinar, Albardén y San Martin. Las elevadas
densidades bacterianas en las aguas del rio San Juan comprometerian seriamente el
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estado sanitario de los peces, propiciando la infeccién de sus tejidos. E. coli se detecté en
el musculo de Astyanax sp. cuando la densidad bacteriana en agua super6 las 8 UFC/ml.

La presencia de E. coli en los tejidos de los peces experimentd un patrén de aparicién
temporal. Asi, en Albardén y en Caucete, se aislaron bacterias en los intestinos de peces
capturados durante diciembre, febrero y octubre, en coincidencia con los registros de
las temperaturas mas elevadas del agua. En diciembre la densidad bacteriana del con-
tenido intestinal fue lo suficientemente elevada como para infectar el musculo de los
peces capturados en Albardén, San Martin y Caucete. Por otra parte, en algunos meses
se observé que la densidad de las poblaciones bacterianas del intestino superé la del
agua. Los peces, al ser animales ectotérmicos, experimentan durante periodos de ele-
vada temperatura, una mayor actividad metabdlica, favoreciendo su desplazamiento
y alimentacién. De este modo, una vez que la bacteria ingresa a tubo digestivo, en-
cuentra en su interior un alto contenido de nutrientes que favorece su permanencia y
reproduccién (Fattal et al., 1992; Guzman et al., 2004). En contraposicion, las bajas tem-
peraturas del agua disminuyen su actividad razén por la cual resulté dificil capturarlos
en los meses mas frios. Ademas, la baja densidad bacteriana encontrada en el intestino
de los peces indicaria una condicién desfavorable para las bacterias (Paperno & Brodie,
2004; Suhalim et al., 2008). Por ello, en los meses de invierno, sélo se detecté E. colien el
aguay no en los tejidos de los peces capturados en Albardén y Caucete.

En este trabajo también se establecié que la mayoria de las colonias de E. coli aisla-
das del agua y de los tejidos de los peces capturados en los distintos sitios, expresaron
resistencia a diversos antibiéticos de uso comun en medicina y en veterinaria. Si bien
el nimero de bacterias detectadas en los distintos sitios es bajo, su corto ciclo celular
(entre 20 y 30 minutos segun la especie) aumenta su capacidad de adaptarse genéti-
camente a cambios ambientales a través de mutaciones, lo que determinaria su rdpida
seleccion en la poblacién (Vignesh et al.,, 2012). La aparicién de bacterias resistentes
a antibidticos en ambientes acuaticos como producto del impacto antrépico, ha sido
ampliamente documentada por diversos autores (Garcia—Armisen & Servais, 2007, Ba-
quero et al., 2008; Kimmerer, 2009; Thevenon et al. 2012).

La resistencia a antibidticos de las bacterias aisladas del agua y de los tejidos de los
peces vario segun la época del afio en que se recolectaba la muestra y/o el sitio anali-
zado. Asi, en el agua de la zona del Pinar, se encontré un nimero poco significativo de
bacterias resistentes a los distintos antibidticos ensayados. Este hecho podria atribuirse
ala lejania de los centros urbanos o de establecimientos ganaderos que viertan antibié-
ticos en sus efluentes y la consecuente carencia de una presion selectiva que favorezca
la proliferacién de bacterias resistentes a ellos (Miranda & Zemelman, 2001; Costanzo,
2005; Kiimmerer, 2009). En cambio, E. coli aislada del agua de la zona de Caucete mostré
resistencia frente a los ocho antibidticos analizados. Este hallazgo se relacionaria con la
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recepcion de los efluentes cloacales de gran parte de la poblacién de la capital sanjuani-
na, creando asi una fuerte presion hacia la seleccion de cepas bacterianas resistentes.

Las bacterias aisladas de los tejidos de peces también expresaron grados de resisten-
cia variables segun el tipo de antibiético ensayado. Coincidiendo con lo observado en
el agua, las bacterias aisladas de Caucete expresaron el mayor porcentaje de resisten-
cia. De todas maneras, la proporcidn de bacterias resistentes aisladas de tejidos resultéd
menor que las aisladas de agua lo que se deberia a una posible seleccion en el sistema
gastrointestinal de los peces que no permitiria el desarrollo de bacterias resistentes
(Miranda & Zemelman, 2001).

Por otra parte, en los meses de otofio e invierno, se detectaron bajas proporciones de
bacterias resistentes a los distintos antibiéticos. Esta proporcion se incrementé en los
meses de octubre y de diciembre, en especial en la zona de Caucete. Este hallazgo deja
abierta la posibilidad de investigar si el incremento en la aparicién de la resistencia, seria
un efecto desencadenado por la administracién masiva de antibiéticos a la poblacion
en épocas invernales donde las afecciones son mas frecuentes. Esta administracién ma-
siva incrementaria la liberacidon de antibidticos y de bacterias resistentes a ellos hacia
los medios acuéticos. Como consecuencia de ello, tanto los antibiéticos como bacterias
resistentes a ellos, pueden ser ingeridos directamente del agua o a través de alimentos
infectados por riego, provocando en la poblacion la dispersion de genes de resistencia
que vuelve inocuos los tratamientos antimicrobianos cominmente utilizados (Kumar
et al., 2005; Kimmerer, 2009).

La resistencia multiple es una capacidad adquirida por E. coli a través de diferentes
vias (Oliver et al., 2005; Watkinson et al., 2007; Lindsey et al., 2011). Las bacterias aisladas
del agua del rio San Juan presentaron un alto porcentaje de resistencia multiple a los
antibidticos ensayados. La mayoria de las bacterias aisladas de agua y de los tejidos de
los peces capturados en los distintos sitios, resultaron sensibles a cloranfenicol. Estos
resultados coinciden con los hallados por Kumar et al. (2005) y Coleman et al. (2013)
y se explicarian debido a que, por su toxicidad, no se recomienda el uso de este anti-
bidtico con fines terapéuticos (Wiest et al., 2012). Con respecto al acido nalidixico, las
colonias bacterianas resultaron sensibles a él en las muestras de agua y los tejidos de
los peces obtenidos del Pinar, San Martin y Albardén. En cambio, en las cepas aisla-
das de Caucete, se expresan genes de resistencia. Estos resultados concuerdan con los
de Reinthaler et al. (2003) y Maal-Bared et al. (2013). Por el contrario, la ampicilina fue
el antibidtico frente al cual se detect6 el mayor grado de resistencia en casi todas las
muestras de agua y de tejidos analizadas. Este hallazgo coincide con la mayoria de los
estudios publicados (Kronvall et al., 2005; Gregova et al., 2012; Pereira et al., 2013); en los
que se enfatiza la relacién existente entre la aparicion de resistencia a la ampicilinay las

fuentes de contaminacion puntual de origen humano. Finalmente, se destaca el hecho
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de que las cepas de E. coli aisladas de tejido de peces capturados en Albardén, San Mar-
tin y Caucete, presentaron alto porcentaje de resistencia frente al antibiético colistina.
Este antibiotico es utilizado ampliamente en veterinaria para el control de infecciones
causadas por E. coli, sobre todo en cerdos y aves de corral (Kempf et al., 2013). Los por-
centajes de resistencia encontrados en el agua y en los tejidos de los peces superan
los informados, por otros autores, para animales de granja (cerdos) (Harada et al., 2005;
Enne etal., 2008; Li et al., 2010).

Sobre la base de estos resultados podemos concluir que a lo largo de la subcuenca in-
ferior del Rio San Juan existiria un incremento en la densidad poblacional de cepas de E.
colitanto en agua como en intestino y musculos de peces del género Astyanax, desde la
zona del Pinar hasta la de Caucete. Ademas se pudo comprobar que la mayoria de estas
cepas expresan resistencia a antibioticos utilizados en medicina y veterinaria, razén por
la cual es necesario considerar que las bacterias resistentes a antibiéticos constituyen
un bioindicador de importancia sanitaria y ecoldgica, el cudl deberia ser considerado a
la hora de establecer criterios de calidad de un recurso hidrico.
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