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RESUMEN

La contaminacién fecal humana del océano costero y de los ecosistemas acuaticos, constituye una
preocupacién a nivel global, no solo por el riesgo sobre la salud humana, sino que también por sus efectos
sobre el ecosistema. En el presente trabajo se trazé la contaminacién fecal humana durante la temporada
estival de 2019 en Bahia de Coronel y en dos de los cuerpos de agua dulce aledanos que desaguan en
el Golfo de Arauco. Se determind la colimetria total y fecal, el ADN mitocondrial humano (HmtDNA), la
biomasa microbiana viva (ATP), el indice de multiresistencia antibiéticos (MARI) y los pardmetros fisico-
quimicos del agua. Se observé un grado de contaminacién fecal de entre uno a dos 6rdenes de magnitud
por sobre la Norma Chilena (NCh.) 1333, asi como una correlacion positiva y fuertemente significativa
(p << 0,05), entre la colimetria fecal y la biomasa microbiana viva. En Bahia Coronel, se observé una
correlacién Log-log significativa (p < 0,05), entre la colimetria fecal y el HmtDNA, que indica un origen
humano de un 43 %. En los cuerpos de agua dulce, se observa contaminacion fecal distinta a la humana.
No obstante, la correlacion significativa (p < 0,05), entre la colimetria fecal y el indice MARi en agua
dulce también sugiere un efecto antropogénico. Finalmente, estos resultados indican que, para la fecha
del muestreo, el area presentaba riesgo de contaminaciéon microbiolégica para la salud humana, lo que
eventualmente podria limitar su uso como aguas recreacionales o reservas estratégicas de agua dulce en
el futuro.

Palabras clave: ADN mitocondrial humano, ATP, coliformes fecales, contaminacién antropogénica, indice
de multiresistencia antibidticos.

ABSTRACT

Human fecal pollution in the coastal ocean and fresh water is a global concern, not only regarding the risk to
human health, but also due to its effects on the ecosystem. In the present work, human fecal contamination
was traced during the 2019 austral summer season in Bahia de Coronel and in two of the adjacent
freshwater bodies that drain into the Gulf of Arauco. Total and fecal coliforms, human mitochondrial DNA
(HmtDNA), live microbial biomass (ATP), the multiresistance antibiotic index (MARIi) and the physical-
chemical parameters of the water were determined. In the study area, fecal contamination was observed
between one to two orders of magnitude above the Chilean Norm (NCh.) 1333 and a positive and strongly
significant correlation (p << 0,05), between fecal coliforms and live microbial biomass was determined.
In Bahia Coronel a significant Log-log correlation (p < 0,05) was observed between fecal coliforms and
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HmtDNA, which indicates that at least 43% of the fecal contamination in the bay was from human origin.
In the upper part of the adjacent freshwater bodies, fecal contamination is also observed, but from a
different origin than human. However, the significant correlation (p < 0,05) between fecal coliforms and
the MARI index observed for freshwater also suggests an anthropogenic effect in that area. Finally, at
the sampling date the results indicate that the study area was risky for human health by microbiological
pollution, which could eventually limit its use as recreational ocean waters or strategic reserves of fresh

water in the future.

Keywords: anthropogenic pollution, ATP, fecal coliforms, human mitochondrial DNA, multiresistance

antibiotic index.

INTRODUCCION

Lacontaminaciénfecalesunadelasprincipalespreocupaciones
en el cuidado de la salud humana. Fundamentalmente tiene
relacién con los cuerpos de agua que son utilizados para
consumo humano, actividades recreacionales y aguas para
cultivo de recursos marinos y agropecuarios. Los patégenos
asociados a la contaminacion fecal pueden dar lugar a
enfermedades tanto en humanos, animales de cria y fauna
nativa. Asi también, produce pérdidas econdmicas en las
industrias que dependen de las aguas costeras e interiores,
debido al detrimento de la calidad de agua, lo que disminuye
a su vez el interés como area de atractivo turistico y aguas
recreacionales.

Los problemas de la contaminacién fecal son comunes
en todas las naciones, independientemente de la posicion
econdmica, aunque el grado de contaminaciény el tipo varian
de un pais aotro (Stewart et al. 2007). Sin embargo, en todos los
paises la contaminacién fecal humana produce enfermedades
gastrointestinales, como, por ejemplo: diarrea, colera,
Hepatitis A, entre otras (Diaz-Delgado 2003; Gonzalez-Saldia
et al. 2019), las que pueden estar asociadas a actividades
recreativas en las aguas marinas costeras y continentales,
asi como por la ingesta de mariscos contaminados con
microorganismos patdgenos contenidos en la materia fecal
humana (Fattal et al. 1987; OMS 1998; Pruss 1998). A nivel
mundial la natacién en aguas contaminadas con materia fecal
y la ingesta de mariscos filtradores extraidos de este tipo
de aguas provocan 17 millones de casos de enfermedades
infecciosas cada afo (Shuval 2003) que se traducen en
pérdidas de cientos de millones de ddlares anuales.

Las fuentes de contaminacién fecal se pueden clasificar
en dos grupos: fuentes puntuales que son facilmente
identificables (e.g., derrames ilegales de aguas negras, fugas y
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drenajes desde sistemas de alcantarillado de aguas servidas)
y las fuentes no puntuales que son mas bien difusas en el
ambiente y pueden ser dificiles de identificar, como por
ejemplo, la agricultura, la vida silvestre, y la escorrentia
urbana (Strittholt et al. 1998; Dombek et al. 2000; Okabe et al.
2007; Santo Domingo et al. 2007). Es por esto, que conocer
el origen de la contaminacién fecal es de suma importancia
en la evaluacién de riesgos asociados a la salud humana, asi
como para identificar las acciones necesarias para remediar el
problema (Scott et al. 2002).

Toda contaminacion fecal es riesgosa, no obstante, la
contaminacion fecal de origen humano es potencialmente
mas peligrosa respecto a los desechos fecales de animales
silvestres y/o de granja, puesto que la materia fecal humana
estd acompafada por diversos patégenos de caracter
peligrosos entre los cuales se encuentran Escherichia coli
(Buchan et al. 2001), Enterococcus feacalis (Buchan et al. 2001),
Salmonella spp. (Lemarchand & Lebaron 2003), Campylobacter
spp. (Lemarchand & Lebaron 2003; Horman et al. 2004),
Cryptosporidium y Giardia spp. (Horman et al. 2004; Harwood
et al. 2005) y especie especificos como los enterovirus
humanos (Horman et al. 2004; Harwood et al. 2005),
adenovirus (Noble & Fuhrman 2001), ademas de los colifagos
(Jiang et al. 2001). Desde el punto de vista de la salud publica,
los enterovirus humanos, como el virus de la Hepatitis A, son
el grupo de organismos patégenos mas criticos, debido a que
la dosis minima infecciosa es muy baja, son muy resistentes a
los sistemas de desinfeccion y el control a nivel de laboratorio
es costoso (Ayres & Wescot 1987; Wescot & Ayres 1990).
Asi también, la contaminacion fecal de origen no humano es
igualmente riesgosa, ya que los animales de granja también
pueden hospedar patégenos humanos, incluyendo E. coli
0157:H7 (cepa potencialmente mortal), Salmonella spp.
presente en las aves de corral y Shigella spp. presente en los
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porcinos (Craun et al. 2004).

Para trazar la contaminacion fecal humana en el ambiente
acuatico ha sido utilizado, entre otros (ver Hardwood et al.
2014, Sabar et al. 2022), el gen del citocromo b, presente en
el ADN mitocondrial humano. (Caldwell et al. 2007; Schill &
Mathes 2008; Baker-Austin et al. 2010; Roslev & Bukh 2011;
Kapoor et al. 2013; He et al. 2015, 2016; Gonzalez-Saldia
et al. 2019; Zhu et al. 2020). Particularmente, en la zona
costera de la Regién del Biobio (Gonzalez-Saldia et al. 2019),
se observo una concordancia durante la primavera de 2015,
entre los maximos valores promedios de colimetria fecal, el
ADN mitocondrial humano (ADNmtH) y el maximo nimero
de casos de hepatitis A reportada por el Ministerio de Salud
(Gonzalez-Saldia et al. 2019). Asi también, Gonzalez-Saldia
et al. (2019), demuestra la presencia del virus de la hepatitis
A en organismos y agua de mar en Bahia Concepcion. La
situacion epidemiolégica de la hepatitis A en la Regién del
Biobio demuestra que esta area ha estado en una condicion
de epidemia de hepatitis A desde el 2014. Para el periodo
2014 - 2019, esta region posee, por lejos la mayor mediana
de hepatitis A (918 casos) registrada del pais (BET MINSAL,
2019). Solo para a los afios 2018 y 2019, la regién mostré
una tasa de incidencia por cada 100 habitantes de 74,6 y 25,9
respectivamente, siendo las mayores tasas de incidencia del
pais (incidencia nacional = 16,7 y 5,6 por 100 habitantes para
2018 y 2019 respectivamente; BET MINSAL, 2019).

Junto a la eliminacién de aguas residuales humanas o de
actividades productivas, como la ganaderia y la acuicultura,
existe la eliminacién de una variedad de substancias quimicas
asociadas a ellas. Entre las mas importantes se encuentran
los antibiéticos, que han adquirido gran notoriedad publica
en los ultimos afnos, debido a la resistencia que microbiana
inducida por su uso masivo (Karkman et al. 2019). Las
bacterias patdgenas para humanos o animales de cultivos, que
son el objetivo principal del uso de antibidticos, desarrollan
procesos adaptativos y selectivos que generan resistencia
a este tipo de substancias, siendo hoy en dia, una de las
principales preocupaciones de la Organizacion Panamericana
y Mundial de Salud (OPS/OMS 2016). Esta alerta se debe a
que la resistencia descrita estd ocurriendo a una velocidad
que supera el descubrimiento y produccién de nuevas
substancias para tratar las infecciones causadas por bacterias
multiresistentes (Lima et al. 2017), donde, entre los principales
causantes de la diseminacion de la resistencia bacteriana a
antibidticos se encuentra la contaminacién fecal humana y
animal (Karkman et al. 2019). Especial cuidado, ha adquirido la
diseminacion del gen mcr1 entre las bacterias multiresistentes
a antibidticos, ya que codifica para la resistencia a Colistina
(Erfanimanesh & Hashemi 2016; AbuOun et al. 2017; Wang
et al. 2018), que es un antibidtico utilizado como ultima

opcion frente infecciones intrahospitalarias por bacterias
multiresistentes a antibiéticos.

Bahia Coronel, ubicada en la region del Biobio, Chile,
enfrenta problemas de contaminacion de sus aguas debido
a la presencia de metales pesados, cuyo incremento en los
sedimentos ha sido datada desde 1965 (Hidalgo 2017) y en
especial, un incremento de la concentracién de Hg asociado
al inicio de la actividad de plantas termoeléctricas en 2012
(Chandia et al. 2022). Asi también, se ha determinado la
presencia de tributilestafio y sus derivados (Batista et al.
2016), un compuesto responsable de imposex en moluscos
(Blaber 1970). Gonzalez-Saldia et al. (2019), establecié la
presencia de coliformes fecales por sobre la NCh.1333, pero
en una sola estacién de muestreo préxima a la vecina comuna
de Lota. No obstante, no existen estudios sobre la distribuciéon
de la contaminacion fecal humana dentro de la bahia a pesar
de la existencia de multiples descargas de agua dulce, tanto
superficial como submarina.

En el presente trabajo, se dan a conocer los resultados
de un estudio microbiolégico realizado a fines de enero de
2019 (verano), en la Bahia de Coronel y en dos de los cuerpos
de agua dulce que atraviesan la comuna de Coronel. El
objetivo especifico fue establecer el estado sanitario del area
de estudio con respecto a la contaminacion fecal humana
y la presencia de bacterias multirresistentes a antibidticos
contenidas en ella. Los resultados de esta observacion se
discuten en el contexto de los riesgos para la salud humana y
las posibles implicancias ecolégicas de los mismos.

METODOLOGIA

AREA DE ESTUDIO, TOMA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La campaia de terreno fue realizada en pleno verano de
2019, con el objetivo de conocer la carga de material fecal
en la estacién de mayor afluencia de poblacién flotante a la
playa y por lo tanto de un mayor contacto efectivo con el
agua de mar, lo que sugiere que es la de mayor riesgo para
la salud de las personas debido a este tipo de contaminacion.
La campana de terreno se realizé en dos etapas. La primera
(28/01/2019), correspondié a la toma de muestra en ocho
estaciones de Bahia Coronel (Fig. 1); siete fueron distribuidas
dentro de la bahia y una estacion (C7) fuera de ella, la cual fue
utilizada como referencia. La grilla de muestreo fue disefiada
para poder ver el efecto de diluciéon desde tierra hasta la
columna de aguas fuera de la bahia. En cada estacién se tomé
una muestra del estrato superficial (Om) y una del estrato mas
profundo (6 a 10m). Las muestras fueron tomadas con una
botella Niskin y posteriormente submuestreadas en botellas
de estériles de 1L. En cada muestra se midié el oxigeno
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disuelto, temperatura y pH. Adicionalmente se obtuvo un
perfil de CDT de cada estaciéon mediante una sonda Star-Oddi
Data Logging System. Las muestras fueron transportadas en
cajas térmicas al laboratorio para su inmediato procesamiento
y andlisis. La segunda etapa (29/01/2019), correspondio
a la toma de muestra de los cuerpos de agua dulce que
atraviesan la comuna (Fig. 1). Se realizaron también un total
de ocho estaciones superficiales; de C9 a C12 corresponde
a las estaciones del acuifero conformado desde el sector
Calabozo hasta el Humedal Boca Maule, siendo la estacion
C12 la Unica de agua de mar, correspondiente al sector de la
desembocadura de dicho humedal. El resto de las estaciones
superficiales fueron tomadas en el estero Manco, desde el
sector de la Cascada hasta su desembocadura. Nuevamente,
la Ultima muestra de este sector correspondié a Playa Negra
(agua de mar). En cada estacion la muestra fue tomada
directamente con una botella estéril y adicionalmente se tomé
una muestra para determinar el oxigeno disuelto. Temperatura
y pH fueron medidos directamente mediante un pH metro
MW 102 Milwakee, asociado a una termocupla. Las muestras
fueron transportadas en cajas térmicas al laboratorio para su
inmediato procesamiento y andlisis.

Ficura 1. Area de estudio. / Study area.
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DETERMINACION DE BAcTEerIAs INDicADORAs FecaLes (FIB=FecaL
INDICATOR BACTERIA)

A todas las muestras de agua tomadas, se determind el
Numero mas Probable (NMP), de coliformes totales (CT) y
fecales (CF), siguiendo el protocolo PRT-712.03-005 (ISP,
2010) para agua dulce y marinas segiin APHA (2005).

DETERMINACION DE LA BIOMASA MICROBIANA VIVA (ATP)

La determinacion de la fraccion de ATP presente en las
muestras se realizdé en dos etapas siguiendo la metodologia
descrita por Holmes-Hansen & Booth (1966). 1L de la
muestra fue filtrada por Ester de Celulosa 0,22 um (Millipore)
bajo vacio inferior a 100 mm de Hg. El material obtenido en
el filtro fue sometido a una extraccién del ATP mediante un
bafo de ebullicién con buffer organico (Buffer Tris 20 mM, pH
7.,7). La cuantificacion del ATP extraido fue realizada mediante
el ensayo de bioluminiscencia para el cual se utilizé6 un ATP
meter Turner Designs Model TD 20/20, frente a una curva de
calibracion construida entre 0,01 y 100 nM, preparada desde
una solucion madre de 1 M de ATP, mediante diluciones
seriadas y para cuantificar el ATP extraido se utilizé FLE-250
para generar el complejo enzima-substrato.
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DEeTERMINACION DEL DNA MiToconDRIAL HUMANO (HMTDNA)

A partir de 500 mL de las muestras obtenidas, se obtuvo el
material particulado retenido en filtros de Polysulfona de
0,22 um (Millipore), a los cuales se les realizé una extraccion
de ADN mediante un buffer de lisis que contiene Tris-HCI
20mM a pH 5,2, EDTA 50 mM, SDS al 10% (p/v) y proteinasa
K (10 mg mL?). La mezcla obtenida se incubé a 50°C por
10 min y luego a -20°C por 20 min (repitiendo dos veces
este paso), para luego centrifugar a 14000 rpm por 5 min.
Al sobrenadante obtenido se agregé 500 pL de cloroformo:
fenol: alcohol isoamilico (24:25:1), agitado mediante vortex y
luego centrifugado a 14000 rpm por 5 min. Posteriormente,
mediante el uso de 2,5 volimenes de etanol al 95% (v/v),
se obtuvo el precipitado de los acidos nucleicos. El pellet
obtenido fue suspendido en agua PCR, la concentracién de
ADN vy su pureza fueron determinadas mediante el equipo
NanoDrop 2000. La calidad del ADN obtenido se evalué
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% tenido
con Gel Red y verificado bajo un transiluminador UV. EIl ADN
obtenido se utilizé para determinar el HmtDNA mediante el
uso de sondas TagMan para qPCR mediante la utilizacién de
un termociclador en tiempo real (Rotor Gene 6000 Corbett).
Para la amplificacién de la regién de ADN mitocondrial se
utilizaron los partidores HcytB-F y HcytB-R y la sonda HProbe
(Baker-Austin et al. 2010). Se utiliz6 como control positivo
un amplicén de PCR purificado con un niimero de copias del
HmtDNA conocido, estimado mediante la siguiente ecuacion:
N = [D / (ALX660)] X 6,022 x 10%, donde D (ng /uL) es la
concentracion del amplicon de PCR y AL (en pares de bases)
es la longitud de amplicon. La determinacién del nimero
de copias del HmtDNA se calculé mediante una curva de
calibracion de diluciones en orden logaritmico desde 10? a
108 copias/pL. Las eficiencias de la amplificacién y los analisis
de los datos obtenidos en el gPCR se realizaran mediante el
Software Rotor Gene 1.7.

DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Los cultivos positivos de coliformes fecales obtenidos se
utilizaron para preseleccionar cepas multiresistentes a
antibiéticos. Estas cepas fueron sembradas en placas de agar
LB marino con penicilina-estreptomicina y ampicilina, las
colonias con crecimiento positivo fueron incubadas en medio
liguido LB marino con el antibiético que presentd crecimiento
positivo. Posteriormente, se determind la resistencia a
antibiéticos mediante el método de difusién en disco
utilizando cuatro multidiscos (Valtek) que cubren las siguientes
familias de antibidticos: anfenicol (cloranfenicol 30 pg), amino
glucosido (amikacina 30 pg, gentamicina 10 pg, neomicina
30 pg), betalactamico (Sulfatamos / Ampicilina 10/10 ug),
Cefalosporina / Cefem (Ceftazidime 30 ug, Cefuroxima 30

ug, Cefalotina 30 pg, Cefadroxil 30 pg, Cefazolin 30 pg),
derivado de quinolona acido 20 pg, ciprofloxacino 5 pg,
norfloxacino 10 pg), macrdlidos y lincosamida (eritromicina
15 pg, clindamicina 2 pg), nitrofurano (furazolidona 100
ug, nitrofurantoina 300 pg), penicilina (ampicilina 10 ug,
oxacilina 1 pg U, penicilina 10 U), sulfonamida y similares
(Sulfatrimetroprim 25 ug, sulfonamida 250 ug) y tetraciclina
30 ug. Los resultados obtenidos se usaron para calcular el
indice de multiresistencia a antibiéticos (MAR): a / b donde a
es un numero de antibidticos a los que la cepa es resistente y
b es el nimero total de antibidticos expuestos.

CONSTRUCCION DE MAPAS DE RIESGO

Para la elaboracion de cartografias se utilizé una interpolacion
de distancia inversa (IDW) en el software ArcGIS 10.6, la cual
estima los valores de las celdas calculando promedios de los
valores de los puntos de datos de muestra en la vecindad de
cada celda de procesamiento, dando como resultado mapas
de densidad con diferentes intensidades de color, permitiendo
reconocer areas de mayor o menor concentraciéon de las
variables.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron andlisis estadisticos de los resultados obtenidos
en el periodo de estudio asociado a las correlaciones entre
los pardmetros microbioldgicos y bioquimicos. En un primer
paso, se analizé la homogeneidad de la varianza de los datos
mediante la prueba estadistica de Bartlett y la normalidad de
los datos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, ya que no se
puede asumir desde el n = 24. Comprobada la normalidad se
determinaron las correlaciones entre coliformes fecales (CF),
ADN mitocondrial humano (HmtDNA), biomasa microbiana
viva (ATP) e indice de Multiresistencia a antibiéticos (MAR),
obteniendo el coeficiente de correlacién de Pearson con sus
respectivos coeficientes de determinacién y valor p. Ademas,
para determinar su significancia, se realizd un andlisis de
varianza de unavia (ANOVA). Todos estos anélisis se realizaron
con el software estadistico R Studio 3.1.3.

RESULTADOS

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los resultados indican que la temperatura superficial para la
Bahia de Coronel se encontré en promedio a 15,6 + 0,9 °C
(rango 14,1 - 16,4 °C) y en estrato profundo (10m) a 13,2 +
0,6°C (rango 12,7 - 14,0 °C). Para los cuerpos de agua dulce
la temperatura superficial promedio corresponde a 19,1
+ 4,4 °C (rango 14,4 - 23,1°C), donde se observa ademas
un incremento de temperatura desde su parte alta a la
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desembocadura. Este mismo comportamiento se observo en
los cuerpos de agua dulce para el pH, con un promedio de 8,0
+0,9 (rango 7,0 - 9,8). En la bahia se observé un pH promedio
de 8,7 + 0,1 (rango 8,46 - 8,85). Para el estrato superficial
de la bahia (Om), se observé una concentracion promedio de
oxigeno disuelto de 3,23 + 1,19 mL L* (rango 1,31 - 5,12) y
para el estrato 10 m de 2,88 + 1,07 mL L' (rango 1,31 - 4,94).
En los cuerpos de agua dulce la concentracién promedio de
oxigeno disuelto se observo en 3,47 + 0,49 mL L* (rango 2,86
- 4,09).

Para caracterizar los pardmetros fisico-quimicos la
columna de agua de Bahia Coronel, se graficaron dos

d) e)

transectas: La primera mas paralela a la costa en el interior de
la bahia (Estaciones C6, C5 y C2), de Noroeste a Sureste (NO
- SE) y la segunda saliendo de la bahia (Estaciones C1, C5y
C7), en direccion Noreste-Suroeste (NE - SO). La temperatura
muestra una disminucién en toda la columna de agua desde
el NO hacia el SE (Fig. 2a) y un maximo en superficie hacia el
interior de la bahia (Fig. 2d, Estacion Cé). El oxigeno muestra
un minimo en superficie hacia el interior de la bahia (hacia Cé6;
Fig. 2b) y en profundidad de NE a SO (Fig. 2e). La salinidad
muestra un minimo en superficie, tanto al interior de la bahia,
como hacia el SO saliendo de la Bahia (Fig.2c y g).

f)

Ficura 2. Transecta paralela a la costa (Cé, C5, C2): a) Temperatura, b) Oxigeno, c) Salinidad. Transecta perpendicular a la costa (C1, C5,
C7): d) Temperatura, e) Oxigeno, f) Salinidad. / Transect parallel to the coast (C6, C5, C2): a) Temperature, b) Oxygen, c) Salinity. Transect
perpendicular to the coast (C1, C5, C7): d) Temperature, e) Oxygen, f) Salinity.
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COLIMETRIA, BIOMASA MICROBIANA VIVA (ATP), HMTDNA v
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN LA BAHIA DE CORONEL Y CUERPOS DE
AGUA DULCE DE LA COMUNA

Los resultados obtenidos para estos parametros se encuentran
contenidos en la Tabla 2. En la Bahia de Coronel, se observd
un valor promedio para la colimetria total de 42.994 + 58.760
NMP 100 mL* (rango 700 - >160.000) y de 37.360 + 61.094
NMP 100 mL?* (rango 460 - > 160.000), para la colimetria
fecal. Para la biomasa microbiana viva (ATP), se observd un
valor promedio de 428 + 168 pM (rango 134 - 680) y de 2,4 x
10'2 + 7,5 x 102 copias 100 mL* (rango nd - 2,4 x 10') para
el HmtDNA. Para los cuerpos de agua dulce se observd un
valor promedio para la colimetria total de 21.000 + 10.844
NMP 100 mL* (rango 7.000 - 35.000) y de 13.600 + 11.295
NMP 100 mL* (rango 4.600 - 28.000), para la colimetria
fecal. Para la biomasa microbiana viva (ATP), se observd un
valor promedio de 247 + 54 pM (rango 194 - 342)y de 7,0
x 107 £ 9,0 x 107 copias 100 mL* (rango nd - 2,0 x 10%) para
el HmtDNA.

Parala datatotal obtenida del drea de estudio, se determiné
la existencia de una correlacion altamente significativa (p <<
0,05), entre la colimetria fecal y la biomasa microbiana viva
(Fig. 3a). Esta correlacion, también se observé por separado
en la Bahia de Coronel y los cuerpos de agua dulce analizados
(Fig. 3b y 3c). Sumado a lo anterior, fue posible determinar
una correlacion significativa (p < 0,05), para la colimetria fecal
y el HmtDNA en la Bahia de Coronel, no asi en los cuerpos de
agua dulce (Fig. 4).

En la estacion 7 (C7), utilizada como &rea control fuera
de la Bahia de Coronel, se observaron los minimos valores
de colimetria total, fecal, HmtDNA y biomasa microbiana
viva en el estrato de 30 m de profundidad (Fig. 6, Tabla 2).
En esta estaciéon ademas se observé un minimo de salinidad
superficial (Fig. 2g).

AnNAusis MAR

En la Bahia de Coronel, para el indice MAR, se observé un
valor promedio de 0,31+ 0,14 (rango 0,13 - 0,54) y se aislaron
enterobacterias resistentes a Colistina en el 25 % de las
muestras analizadas. En los cuerpos de agua dulce, para el
indice MAR, se observé un valor promedio de 0,33 + 0,09
(rango 0,21 - 0,46) y se aislaron enterobacterias resistentes a
Colistina en el 42 % de las muestras analizadas. El analisis para
la colimetria fecal y el indice MAR, demuestra una correlacién
significativa (p < 0,05), pero solo en los cuerpos de agua dulce
(Fig. 5).

MAPAS DE RIESGO MICROBIOLOGICO

La interpolacion de la data total de colimetria fecal a Om
obtenida de la Bahia de Coronel, demuestra que toda el
area de estudio estd en riesgo microbiolégico dado que
todas las muestras analizadas para este estrato presentan
valores mayores que la NCh. 1.333 (Fig. 7a). En el estrato
superficial, se observan principalmente dos nucleos de alta
concentracion para la colimetria fecal, la biomasa microbiana
viva y el Indice MAR, al interior de la bahia (Figs. 7a, 7b y 7¢).
No obstante, para el HmtDNA (Fig. 7d) se observa solo un
nucleo de alta concentracion en la estacion 8 (Fig. 7d; C8), sin
la presencia del nucleo de alta concentracién en la estacién
6 (C6), como en los otros pardmetros. Esto se debe a que,
por razones técnicas, las muestras de Cé6 no amplificaron
para ningun estrato. Finalmente, cuando se aisla el estrato
de 10 m, se mantiene la consistencia en la distribucién de
las concentraciones para la colimetria fecal y la biomasa
microbiana viva, entorno a Cé (Figs. 8a y 8b), no obstante,
el indice MAR y el HmtDNA poseen distribuciones disimiles
(Figs. 8cy 8d).
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TasLA 1. Requisito bacterioldgico de calidad de agua para diferentes usos, extraido desde la Norma Chilena Oficial NCh. 1333 (1978,
modificada 1987). / Bacteriological water quality requirement for different uses, extracted from the Chilean Official Standard NCh.
1333 (1978, codified 1987).

Coliformes fecales maximo

Uso de agua NMP/100 mL
Agua para consumo humano 0
Riego <1000

Recreacién con contacto directo
Recreaciodn sin contacto directo

<1000
no existe indicacién
Agua destinada a estética no existe indicacién

Vida acuética no existe indicacion

TaBLA 2. Resumen de resultados obtenidos del muestreo de bahia Coronel y cuerpos de agua dulce. nd= no data. / Summary of results
obtained from sampling Coronel Bay and freshwater bodies.

Estaciones Profundidad C. Totales C. Fecales ATP HmtDNA indice Presencia
(m) (NMP/100mL) (NMP/100mL) (pmol/L)  (N° copias/100mL) MAR colistina
c1 0 28.000 17.000 520 nd nd 0,2 -
10 14.000 9.400 387 0,3 -
c2 0 17.000 17.000 544 5,3 x 10% 0,5 +
10 22.000 9.400 358 7,6 x 109 0,2 -
0 9.400 3.500 281 - 0,3 -
3 10 2.800 1.700 210 ey 0.2 :
0 15.000 5.400 337 . 0,2 -
c4 10 12.000 4300 305 L e 0.4 .
s 0 28.000 17.000 529 7,3 x 10°7 0,5 +
10 35.000 14.000 453 1,9 x 10% 0,1 -
cé 0 160.000 160.000 680 nd nd 04 +
10 160.000 160.000 692 0,2 -
c7 0 17.000 14.000 516 1,5 x 10% 0,5 +
10 7.000 4.600 277 2,6 x 10%° 0,2 -
30 700 460 134 4.4 x10% 0,4 +
C8 0 160.000 160.000 629 2,4 x 101 0,3 -
Cc9 0 14.000 7.000 242 1,3 x 10% 0,3 -
Cc10 0 14.000 4.600 221 1,9 x 10 0,4 +
Cc11 0 7.000 4.600 209 2,0 x 101° 0,4 +
C12 0 35.000 17.000 253 1,1 x 10% 0,3 -
Cascada 0 28.000 9.400 194 nd 0,2 -
Puente 0 35.000 28.000 273 nd 0,3 -
Des. Manco 0 28.000 28.000 342 5,2 x10% 0,5 +
Playa Negra 0 160.000 160.000 597 1,0 x 10 0,5 +
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Ficura 4. Correlacién entre la colimetria fecal y el DNA
mitocondrial humano (HmtDNA) en Bahia Coronel. / Correlation
between fecal colimetry and human mitochondrial DNA
(HmtDNA) in Coronel Bay.

Ficura 3. Correlaciones entre la colimetria fecal y la biomasa FiGura 5. Correlacion entre la colimetria fecal e indice MAR en
microbiana viva a) total b) Bahia Coronel c) Cuerpos de agua cuerpo de agua dulce de la comuna de Coronel. / Correlation
dulce. / Correlations between fecal colimetry and live microbial between fecal colimetry and MAR Index in a freshwater body of
biomass a) total b) Coronel Bay c) Freshwater bodies. the Coronel commune.
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Ficura 6. Perfiles de la estacién control (referencia) C7 fuera de Bahia Coronel. / Profiles of the control station (reference) C7 outside
Coronel Bay.
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a) b)

c) d)

Ficura 7. a) Colimetria fecal, b) Biomasa microbiana viva (ATP), c) Indice MAR y d) HmtDNA en el estrato superficial de la Bahia de
Coronel. La cartografia solo contempla las estaciones de la zona costera. / a) Fecal colimetry, b) Live microbial biomass (ATP), c) MAR
index and d) HmtDNA in the superficial stratum of Coronel Bay. The cartography only includes the stations in the coastal zone.
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a) b)

FiGura 8. a) Colimetria fecal, b) Biomasa microbiana viva (ATP), c) indice MAR y d) HmtDNA en el estrato 10 m de la Bahia de
Coronel. La cartografia solo contempla las estaciones de la zona costera. / a) Fecal colimetry, b) Live microbial biomass (ATP), c)
MAR index and d) HmtDNA in the 10 m stratum of Coronel Bay. The cartography only includes the stations in the coastal zone.
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DISCUSION

Los parametros fisicoquimicos determinados, son consistentes
con el sistema de surgencia frente a la costa de la regién
del Biobio, durante la temporada estival (Brandhorst 1971;
Ahumada & Chuecas 1979; Schneider et al. 2017). Esta gran
area oceanografica, se caracteriza en verano por las bajas
concentraciones de oxigeno disuelto, como consecuencia
de la intensificacion de la zona de minimo oxigeno (Sievers
& Silva 1982; Silva 1983). Esto es consistente con los bajos
valores promedios de oxigeno disuelto observado en el
presente estudio (3,23 + 1,19 mL O, L%).

Los valores de la colimetria fecal observada en toda el area
de estudio corresponden a uno y en casos puntuales, hasta
dos érdenes de magnitud mayores que lo establecido en la
NCh. 1333 (Tabla 1). Solo la estacién C7 (Fig. 1), mostré un
valor menor ala NCh.1333 en el estrato mas profundo (Fig. 6)
y mas salino (Fig. 2f). No obstante, el estrato mas superficial
y con una mayor concentracion de coliformes fecales, esta
asociado a una entrada de agua dulce (menor salinidad C7,
Fig. 2f). Los valores de coliformes fecales determinados
en el presente estudio, estdn en el rango de lo observado
previamente para la zona costera de la Regiéon del Biobio, asi
como también para los valores de la biomasa microbiana viva
(ATP) y HmtDNA (Gonzalez-Saldia et al. 2019).

Los valores delindice MAR en promedio, estan sobre lo que
se considera como los valores basales (0,22), que se pueden
encontrar en ambientes con baja perturbaciéon antrépica.
Mas aun, el maximo valor observado corresponde a 0,54,
que equivale a que los aislados bacterianos en una muestra
son capaces de resistir la accién de 13 de los 24 antibiéticos
testeados en el presente estudio. Este hallazgo también es
consistente con la presencia de enterobacterias aisladas que
poseen resistencia a Colistina en un 42% de muestras totales
analizadas, siendo el porcentaje de enterobacterias aisladas
resistentes a Colistina mayores en agua de mar que en agua
dulce. La resistencia a Colistina ha acaparado la atencion
de la Organizacién Panamericana y Mundial de Salud (OPS/
OMS 2016), debido a que la resistencia transmisible a este
antibidtico de dltima linea, utilizado para tratar infecciones
intrahospitalarias por bacterias multiresistentes, se ha
expandido a nivel mundial rapidamente (Erfanimanesh &
Hashemi 2016; AbuOun et al. 2017; Wang et al. 2018),
debido a su uso veterinario, como antibiético, pero también
como factor de crecimiento. Se calcula que para el afio 2050,
las infecciones por bacterias multiresistentes a antibiéticos,
podrian ser la primera causa de muerte a nivel mundial (Aslam
et al. 2018)

La correlacion altamente significativa (p << 0,05)

encontrada entre la colimetria fecal y la biomasa microbiana
viva (Figs. 3a, 3b y 3c), indican que una alta proporcion de
los microbios presentes en las muestras de agua de toda el
area de estudio, corresponden a microbios entéricos. En el
caso de Bahia Coronel, la correlacién significativa (p < 0,05),
encontrada entre la colimetria fecal y en HmtDNA indica que
la alta contaminacién por coliformes fecales presentes en la
columna de agua de la bahia seria de origen humano. En la
estacion 8 (C8), que solo fue muestreada en superficie, se
determiné el mayor nimero de copias del gen COlI, utilizado
en el presente estudio para identificar el DNA mitocondrial
humano (HmtDNA; Fig. 7d). Consistentemente, en esta misma
estacion, se determiné una de las mas altas colimetrias fecales
determinadas, asicomo enlaestacion Cé(Tabla 2; Fig. 7a). Enel
Humedal Calabozo, la deteccién del HmtDNAYy las colimetrias
fecales entre 4,6 a 7 veces sobre la NCh.1333 (Tabla 1 y Tabla
2), indican la presencia de material fecal humano, no obstante,
parte de esta contaminaciéon también puede ser producto
de contaminacion fecal de un origen distinto al ser humano
debido a la falta de correlacion entre estos dos parametros
y a la actividad agricola de la zona. No obstante, un mayor
nimero de muestras y en distintos periodos del afo, deberian
ser realizadas para incrementar la resolucién espaciotemporal
de la trazabilidad de la contaminacién fecal existente en esta
area, incluido el Humedal Boca Maule. En tanto, la ausencia
de deteccién de HmtDNA en el sector Cascada y Puente del
Estero Manco, indica que la contaminacion fecal determinada
ahi corresponderia a un origen no humano, siendo también
la actividad agricola y otras fuentes difusas, la explicacién
mas plausible para dicha contaminacion. Un estudio con
mayor resoluciéon espacio-temporal también deberia ser
realizado en esta area para trazar el origen mas preciso de
la contaminacion fecal ahi determinada. Ese estudié podria
proporcionar la informacién base para disenar medidas de
mitigacion y erradicacion de la contaminacion fecal en estos
cuerpos de agua dulce que pudiesen ser utilizados con fines
recreacionales o como reservas de agua dulce estratégicas
en caso de emergencias, como las catastrofes naturales
observadas regularmente en nuestro pais.

La correlacién positiva y significativa entre la colimetria
fecal y el indice MAR determinada en los cuerpos de agua
dulce, sugiere que este tipo de contaminacion es uno de
los factores principales para la diseminacién de bacterias
multiresistentes en esta area, como ha sido descrito
previamente para ambientes contaminados con material fecal
humano y de animales de crianza (Karkman et al. 2019).

Finalmente, los mapas de riesgo microbiolégico (Figs.
7 y 8), son consistentes con las correlaciones significativas
observadas en el presente estudio entre la colimetria fecal y la
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biomasa microbiana viva, asi como con el DNA mitocondrial
humano (HmtDNA). Dos son los focos de contaminacién
fecal determinada en Bahia Coronel (estaciones Cé6 y C8; Fig.
7a), siendo uno de ellos, consistente con contaminacién fecal
humana (C8). Desafortunadamente y por un error técnico, no
fue posible amplificar HmtDNA desde las muestras obtenidas
en la estacién 6 (C6) y tampoco a la fecha ha sido posible
repetir esta muestra. No obstante, el valor de colimetria
determinado en la estacién Cé6 (160.000 NMP 100 mL?; Tabla
2), independiente de la especie de origen que se trate, indica
un riesgo para la salud de poblacién humana costera.

En el futuro, el comportamiento estacional de la
contaminacion fecal humana, al interior de Bahia Coronel
y la zona costera adyacente, deberia ser determinado
considerando las variables climaticas, en especial el régimen
de viento, que domina la circulacion de la zona costera de la
Region del Biobio (Schneider et al. 2017; Sobarzo et al. 1997).
En un contexto climatico, la contaminacion fecal humana
de esta zona podria verse agravada en el tiempo, ya que se
prondstica un incremento en la frecuencia y magnitud de los
episodios de tormenta en la zona costera de Chile (Vicufa
et al. 2013), asi como un oleaje cada vez mas paralelo a la
costa (Goubanova et al. 2011). Este efecto podria incrementar
la retencién de las particulas en el borde costero, las que
podrian ser transportadas por los aerosoles, sobre la poblacién
humana costera, como lo demuestran experimentos de
dispersion de colorantes en la zona de rompiente que han
detectado la marca quimica a mas medio Km tierra adentro y
por al menos dos dias (Pendergraft et al. 2021). El efecto de
los aerosoles sobre la salud de la poblacion humana costera
ha sido demostrado, por ejemplo, durante florecimientos
activos de Karenia brevis, un microorganismo productor de
brevetoxinas capaces de producir sintomas respiratorios de
las vias altas y bajas, especialmente en personas con asma
bronquial, que habitan o visitan la zona costera durante
estos florecimientos (Fleming et al. 2006). Asi también,
el transporte hacia tierra de microrganismos patégenos y
substancias quimicas tipicas de la contaminacién por aguas
servidas vertidas en la zona costera ha sido demostrada
recientemente (Pendergraft et al. 2023). Finalmente, a
pesar de que el limite para el riesgo de la salud humana con
respecto a los niveles de contaminacién fecal en el agua esta
establecido por normas a nivel internacional, por ejemplo, la
Norma Chilena 1333 (< 1000 NMP 100mL?), o sus analogas
(p.e. EEUU = 200 NMP 100mL1), estas consideran solo el
contacto directo con la matriz acuatica. Al respecto, cuél es
el limite en los aerosoles, asi como sus implicancias sobre la
salud humana, alin es materia de investigacién.
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CONCLUSIONES

La contaminacién fecal determinada en el area de estudio
se encuentra uno a dos érdenes de magnitud mayores con
respecto a la NCh. 1333.

La contaminacién fecal del area de estudio corresponde
a bacterias entéricas capaces de soportar las condiciones
ambientales, pudiendo ser persistentes en el tiempo.

Existe un alto riesgo para la salud humana en el area de
estudio durante el periodo estival, lo que es consistente con
el alto indice de Hepatitis A de la poblacion humana costera
de la comuna de Coronel.

La erradicacion de este tipo de contaminacion en el area
de estudio podria tener un rol muy importante para detener
los procesos de expansion de la multiresistencia a antibiéticos
en la comuna de Coronel.

Se recomienda estudiar el comportamiento de la
contaminacién fecal humana en distintas condiciones
estacionales (climaticas), a través del afo, para establecer
las areas de mayor riesgo para la salud humana a través de
tiempo, asi como las posibles vias alternativas de exposicién a
este riesgo microbioldgico (e.g., rol de los aerosoles marinos).
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