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PREFACIO 

En todo el mundo ha sido reconocido el papel esencial del agua subterránea en el 

estudio integrado de los recursos hídricos por (1) su relevancia en el funcionamiento del ciclo 

hidrológico, desempeñando un rol fundamental como agente geológico, para diferentes 

períodos de tiempo, en la formación de numerosos paisajes, suelos, yacimientos minerales, 

entre otros (2) su importancia formando acuíferos y constituyendo un recurso vital, la mayor 

cantidad de agua dulce líquida del planeta, de gran utilidad para la mayoría de las actividades 

que se desarrollan en el medio socio-productivo. 

La presente colección de cuadernos (Serie científica "Katarumen" -perforar algo hasta 

traspasarlo-) estará dedicada a la presentación de aspectos básicos del conocimiento 

científico de la geología, hidrometeorología, hidráulica, geoquímica, modelación numérica, 

química isotópica, contaminación, entre otros, que contribuyen al conocimiento más acabado 

del funcionamiento de los acuíferos, siempre con una mirada que sea de utilidad para 

solucionar los problemas de aguas subterráneas de la provincia e incluso el país 

Los cuadernos están estructurados de manera sencilla, mostrándose aspectos básicos 

del tema seleccionado de manera que puedan servir de base a aquellos que emprendan 

estudios similares tratándose en cada caso de mostrar ejemplos de aplicaciones de uso en un 

ambiente hidrogeológico determinado. 

Es de esperar que la información sea de provecho para el público al que está destinada, 

alcanzándose así parte de los objetivos del proyecto que dio origen a este emprendimiento. 

 

Dra. M. Blarasin 

Investigadora Responsable  

PID 35/08 Aguas Subterráneas 
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INTRODUCCIÓN 

CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL AGUA 

El agua es de vital importancia para la vida en la Tierra. La influencia de actividades 

realizadas por el hombre, en los ámbitos urbanos, rurales e industrial, pueden afectar los 

recursos hídricos superficiales y subterráneos. 

Desde el punto de vista de la salud pública se pueden adquieren numerosas 

enfermedades vehiculizadas por microorganismos (bacterias, parásitos, protozoos y virus). La 

contaminación fecal de aguas que sirven como fuente de abastecimiento es uno de los 

problemas más preocupantes en los países en vías de desarrollo. Para la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) los patógenos fecales son los que más preocupan a la hora de fijar 

metas de protección de la salud (OMS, 2003). 

Los agentes patógenos involucrados en la trasmisión hídrica pueden causar 

enfermedades con diferentes niveles de gravedad, desde una gastroenteritis simple hasta 

severos. Los agentes patógenos que pueden estar presentes en aguas y cuya transmisión 

hídrica ha sido demostrada, pertenecen a los siguientes grupos: 

 

Bacterias 

 

Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae, Escherichia coli, 

Yersinia enterocolítica, Campylobacter jejuni, 

Plesiomonas shigelloides, Aeromonas 

Virus 
Enterovirus, Astrovirus, Virus de la Hepatitis A y E, 

Rotavirus A y B, Calicivirus, Virus Norwalk-like 

Protozoos 

Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Entamoeba 

histolytica, Balantidium coli, Cyclospora var. 

cayetanensis, Dracunculus medinensis 

Cyanobacterias Anabaena, Microcystis 

 

 

 

 

EVALUACIÓN DE LA CALIDAD DEL AGUA SUBTERRÁNEA MEDIANTE LA CARACTERIZACIÓN 

FENOTÍPICA Y GENOTÍPICA DE BACTERIAS Escherichia coli AISLADAS  

Gambero, M.L
1
., M. Blarasin

2
, S. Bettera

1
 y J. Giuliano Albo

2
 

1Departamento de Microbiología e Inmunología. 2Departamento de Geología. Universidad Nacional de Río Cuarto. Ruta 36 

Km 601. TE: 0358-4676229 
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INDICADORES MICROBIOLÓGICOS 

El análisis de la calidad microbiológica del agua requiere de métodos sensibles que 

permitan medir el grado de contaminación fecal. Los análisis de microorganismos patógenos 

son caros y el procedimiento es largo. Por tales razones, la evaluación de la calidad 

microbiológica del agua de abastecimiento humano se basa en la determinación de 

indicadores bacterianos. La concentración de bacterias indicadoras en el agua ha sido 

utilizada por décadas para evaluar su calidad y seguridad higiénico-sanitaria. Tales bacterias 

no son precisamente patógenas, pero predominan en desechos de origen humano y animal, 

donde es probable que existan organismos patógenos. 

Diversos estudios han demostrado la importancia de detectar  indicadores fecales en 

ambientes acuáticos ya que manifiestan que el agua puede vehiculizar patógenos fecales 

humanos. En el año 2003, la OMS recomienda a E. coli como el mejor indicador de 

contaminación fecal. Su presencia en el agua indica la posible existencia de patógenos fecales 

y como consecuencia un riesgo potencial para la salud (Bower et al., 2005; Cabral, 2010; 

Ibekwe et al., 2011; Carlos et al., 2012). 

METODOLOGÍAS MICROBIOLÓGICAS PARA LA EVALUACIÓN DE LA FUENTE DE 

CONTAMINACIÓN FECAL EN AGUA 

E. coli tiene diversas características fenotípicas y genotípicas, algunas de ellas las 

comparten entre cepas expuestas a un mismo ambiente, debido a la presión selectiva. El nivel 

de presión selectiva ejercida en un determinado ambiente puede ser utilizado como criterio 

para identificar la fuente de contaminación fecal en ambientes acuáticos. Puesto que, la sola 

presencia de E. coli en el agua no brinda información definitiva de su posible origen (Ahmed et 

al, 2007; Unno et al., 2010; Ibekwe et al., 2011), determinar las fuentes contaminantes en 

ambientes hidrológicos es importante para poder establecer estrategias de remediación y de 

este modo proteger los suministros de agua con el fin de minimizar los riesgos para la salud 

asociados con tales contaminantes (Bonjoch et al., 2004; Ahmed et al., 2007). 

Diferentes métodos fenotípicos (basados en características fisiológicas o bioquímicas) y 

genotípicos (basados en el estudio del ADN) son utilizados como herramienta para examinar 

la presión selectiva con el fin de dilucidar la fuente de contaminación fecal en diversos 

ambientes acuáticos superficiales (Parveen et al., 1997; Wiggins et al., 1999; Bernhard et al., 

2000; Meays et al., 2004; Hamilton et al., 2006; Ahmed et al., 2007; Ksoll et al., 2007; 

Gourmelon et al., 2007; Ibekwe et al., 2011). Entre los métodos fenotípicos, el estudio de 

perfiles de resistencia a antibióticos de bacterias indicadoras es el más utilizado. Esta técnica 

es empleada por numerosos grupos de investigación para diferenciar fuentes de E. coli de 

origen humano y animal en agua. 
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Esta metodología se basa en que bacterias de origen fecal humano tendrían mayor 

resistencia a antibióticos de uso específico que aquellas de origen animal. Además bacterias 

aisladas de origen ganadero tendrían mayor resistencia a otro tipo de antibióticos (Meays et 

al., 2004). Los antibióticos pueden seleccionar microorganismos resistentes en el tracto 

gastrointestinal, particularmente cuando estos son usados a niveles subterapéuticos, 

proporcionando un potencial reservorio para la diseminación de bacterias resistentes al 

ambiente. E. coli es el organismo más importante y más estudiado en la prevalencia de la 

resistencia a antibióticos entre microorganismos intestinales. Por otra parte, esta técnica tiene 

la ventaja de ser rápida, simple y de bajo costo (Koike et al., 2007; Unno et al., 2010; Carlos et 

al., 2011). 

Aunque este método tiene limitaciones (inestabilidad genética y cambios en el uso de 

antibióticos), que pueden alterar los perfiles de resistencia obtenidos, sigue siendo una 

herramienta de gran utilidad. Diversos autores recomiendan salvar dichas limitaciones 

empleando conjuntamente métodos genotípicos.  

Actualmente, las técnicas genotípicas son utilizadas en diversos estudios ambientales y 

se basan en el análisis de perfiles genéticos o fingerprinting que permiten la diferenciación de 

cepas bacterianas. Tales técnicas resultan prometedoras para discriminar el origen de la 

contaminación fecal en agua (Carson et al., 2001, Meays et al., 2004; Johnson et al., 2004; Lu 

et al., 2005; Ibekwe et al., 2011). 

La bibliografía muestra que la técnica molecular BOX-PCR, incluida dentro la familia de 

REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic), es una de las herramientas moleculares más 

utilizadas en estudios hidrológicos, para el monitoreo y detección de contaminantes fecales en 

sistemas superficiales (Dombek et al., 2000; Carson et al., 2001; Mohapatra et al., 2008; 

Lyautey et al., 2010, Ibekwe et al., 2011). Los perfiles genéticos generados a través de esta 

técnica permiten diferenciar especies, sub-especies y cepas (Nikam, 2004). Se caracteriza por 

su simplicidad, rapidez (menos de 24 h) y su relativo bajo costo (Dombek et al., 2000; Meays 

et al., 2004). Por otra parte, Versalovic et al., (1994) y Louws et al., (1996) han demostrado que 

esta técnica es reproducible y posee alto poder discriminante.   

El estudio de la caracterización molecular en bacterias indicadoras de contaminación 

fecal, ha sido investigado en diversos ambientes hidrológicos superficiales con el fin de 

dilucidar el origen contaminante. Sin embargo, no se han publicado aún estudios sobre la 

composición génica de E. coli aisladas de acuíferos. En Argentina la excepción corresponde a 

los trabajos derivados de la tesis doctoral de Gambero (2014), en lo que se da cuenta de 
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estudios genotípicos en bacterias aisladas de muestras de agua del acuífero libre en el sur de 

Córdoba. 

En el presente trabajo se describen de manera resumida dos metodologías 

microbiológicas que permiten determinar la presencia y posible fuente de contaminación fecal 

en ambientes acuáticos. El mismo, tiene como fin seguir contribuyendo al conocimiento del 

recurso hídrico para su cuidado y conservación. 

Para ello se evaluó la calidad del agua subterránea de la cuenca Barranquita-Knutzen y 

se determinó la presencia de E. coli en el acuífero libre. Finalmente se realizó la 

caracterización fenotípica, mediante el estudio de la resistencia a antibióticos, y genotípica, a 

través del análisis de perfiles genéticos por la técnica molecular BOX-PCR (Figura 1). 

 

OBJETIVO: Evaluar la calidad microbiológica del agua subterránea mediante la 

detección de la fuente de contaminación fecal en la Cuenca Barranquita-Knutzen, Córdoba.  

ÁREA DE ESTUDIO 

El área de estudio elegida para llevar a cabo la presente investigación abarca la cuenca 

de los arroyos Barranquita-Knutzen. Ésta se encuentra ubicada en el Departamento de Río 

Cuarto, en la Llanura Chaco-Pampeana Argentina, al Sur de la provincia de Córdoba (Figura 

2). 

Figura 1: Perforaciones censadas de la cuenca Barranquita-Knutzen. Análisis 
fenotípicos y genotípicos de E. coli aisladas del acuífero libre. 

Resultados del estudio genotípico Resultados del estudio bacteriológico/fenotípico 

Tareas de campo y 
laboratorio 
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La cuenca presenta un área de 292 Km2 de 

superficie, donde se pueden observar pequeñas 

localidades como La Barranquita y Cuatro Vientos. 

Es un área dominantemente rural, donde se 

práctica la agricultura y subordinadamente la 

ganadería. La actividad ganadera se encuentra en 

casi la totalidad de la cuenca y predomina la 

práctica de siembra directa que implica uso 

intensivo de agroquímicos (plaguicidas y 

fertilizantes). Los cultivos dominantes son la soja, 

luego el maíz y en menor medida el trigo y 

forrajeras. 

La actividad ganadera se destaca en el área 

pedemontana, principalmente la ganadería bovina 

y en menor medida porcina. En la zona serrana se 

destaca la ganadería extensiva, donde se 

aprovechan los pastos naturales existentes, 

siendo común el sobrepastoreo en algunos 

sectores (Figura 3). En la cuenca el agua subterránea se utiliza para consumo animal y 

humano. 

 

Figura 3: Mapa de uso actual del territorio. Fuente: Giuliano Albo, 2013. 

 

Figura 1. Area de estudio 

Córdoba Argentina 

Figura 2. Área de estudio. Cuenca 
Barranquita-Knutzen 
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En este apartado es importante mencionar que muchos problemas ambientales surgen 

de aquellos impactos producidos directamente por las actividades antrópicas, como la 

contaminación de cuerpos de agua. Una consecuencia de estas actividades, es la 

propagación de microorganismos patógenos en el ambiente que pueden generar un fuerte 

impacto sobre la salud humana. En condiciones naturales las aguas subterráneas contienen 

muy pocos microorganismos debido principalmente a la escasez de nutrientes. Sin embargo, 

cuando la acción del hombre modifica el funcionamiento natural de los acuíferos, puede 

provocar una proliferación anormal de microorganismos y/o la llegada de patógenos 

provenientes del exterior (Bartram et al., 2003; Chin, 2006). 

ASPECTOS HIDROGEOLÓGICOS 

 Características hidrometeorológicas: El clima de la zona es del tipo mesotermal-

subhúmedo-seco con nulo a pequeño exceso de agua. La precipitación media anual es de 

732 mm. El balance hídrico seriado demostró que a lo largo de los años han existido períodos 

de déficit y otros con excesos de agua con montos variables, parte de los cuales recargan el 

acuífero freático. Éstos últimos son justamente los que contribuyen a la llegada de 

microorganismos al acuífero. El 75 - 80 % del monto anual de las precipitaciones se 

concentran en primavera-verano, período en el que se producen los mayores excesos 

hídricos, es posible suponer que las llegadas más importantes de contaminantes y de 

bacterias ocurrirán en este período. 

 Características geológicas: Las características geológicas del área de estudio  tiene 

una notoria incidencia en sus procesos hidrodinámicos y geoquímicos, que intervienen en el 

comportamiento bacteriano. En esta zona dominan depósitos eólicos de tipo loésicos, con 

gravillas dispersas en cercanías del ambiente serrano, e intercalaciones de paleocauces con 

sedimentos más gruesos (areno-gravosos). 

 Características hidrológica subterránea: El acuífero libre en la cuenca es 

heterogéneo y con espesores variables. Está constituido fundamentalmente por sedimentos 

loésicos, arenas muy finas a limosas que intercalan con paleocauces formados por 

sedimentos gruesos (arenas y gravas de alta permeabilidad), sepultados a diferentes 

profundidades. La profundidad del nivel freático es muy variable (Figura 4), condicionada por 

el relieve, adquiriendo valores entre casi 0 y 43 m, aspecto muy importante que condiciona la 

llegada de bacterias al acuífero (Gambero et al., 2014). 
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DESARROLLO DE METODOLOGÍAS DE DETECCIÓN DE CONTAMINANTES FECALES 

- Caracterización fenotípica y genotípica de E. coli: su relación con aspectos 

hidrogeológicos y usos del territorio. 

En este trabajo se describen los 

resultados de fenotípicos y genotípicos de 

E. coli aisladas de agua subterránea de la 

cuenca Barranquita-Knutzen. El análisis 

bacteriológico para esta cuenca mostró 

que la presencia de E. coli se observó en 7 

de las 36 perforaciones monitoreadas 

(aproximadamente el 20%) de agua 

subterránea y se aislaron un total de 8 

cepas (Figura 5 y Tabla 1). 

 

Figura 4: Mapa de profundidad del nivel freático. Fuente Giuliano Albo, 2013. 

 

 
Cuenca Barranquita-

Knutzen 
 

 
Sitios de  
muestreo 

 
Usos del territorio 

 
Número 

de 
cepas 

aisladas 

 
Cepas 

n=8 

B6 Agricultura, ganadería subordinada. 2 M29(1) M29(2) 

B16 Agricultura. Ganadería: Corrales de ovejas, 
caballos. 

1 M40 

B24 Agricultura. Ganadería subordinada. 1 M49 

B31 Agricultura y ganadería. Corrales de porcinos y 
ovinos. 

1 M182 

B43 Agricultura. Ganadería: corrales de cerdos, 
cabras. 

1 M170 

B61 Agricultura (maíz y soja). Corrales vacunos. 1 M180 

 
 
 
Agua subterránea 

B62a Corrales vacas y cerdos. Feddlot (8 meses). 1 M184 

Tabla 1: Identificación y cantidad de cepas de E. coli aisladas, con su correspondiente sitio de 
muestreo y usos del territorio. 

Figura 5: Porcentaje de E. coli (presencia o 
ausencia) en el agua subterránea. 

E. coli  aislada de acuífero

80%

20%
Ausencia

Presencia
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Con respecto a las características fenotípicas, el patrón de resistencia a antibióticos 

mostró que los más altos porcentajes de resistencia, se observaron para ampicilina (AMP), 

seguidamente a tetraciclina (TET), antibióticos de uso común en actividades ganaderas 

(medicina veterinaria y promotores de crecimiento). Mientras que resultaron altamente 

sensibles a los antibióticos de uso común en medicina humana ciprofloxacina (CIP), 

amoxicilina-ácido clavulánico (AMC), cloranfenicol (CMP) y cefalotina (CEF). Estos resultados, 

además de los datos registrados a campo, revelaron que la fuente de contaminación fecal en 

el agua subterránea podría ser mayoritariamente de residuos animales, aunque exista la 

actividad humana en la zona. (Figura 6). 

 
En lo referente a las características genotípicas, el análisis de los perfiles genéticos por la 

técnica molecular BOX-PCR, mostró en el análisis de cluster un grupo dominante (64,7%), que 

mostraron porcentajes de similitud genética mayores a 85% (Figuras 7 y 8). Esto demostró la 

alta homogeneidad genética de las poblaciones microbianas y en conjunto con los datos 

registrados a campo, esto evidenció la llegada de E. coli al agua subterránea, desde de una 

fuente común contaminante.  

Figura 6: Patrón de resistencia a antimicrobianos de E. coli aisladas de agua subterránea. 

PEN ERY AMP TET CIP CEF AMC CMP

0
10
20
30

40
50

60

70

80

90

100

%

Antibióticos (%)

Resistente

Intermedio

Sensible

Resistente 100 100 63 50 0 12 12 0

Intermedio 0 0 12 25 0 50 25 0

Sensible 0 0 25 25 100 38 63 100

PEN ERY AMP TET CIP CEF AMC CMP
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RELACIÓN ENTRE LOS PERFILES GENÉTICOS DE CEPAS DE E. COLI AISLADAS DE 

AGUA Y DE ORIGEN HUMANO. 

Una ventaja importante que tiene BOX-PCR es el alto poder discriminante. Por medio del 

análisis estadístico multivariado, Análisis Discriminante Canónico, se compararon los perfiles 

genéticos de E. coli aisladas de agua y cepas de origen humano (Figura 9). El estudio 

Figura 7. Dendrograma y perfiles genéticos de productos de amplificación mediante 
BOX-PCR de cepas de  E. coli. En este análisis también se incorporaron cepas aisladas 
de ambientes superficiales de la misma cuenca. 

         M23(1) M23(2) M23(3) M27(1) M27(2) M37(1) M37(2) M51(1) M51(2)  M29(1) M29(2) M40 M49 M184   M170   M180   M182  M 

 

pb 

250 

2000 

500 

1500 

750 

1000 

3000 

Figura 8. Gel de electroforesis mostrando los perfiles de productos de amplificación de 
ADN por BOX-PCR. Calles 1 a 17 cepas de E. coli de ambientes acuáticos, cuenca 
Barranquita-Knutzen. Calle 18: marcador de peso molecular de 1kb. 

  Figura 6.3.2.2: Dendrograma y perfiles genéticos de 

productos de amplificación mediante BOX-PCR de cepas de  E. coli. 
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demostró que la técnica molecular resultó eficiente para separar las poblaciones de E. coli 

aisladas de agua subterránea de la cuenca y cepas de E. coli de origen humano. También, 

este análisis demostró la alta homogeneidad genética de las cepas aisladas de la cuenca 

Barranquita-Knutzen y permitió estimar, junto con los registros de usos del territorio, que la 

actividad ganadera sería la de mayor impacto aún cuando existiera la actividad humana.  

 

En conclusión, el análisis de los perfiles de resistencia a antibióticos y el estudio de 

diversidad genética mediante BOX-PCR demostró que ambas metodologías, utilizadas en 

conjunto con estudios hidrodinámicos y usos del territorio, permitieron realizar una buena 

interpretación de las probables fuentes contaminantes, separando posible influencia humana o 

animal. Además, las mismas resultaron rápidas y económicas, lo cual es una ventaja muy 

importante cuando se requiere implementar métodos eficaces para la examinación de rutina 

de la calidad del agua. 

 

Figura 9. Análisis de las funciones discriminantes canónicas de cepas 
de E. coli. Grupos de orígenes: agua superficial y subterránea de la 
cuenca y de materia fecal de origen humano. El agrupamiento de los 
distintos orígenes por dos funciones discriminantes resultó 
estadísticamente significativa (p<0,001). El centroide del grupo es la 
media del valor de cada función discriminante para los miembros de 
cada grupo. 
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EL AGUA SUBTERRÁNEA EN LA SOCIEDAD CORDOBESA

Los “Cuadernos de Aguas subterráneas” son una colección de escritos pensada para 
mostrar a la sociedad aspectos vinculados a la dinámica, calidad y edad del agua 

subterránea, su relación con las aguas atmosféricas y superficiales e incluso con las 
actividades que desarrollan las personas. 

Los Cuadernos se estructuraron en un conjunto de 3 series, técnica, científica y 
didáctica, a las que se les colocaron nombres con vocablos del lenguaje mapuche-
ranquel en honor a los pueblos originarios que habitaron parte de la provincia de 

Córdoba.
La Serie técnica (“Keipünentum”-sacar algo escarbando-) está dedicada a aspectos 

vinculados al “Uso y Manejo de aguas subterráneas”, por lo que la principal temática a 
abordar en los diferentes números de la misma será aquella vinculada a las aptitudes 
de uso de aguas subterráneas para actividades industriales, consumo humano, riego, 

ganadería y otro tipo de emprendimientos. También incluirá técnicas de manejo 
como el drenaje de acuíferos, cálculo de perímetros de protección, remediación de 

acuíferos contaminados o técnicas de perforación y diseño de captaciones.

La serie científica (“Katarumen”-perforar algo hasta traspasarlo-) estará dedicada a la 
presentación de aspectos básicos del conocimiento científico de la geología, 

hidrometeorología, hidráulica, geoquímica, modelación numérica, química isotópica, 
contaminación, entre otros, que contribuyen al conocimiento más acabado del 

funcionamiento de los acuíferos, siempre con una mirada que sea de utilidad para 
solucionar los problemas de aguas subterráneas de la provincia e incluso el país.
Finalmente, la serie didáctica (“Aucantun-ko” -jugar, agua-) tiene como finalidad 
primordial realizar la transposición didáctica, es decir transmitir el conocimiento 

científico a niños y jóvenes a través de su adaptación, en algunos casos realizando 
simplificaciones adecuadas a diferentes edades y desarrollos intelectuales. En este 

caso el material puede servir de apoyo para el trabajo de los docentes.

El emprendimiento ha sido posible gracias al apoyo brindado por MINCYT (Ministerio 
de Ciencia y Técnica de la Provincia de Córdoba y FONCYT (Ministerio de Ciencia, 

Tecnología e Innovación Productiva, Presidencia de la Nación) que financian el 
proyecto “PID 35/08 Dinámica, calidad y reservas de aguas subterráneas de la 

provincia de córdoba: potencialidad para usos productivos y sociales”. En el proyecto 
intervienen docentes, profesionales e investigadores de diferentes Universidades y 

Organismos radicados en la provincia de Córdoba y vinculados al agua de diferentes 
modos (gestión, investigación, uso, etc.).
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