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ABSTRACT

In a rural watershed in Chile, the scarce groundwater available
represents almost the only water source both for agriculture
and domestic use. This water has microbiological quality
problems, which result in an agricultural and local economic
development constraint. Contamination can come from punctual
or diffuse sources. Characterizing the microbiological quality of
groundwater allows both to identify sources from the point of
view of whether they are point or non point —thus facilitating
their reduction or elimination— and to determine health hazards
likely to affect the population in the area under study. This study
aimed to improve the state of knowledge on the microbiological
quality of groundwater at a rural watershed. Forty two wells
were seasonally analyzed over a one-year period. The indicators
microorganisms —total coliforms, fecal coliforms and fecal
streptococci— were quantified. The study of the probable origin
of the indicators was undertaken using the fecal coliform to
fecal streptococci ratio, biochemical identification of enteric
bacteria, and somatic coliphages detection as presence of human
enteric virus indicator. Temporal contamination dynamics
was determined with statistical analysis of indicator organism
concentration. Results suggest that the main source of fecal
contamination is of animal origin, a diffuse one. Concentrations
of bacterial indicators have a temporal basis showing variable
levels among seasons, with a higher concentration in the rainy
one. All analyzed wells contain opportunistic pathogens.

Key words: Fecal coliforms, fecal streptococci, groundwater,
microbiological contamination, total coliforms.

INTRODUCTION

roundwater supply is generally perceived as
less vulnerable to contamination than surface
water, due to the natural filtering ability
of the subsurface environment and the distance
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RESUMEN

En una cuenca rural en Chile, la escasa agua subterranea dispo-
nible representa casi la iinica fuente de agua para uso agricola y
doméstico. Esta agua tiene problemas de calidad microbioldgica,
que resultan en una restriccion agricola y de desarrollo econémi-
co local. La contaminacién puede provenir de fuentes puntuales
o difusas. La caracterizacion de la calidad microbiolégica del
agua subterranea permite tanto identificar las fuentes del punto
de vista de si son puntuales o no puntuales —lo que facilitaria
su reduccién o eliminacién— como para determinar riesgos a la
salud que puedan afectar a la poblacion del irea estudiada. El
objetivo de este estudio fue mejorar el estado del conocimien-
to acerca de la calidad microbiolégica del agua subterrinea en
una cuenca rural. Por temporada se analizaron 42 pozos en
un periodo de un afio. Los microorganismos indicadores —total
de coliformes, coliformes fecal y estreptococos fecales— fueron
cuantificados. Para el estudio del probable origen de los indica-
dores, se usé la proporcién de coliformes fecales a estreptococos
fecales, identificacion bioquimica de bacteria entérica, y la de-
teccién de colifagos sométicos como indicadores de la presencia
del virus entérico humano. Se determiné la dinamica de conta-
minacién temporal con un anilisis estadistico de la concentra-
cion de organismos indicadores. Los resultados sugieren que la
fuente principal de contaminacién fecal es de origen animal, una
fuente difusa. Las concentraciones de indicadores bacterianos
tienen una base temporal, lo que conlleva a diferentes niveles en-
tre temporadas, con una mayor concentracién en la temporada
lluviosa. Todos los pozos contienen patégenos oportunistas.

Palabras clave: Coliformes fecales, estreptococos fecales, agua
subterranea, contaminacién microbiolégica, coliformes totales.

INTRODUCCION

n términos generales, el agua subterrdnea es
percibida como menos vulnerable a la con-
taminaciéon que el agua superficial, debido a
la capacidad de filtracién natural del ambiente de la
subsuperficie y la distancia que los microorganis-
mos tendrian que recorrer para alcanzar la fuente
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microorganisms would have to travel in order to
reach the groundwater source. However, household
wells in rural areas are susceptible to contamination
because they are shallow, may be less carefully
maintained, and can be located in close proximity to
areas with loading of human or animal feces. This
fecal contamination comes from different sources,
livestock being the most frequent one, which creates
a diffuse source (Tian ef al., 2002), and inadequate
on-site human waste disposal systems, which
contributes to fecal contamination of watersheds as
a point source. This fecal material is of high risk
because of the possible presence of human pathogens
(Tallon et al., 2005). The fact that contamination
can come from various possible sources, makes the
origin of contamination usually unknown. Therefore,
knowing the origin of fecal contamination is crucial
for determining associated risks; it is also vital
for determining the actions needed to remediate
it (Graves et al., 2002). Although quantitative
methods exist, no one identifies the sources of
fecal contamination in a fast and accurate manner
(Bernhard and Field, 2000), nor are they always
useful by themselves to make valid inferences. This
occurs because this type of entries are disperse and
sporadic, making their detection difficult. Indeed,
fecal source identification is particularly difficult for
contaminated groundwater.

Fecal coliforms and fecal streptococci are considered
to originate in the digestive tract of humans and warm-
blooded animals. Historically, coliform bacteria have
been used as water quality indicators, due to their
association with the intestinal tract and with pathogenic
bacteria (Conboy and Goss, 2001). Animal feces can
contain pathogenic bacteria including Escherichia
coli 0157, Salmonella sp., Listeria monocytogenes,
Campylobacter sp. (Avery et al., 2004), Shigella
sp. (Leclerc et al., 2002) and Vibrio sp. However,
indicator bacteria do not correlate well with the
presence of viruses (Grabow, 2001). In some cases,
testing of bacteriophages, mainly somatic coliphages
(SOMCPH), provides additional information about
fecal microorganisms reaching groundwater (Lucena
et al., 2006). A coliphage is a virus that specifically
infects and replicates in Escherichia coli bacteria.
In terms of composition, structure and morphology,
phages share many fundamental properties with human
viruses. Since human enteric viruses are released into
the environment almost exclusively from the gastro-
intestinal tract, phages which infect typical enteric
bacteria such as E. coli, resemble human viruses with
regard to origin and release into the environment
(Grabow, 2001). In this sense, SOMCPH provide
original information by tracking fecal pollution longer
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subterrdnea. Sin embargo, los pozos domésticos en
areas rurales son susceptibles a la contaminacion,
debido a su poca profundidad, quizds con menor
mantenimiento, y pueden estar cerca de areas con
cargas de heces humanas o animales. Esta contami-
nacion fecal proviene de fuentes diferentes, aunque
la mas frecuente es el ganado, el cual crea una fuen-
te difusa (Tian et al., 2002), y un sistema inadecua-
do de tratado de residuos, los cuales contribuyen
a la contaminaciéon fecal de cuencas como fuente
puntual. Este material fecal es de alto riesgo de-
bido a la posible presencia de patégenos humanos
(Tallon et al., 2005). El hecho de que la contami-
nacion pueda provenir de varias posibles fuentes,
suele provocar que el origen de la contaminacioén
sea desconocido. Por tanto, conocer el origen de la
contaminacion fecal es fundamental para determinar
los riesgos asociados; es también vital para estable-
cer las acciones necesarias para enfrentarlos (Graves
et al., 2002). Si bien existen métodos cuantitativos,
nadie identifica las fuentes de contaminacién fecal
de forma répida y certera (Bernhard y Field, 2000),
ni son utiles éstos métodos por si solos para hacer
deducciones validas. Esto ocurre porque este tipo de
entrada es disperso y esporadico, lo cual dificulta su
deteccion. Efectivamente, la identificacion de fuente
fecales es especialmente dificil para el agua subte-
rranea contaminada.

Se considera que los coliformes y estreptococos
fecales se originan en el tubo digestivo de humanos y
animales de sangre caliente. Histéricamente, las bac-
terias coliformes han sido usadas como indicadoras de
la calidad del agua, debido a su relacién con el tubo
intestinal y con bacterias patogénicas (Conboy y Goss,
2001). Las heces animales pueden contener bacterias,
incluyendo Escherichia coli O157, Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes, Campylobacter sp. (Avery et
al., 2004), Shigella sp. (Leclerc et al., 2002) y Vibrio
sp. Sin embargo, las bacterias indicadoras no se co-
rrelacionan bien con la presencia de virus (Grabow,
2001). En algunos casos, la prueba de bacteridfagos,
principalmente los colifagos soméaticos (SOMCPH),
brinda informacién adicional acerca del alcance de
los microorganismos fecales hasta el agua subterra-
nea (Lucena et al., 2006). Un colifago es un virus
que especificamente infecta y se replica en bacterias
Escherichia coli. En cuanto a composicién, estructu-
ra y morfologia, los fagos comparten muchas propie-
dades fundamentales con los virus humanos. Ya que
los virus entéricos humanos son expulsados al medio
ambiente de forma casi exclusiva desde el tubo gastro-
intestinal, los fagos que infectan a las tipicas bacterias
entéricas como E. coli, se parecen a los virus humanos
en cuanto a su origen y expulsion hacia el ambiente



ASSESSMENT OF THE ORIGIN OF MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF GROUNDWATER AT A RURAL WATERSHED IN CHILE

and further than bacterial ones (Skraber et al., 2004).
Evidence of virus presence in groundwater is a
concern, since viruses have a low infectious dose, and
enteric viruses are the human pathogens most likely to
contaminate groundwater.

In Chilean drylands, there are serious problems
of water supply both for human consumption and for
agricultural activities. In some watersheds, farmers
obtain small amounts of water from private wells. They
use groundwater sources to obtain drinking water, and
for other domestic purposes, orchards, greenhouses and
livestock production. Most of these farmers use water
directly without any treatment and can be, therefore,
exposed to a variety of water-related diseases. Improving
the quality of groundwater resources is an important
environmental issue for the gradual improvement of
rural communities’ quality of life.

The purpose of this work was to characterize the
microbiological quality of groundwater and to identify
potential sources of contamination. The results will
advance the understanding of dominant sources of fecal
microorganisms in Chilean dryland rural watersheds,
and will contribute to improve water quality.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The small rural San José Creek Watershed (SJCW), in Chile,
has an area of 10.77 km?, and a population of approximately 60
families (Figure 1). The catchment area is diversely inhabited by
families who use traditional agriculture. There is a low domestic
animal density. Agricultural production consists mainly of wheat
(Triticum aestivum) and lentils (Lens culinaris). The SJCW
is characterized by a Mediterranean climate with a long dry
season leading, consequently, to water shortage, and a short wet
season. The San José Creek, which drains the watershed, has a
longitude of 5.44 km with an intermittent regime. The moisture
accumulation period occurs between April and June, when rains
begin. Between July and October the soil is saturated, so almost
all precipitation is lost as run off. From November to March
precipitation is scarce and evapotranspiration is high, so soils get
dry, with almost no base flow in the watershed. The average slope
is 17 %, and more than half of the surface has a slope greater
than 15 %. The groundwater level varies throughout the year,
and wells are recharged by rain infiltration. The wells are very
variable, and have an average depth of 7.0 m; a median of 5.8
m; a minimum of 1.0 m and a maximum of 19.9 m. The median

domestic well yield is 1.1 L min~ L.

Water sample collection

Considering the temporal dynamics of groundwater in the area,
four monitoring campaigns were carried out in a year. Groundwater

(Grabow, 2001). En este sentido, la informacién que
brindan los SOMCPH es original, ya que rastrean la
contaminacién fecal por mayor tiempo y distancia que
los bacterianos (Skraber et al., 2004). La evidencia
de la presencia de virus en el agua subterrdnea es una
preocupacion, ya que éstos tienen una dosis infecciosa
baja y los virus entéricos son los patégenos humanos
con mayores probabilidades de contaminar el agua
subterranea.

En los secanos chilenos existen serios problemas
de suministros de agua para el consumo humano y
para actividades agricolas. En algunas cuencas, los
campesinos obtienen pequefas cantidades de agua de
pozos privados. Usan fuentes subterrdneas para ex-
traer agua potable y para otros usos domésticos, huer-
tos, invernaderos y produccién pecuaria. La mayoria
de estos campesinos usan agua sin tratamiento alguno
y podrian, por tanto, estar expuestos a una variedad de
enfermedades relacionadas con el agua. La mejora de
la calidad del agua subterrdanea es un importante tema
ambiental para la mejora gradual de la calidad de vida
de comunidades rurales.

El propdsito de este trabajo fue caracterizar la ca-
lidad microbiolégica del agua subterranea e identificar
potenciales fuentes de contaminacién. Los resultados
mejorardn la comprensiéon de fuentes predominantes
de microorganismos fecales en cuencas de secanos ru-
rales chilenos, y contribuirdn a mejorar la calidad del
agua.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La pequeiia cuenca del arroyo San José (CASJ), en Chile, tie-
ne un drea de 10.77 km?, y una poblacion de aproximadamente 60
familias (Figura 1). El drea de captacion estd habitada por familias
que practican la agricultura tradicional. Hay una baja densidad
de animales domésticos. La produccioén agricola consiste, en su
mayoria, de trigo (Triticum aestivum) y lentejas (Lens culinaris).
La CASJ se caracteriza por un clima mediterrdneo con una tem-
porada seca muy prolongada, lo que lleva, en consecuencia, a la
escasez de agua y a una temporada himeda muy breve. El arroyo
San José, que riega la cuenca, tiene una longitud de 5.44 km con
un régimen intermitente. El periodo de acumulacién de humedad
transcurre entre abril y junio, cuando comienzan las lluvias. De
julio a octubre el suelo esta saturado, por lo que casi toda la preci-
pitacién se pierde en forma de escorrentia. De noviembre a marzo,
la precipitacion es escasa y la evaporacion, alta, por lo cual los
suelos se secan, casi sin flujo de base en la cuenca. La pendiente
promedio es 17 %, y mas de la mitad de la superficie tiene una
pendiente mayor a 15 %. El nivel del agua subterranea varia a lo
largo del afio y los pozos son rellenados por la infiltracién de las
Iluvias. Los pozos son muy variables y tienen una profundidad
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quality was monitored in March, June, September and December,
2005 at 42 wells, and analyzed for microbiological quality. The
sampling program was designed to gather as much information as
possible in the shortest period of time. This ensured that hydrologic
conditions were relatively stable, thus allowing reliable comparison
between sites. Site location data were determined using global
positioning system (GPS) units. The pH, specific conductance (SC),
and water temperature were measured in the field. Well selection
was carried out using a stratified random sample (Murray, 2002),
where all wells of the watershed were classified in relatively
homogeneous strata, based on information of previous monitoring
on microbiological indicator level in the SJCW. Then, each
stratum was randomly sampled (simple random sampling). Water
samples from all sites were collected in 900 mL sterile bottles
from approximately 50 cm below the water surface and transported
inside coolers to the laboratory and tested within 6 h. In June, two
wells could not be sampled because of terrain inaccessibility, and
in December three wells could not be accessed, because permission
from the well owners was denied.

Indicator organisms

The microbiological quality of water resources was determined
using indicator organisms that included total coliforms, fecal
coliforms and fecal streptococci. Coliform concentrations were
analyzed using the membrane filtration technique, according to
standard methods. Aliquots (100, 10 and 1 mL) of each water
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promedio de 7.0 m, mediana de 5.8 m, minima de 1.0 m y méxi-
ma de 19.9 m. Un pozo doméstico mediano tiene un rendimiento
de 1.1 L min~".

Recoleccion de muestras de agua

Tomando en cuenta la dindmica temporal del agua subterrdnea
del 4rea, se efectuaron cuatro campafias de monitoreo en un afio.
Se monitored la calidad del agua subterranea en marzo, junio, sep-
tiembre y diciembre de 2005 en 42 pozos y se analizé la calidad
biolégica. El programa de muestreo fue disefiado para juntar la
mayor cantidad de informacion posible en el periodo més corto de
tiempo. Ello aseguré que las condiciones hidroldgicas fueran rela-
tivamente estables, permitiendo una comparacién confiable entre
sitios. Los datos de la ubicacion de los sitios fueron determinados
usando unidades GPS (Sistema de Posicionamiento Global). En
el campo se midieron el pH, la conductancia especifica (SC) y
la temperatura del agua. La selecciéon de pozos se llevé a cabo
mediante una muestra aleatoria estratificada (Murray, 2002), en
la que todos los pozos de la cuenca fueron clasificados en estratos
relativamente homogéneos, basados en informacién de monito-
reo previo del nivel de indicadores microbioldgicos en la CASJ.
Entonces, cada estrato fue muestreado aleatoriamente (muestreo
aleatorio simple). Se recolectaron muestras de agua de todos los
sitios en botellas esterilizadas de 900 mL de aproximadamente 50
cm bajo la superficie del agua, transportadas en hieleras al labora-
torio, y analizadas en las siguientes 6 h. En junio no se pudieron
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sample were filtered through a 0.45 x4 Millipore membrane filter.
After incubation, the number of colonies were enumerated and
calculated per 100 mL. All samples were tested in triplicate. Results
were reported as Colony Forming Units (CFU 100 mL™Y). Samples
that were overgrown were considered to contain > 1000 CFU 100
mL™!. Colonies forming a green metallic sheen were counted as
total coliforms on m-Endo agar (Difco®, USA). For fecal coliforms
counting, the filter was placed on a petri dish containing m-FC
agar (Difco®, USA), which gave the selected colonies a blue color,
while the selective count of fecal streptococcus was performed by
incubating them in m-enterococcus agar (Difco®, USA).

Data analysis

The results for total coliforms, fecal coliforms and fecal
streptococci obtained in four seasons were analyzed using the
STATISTICA Statsoft Inc. software. Besides, a ratio of fecal
coliforms to fecal streptococci was calculated.

Bacterial identification

Thirty water samples from three seasons (March, June and
December) were inoculated in MacConkey agar. Between 1 to
6 colonies differing in size, shape, and color were randomly
selected from the MacConkey agar and further isolated again on
MacConkey agar and incubated at 37 °C for 24 h. Later, Gram
staining and the oxidase test were performed. Isolated strains
were identified according to their biochemical properties using the
RapID NF and RapID ONE systems (REMEL Inc.). Preparation
of organism suspensions, inoculation, incubation times and
temperatures, interpretation of reactions, and quality control were
performed according to the manufacturer’s recommendations for
each system. Strains were stored in Luria broth with glycerin at
—20 °C until use.

Somatic coliphages

Somatic coliphages were enumerated by means of the plaque
assay method using the double layer technique. If a phage is
present in the sample, it attaches to an E. coli cell and replicates,
causing the death of the cell and cell lysis, until a plaque is visible.
Plaques were counted as somatic coliphages on host strain E. coli
B and expressed as plaque-forming units per 100 ml (pfu/100 ml)
(Grabow, 2001).

REsuLTS AND DISCUSSION
Indicator organisms

Colimetries in all water samples did not meet the
minimum standards for drinking water as established
by the Chilean norm (0 CFU 100 mL_l). In some
wells, plate counts did not comply either with the
Chilean standard of 1000 CFU 100 mL ™! for irrigation

tomar muestras de dos pozos debido a lo inaccesible del terreno y
en diciembre, los duefios negaron el acceso a tres pozos.

Organismos indicadores

Se determind la calidad microbioldgica del agua por medio de
organismos indicadores que incluian coliformes totales, coliformes
fecales y estreptococos fecales. Las concentraciones de coliformes
fueron analizadas mediante la técnica de filtracion de membrana,
segin métodos estdndar. Se filtraron alicuotas (100, 10 and 1 mL)
de cada muestra de agua a través de un filtro Millipore de mem-
brana de 0.45 u. Después de la incubacion, el nimero de colonias
fueron enumeradas y calculadas por 100 mL. Todas las muestras
fueron analizadas por triplicado. Se reportaron los resultados como
unidades formadoras de colonias (CFU 100 mL_l). Se considerd
que las muestras que crecian demasiado contenian > 1000 CFU 100
mL_l. Las colonias que formaban un brillo verde metalico fueron
contadas como coliformes totales con agar m-Endo (Difco®, USA).
Para el recuento de los coliformes fecales, se coloco el filtro en una
placa de petri con agar m-FC (Difco®, USA), que dio a las colonias
elegidas un color azul, mientras que el recuento selectivo de es-
treptococos fecales se efectué incubandolos en agar m-enterococcus
(Difco®, USA).

Analisis de datos

Se analizaron los resultados para los coliformes totales, colifor-
mes fecales y estreptococos fecales obtenidos en cuatro temporadas,
usando el programa de STATISTICA Statsoft Inc. Ademas, se cal-
culd la proporcién de coliformes fecales y estreptococos fecales.

Identificacion bacterial

Se inocularon 30 muestras de agua de tres temporadas (marzo,
junio y diciembre) en agar MacConkey. Se seleccionaron entre
1 y 6 colonias de diferentes tamafios, formas y colores del agar
MacConkey y vuelto a aislar con agar MacConkey e incubado a
37 °C por 24 h. Luego, se llevaron a cabo una tincion de Gram
y la prueba de la oxidasa. Se identificaron cepas aisladas, segin
sus propiedades bioquimicas, con el uso de los sistemas RapID
NF y RapID ONE (REMEL Inc.). Se efectud la preparacién de
organism suspensions, inoculacion, tiempos y temperaturas de in-
cubacion, interpretacion de reacciones, y control de calidad, segin
las recomendaciones del fabricante para cada sistema. Las cepas
fueron almacenadas en un caldo Luria con glicerina a —20 °C

hasta su uso.
Colifagos somaticos

Los colifagos sométicos fueron enumerados por medio del mé-
todo plaque Assay, con la técnica de la doble placa. Si un fago se
encuentra presente en la muestra, se aferra a una célula de E. coli y
se replica, lo que causa la muerte de la célula y la lisis celular, hasta
que se perciba una placa. Las placas fueron contadas como colifagos
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purposes. Based on this criterion, a low percentage of
wells cannot be used for irrigation (7.3 % of wells in
March, 4.9 % in June, 0 % in September and 2.6 %
in December). The most frequent indicator was total
coliforms.

Considering the seasonal variations of the level of an
indicator organism present in groundwater, contributes
to elicit whether the sources are point or diffuse.
According to the results obtained in this study, the
total coliforms, fecal coliforms and fecal streptococci
load in water samples seems to be seasonally regulated,
with the highest concentrations occurring during winter
(June), when most precipitation occurs (Figure 2).
Therefore, this contamination may come from runoff,
where some coliforms are associated with particles
(George et al., 2004).

Median concentrations increase again in December.
This can be due to an increase in demand from the
wells during the later part of the year, combined with
minimal water yield. Changes in indicator counts
are assumed to reflect changes in the rate of fecal
contamination of a water body. Fecal origin bacteria can
survive for extended periods of time in a groundwater
environment. This long survival of enteric bacteria
means that groundwater has the potential to be unsafe
for consumption for a long time after contamination
has occurred (Conboy and Goss, 2001).

Total coliforms are ubiquitous in nature, so the
results obtained may reflect that the wells are receiving
allochtonous material from other possible sources like
wild animals, organic material falling into the wells
and soil borne bacteria, among others.

More than 50 % of the wells had a ratio <0.7,
reaching 83.3 % of the samples in September. On
the contrary, the ratio >4 was found to appear in a
significantly lower percentage, ranging between 0 in
September and 10.3 % in December. A predominantly
human source should exhibit an initially high (>4)
ratio which should then fall, whereas a non-human
source should exhibit an initially low ratio (<0.7),
which should subsequently rise. As used elsewhere
(Donderski and Wilk, 2002; Daby er al., 2002;
Troussellier et al., 2004), the ratio fecal coliforms/
fecal streptococci showed that the source of indicator
bacteria is mostly animal, followed by mixed sources
(Table 1).

Bacterial identification

Out of 30 well groundwater samples, a total of
123 strains were isolated. From them, 49 (39.84
%) were identified with the RapID One and RapID
NF identification systems. These were considered
correct if recurrent patterns of the species were
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somadticos en una cepa huésped de E. coli B y expresadas como
unidades formadoras de placa por 100 ml (pfu/100 ml) (Grabow,
2001).

RESULTADOS Y DISCUSION
Organismos indicadores

Las colimetrias en todos las muestras de agua no
alcanzaron los estandares minimos para el agua po-
table estipulada por la normatividad chilena (0 CFU
100 mL_l). En algunos pozos, las cuentas de placas
tampoco cumplian con el estdndar chileno de 1000
CFU 100 mL™! para fines de irrigaciéon. Basados en
este criterio, un bajo porcentaje de pozos no pueden
ser utilizados para la irrigacion (7.3 % de pozos en
marzo, 4.9 % en junio, 0 % en septiembre y 2.6 %
en diciembre). El indicador mas frecuente fue de coli-
formes.

Tomar en cuenta las variaciones estacionales del
nivel de un organismo indicador presente en el agua
subterrdnea ayuda a deducir si las fuentes son pun-
tuales o difusas. Segun los resultados obtenidos en
este estudio, la carga total de coliformes, coliformes
fecales y estreptococos fecales en muestras de agua
parece estar regulada por temporadas, con la ocu-
rrencia de concentraciones mads altas durante el in-
vierno (junio), cuando hay mas precipitacién (Figura
2). Esta contaminacion puede, por tanto, provenir
de la escorrentia en la que algunos coliformes estan
asociados con particulas (George et al., 2004).

Las concentraciones medianas aumentan de nuevo
en diciembre. Esto puede deberse a un incremento en
la demanda de los pozos durante la fase final del afio,
en combinacién con contenidos de agua minimos. Se
considera que los cambios en cuentas de indicadores
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Figure 2. Median indicator concentrations by season.
Figura 2. Concentraciones indicadoras medianas por tempo-
rada.
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Table 1. Ratio: fecal coliform/fecal streptococci (FC/FS).
Cuadro 1. Ratio: coliformes fecales/estreptococos fecales (FC/FS).

FC/FS
Sample Month Samples
<0.7 =41 <0.7 - >4
March 41 (100 %) 28 (68.3 %) 1 2.4 %) 12 (29.3 %)
June 41 (100 %) 23 (56.1 %) 1 2.4 %) 17 (41.5 %)
September 42 (100 %) 35 (83.3 %) 0 O %) 7 (16.7 %)
December 39 (100 %) 25 (64.1 %) 4 (10.3 %) 10 (25.6 %)

"Human origin; YAnimal origin; $Mixed origin.

higher than 95 %. Identified bacteria are listed in
Table 2. The majority of these bacteria belong to the
Enterobacteriaceae family and are known as coliforms.
They include E. coli, a permanent member of the
intestinal community, whereas the presence of other
genera like Citrobacter, Klebsiella and Enterobacter,
bears a transient character (Leclerc ez al., 2001). In the
case of bacteria of the genus Yersinia, some have been
commonly isolated from the environment, including
water supplies of various types. Environmental
strains, therefore, should be differentiated from
some serotypes of Y. enterocolitica, which are the
most frequently associated with human infections in
several countries. These pathotypes can multiply in
fresh waters and could constitute a major hazard to
drinking water (Leclerc et al., 2002). The species
identified were mainly Pseudomonads and E. coli.
The Pseudomonadaceae constitute a large fraction of
the bacteria found in natural waters. Although these

Table 2. Bacterial identification of 123 isolated strains of
groundwater wells.

Cuadro 2. Identificacion bacterial de 123 cepas aisladas de pozos
de agua subterrinea.

reflejan cambios en la cantidad de contaminacion fecal
en una masa de agua. La bacteria con origen fecal
puede sobrevivir largos periodos de tiempo en un am-
biente de agua subterrdnea. Esta larga supervivencia
de bacteria entérica significa que el agua subterranea
tiene el potencial de no ser apta para su consumo por
un largo tiempo posterior a su contaminacién (Conboy
y Goss, 2001).

Los coliformes totales son ubicuos en la naturale-
za, por lo que los resultados obtenidos pueden reflejar
que los pozos reciben material al6ctono de otras posi-
bles fuentes como pueden ser animales silvestres, ma-
terial organico que cae dentro de los pozos y bacteria
proveniente de los suelos, entre otros.

Mis de 50 % de los pozos tenian una proporcion
<0.7, cercana a 83.3 % de las muestras en septiem-
bre. Por el contrario, la proporcion >4 se encontré en
menor porcentaje, de 0 % en septiembre y 10.3 % en
diciembre. Una fuente de forma predominantemente
humana deberia presentar una proporcion inicialmente
alta (>4), que luego deberia descender, mientras que
una fuente no humana deberia presentar una propor-
cién inicialmente baja (<0.7), que deberia incremen-
tar posteriormente. De la forma que se usa en otros
sitios (Donderski y Wilk, 2002; Daby et al., 2002;

Species Number Origin X " ’
Troussellier ef al., 2004), la proporcién de coliformes
Citrobacter amalonaticus 2 Fecal and aquatic fecales/estreptococos fecales demostré que la fuente
Citrobacter freundii 4 Fecal and aquatic de la bacteria indicadora es mas que nada de origen
Citrobacter koseri 1 Fecal and aquatic . K R
Enterobacter cloacae 2 Fecal and aquatic animal, segulda de fuentes varias (Cuadro 1).
Escherichia coli 15 Fecal and aquatic
Hafnia alvei 1 Aquatic Identificacion bacteriana
Kluyvera ascorbata 1 Aquatic and opportunistic
pathogen .
Pantoea agglomerans 2 Aquatic and associated ) De 30 muestras de pozo de agua subterranea, se
with plants aislaron 123 cepas. De éstas, 49 (39.84 %) fueron
Proteus vulgaris 1 Aquatic identificadas con los sistemas de identificacién RapID
Pseudomona sp. 15 Aquatic One y RapID NF. Fueron consideradas correctas si
Serratia odorifera 1 Aquatic R
Tatumella ptyseos 1 Clinical isolates los patrones recurr.ente.s de.las especies eran mayores
Yersinia enterocolitica 2 Fecal and aquatic a 95 %. Las bacterias identificadas estan enlistadas en
Yersinia intermedia 1 Aquatic el Cuadro 2. La mayoria de estas bacterias pertenecen
No identified 74

Based on Farmer III e al., 1985; Ribas et al., 2000 ; Leclerc et al.,

2001; Leclerc et al., 2002.

a la familia de las Enterobacteriaceae y se conocen
como coliformes. Incluyen E. coli, miembro perma-
nente de la comunidad intestinal, mientras que la pre-
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microorganisms belong to the natural population
of the water, some strains should be considered as
opportunistic pathogens (Ribas et al., 2000).

The high percentage of unidentified bacteria is
a result of the utilization of RapID systems, which
are designed for clinical bacterial identification.
From 14 isolated strains (Table 2), 13 can have an
aquatic origin. Of these, Citrobacter amalonaticus,
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli and Yersinia enetrocolitica
may also have a fecal origin, while only one, Tatumella
ptyseos, is neither fecal nor aquatic. The latter result
seems very strange because Tatumella ptyseos 1is
generally isolated from clinical samples (Farmer III et
al., 1985). However, Paradis et al. (2005) analyzed
the phylogeny of enterobacterial species commonly
found in clinical samples, showing, for the first time,
a tight phylogenetic affiliation between Pantoea and
Tatumella species.

Somatic coliphages

SOMCPH were detected in two of the monitored
wells for this variable. The positive detections of
SOMCPH determined in the three sampling dates were
76 plaques 100 mL ™! in a well in March, and 1 plaque
100 mL ™! in a well in December. The SOMCPH limit
for a low risk of viral infection is 1.00E+01 pfu 100
mL ™! (Griesel and Jagals, 2002). Therefore, the results
indicate a good viral quality of well groundwater, and
a low probability for the origin of fecal contamination
to be human. None of these water sources posed any
health risk to consumers in terms of this water quality
variable. Muniesa and Jofré (2004) indicate that phage
and bacteria densities and the bacterial physiological
conditions needed for SOMCPH replication are rarely
expected to be found in natural water environments.
Therefore, it can be assumed that the detected
SOMCPH come from an alochtonous source rather
than from an in sifu replication. However, the low
level of viral contamination detected can be the
result of the limited sample fraction analized. The
sample with the main concentration of plaques was
collected during the summer. However, whether or
not SOMCPH occurrences in wells are seasonal,
could not be inferred from the small numbers of viral
detections.

CoONCLUSIONS
The levels of indicator microorganisms in
groundwater and the presence of opportunistic

pathogens shows that wells are persistently
contaminated and are, therefore, likely to become a
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sencia de otros géneros como Citrobacter, Klebsiella
y Enterobacter, es mas pasajera (Leclerc et al., 2001).
En el caso de bacterias del género Yersinia, algunas
han sido frecuentemente aisladas del ambiente, inclu-
yendo suministros de agua de varias clases. Las ce-
pas ambientales, por tanto, deben ser diferenciadas de
algunos serotipos de Y. enterocolitica, que son mas
comunmente asociados con infecciones humanas en
varios paises. Estos patotipos se pueden multiplicar
en aguas dulces y podrian constituir un riesgo impor-
tante para el agua potable (Leclerc et al., 2002). Las
especies identificadas fueron, principalmente, Pseudo-
monadaceae y E. coli. Las Pseudomonadaceae cons-
tituyen una gran parte de las bacterias que se encuen-
tran en aguas naturales. Si bien estos microorganismos
pertenecen a la poblacién natural del agua, algunas
cepas deben ser consideradas patégenos oportunistas
(Ribas et al., 2000).

El alto porcentaje de bacteria no identificada es
resultado de los sistemas RaplID, los cuales estan di-
seflados para la identificacion de bacterias clinicas.
De 14 cepas aisladas (Cuadro 2), 13 pueden ser de
origen acudtico. De éstas, Citrobacter amalonaticus,
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli y Yersinia enetrocolitica
también pueden ser de origen fecal, mientras que s6lo
una, Tatumella ptyseos, no es ni fecal ni acuética.
Este ultimo resultado parece extrafio debido a que 7.
ptyseos por lo general se aisla de muestras clinicas
(Farmer III et al., 1985). Sin embargo, Paradis ef al.
(2005) analizaron la filogenia de especies enterobacte-
riales mas cominmente encontradas en muestras clini-
cas, lo cual demostraba por primera vez, una cercana
afilisacion filogenética entre las especies de Pantoea y
Tatumella species.

Colifagos somaticos

Se detectaron SOMCPH en dos de los pozos mo-
nitoreados para esta variable. La deteccion positiva de
SOMCPH determinadas en las tres fechas de muestreo
fueron 76 placas de 100 mL™! en un poOzo en marzo
y 1 en un pozo en diciembre. El limite de SOMCPH
para un bajo riesgo de infeccién viral es de 1.00E+01
pfu 100 mL™! (Griesel y Jagals, 2002). Por tanto, los
resultados indican una buena calidad viral del agua de
pozo subterrdnea, asi como una baja probabilidad de
que el origen de la contaminacién fecal sea humano.
Ninguna de estas fuentes de agua representa un riesgo
a la salud de los consumidores, en términos de la va-
riable de la calidad del agua. Muniesa y Jofré (2004)
indican que rara vez se espera que la densidad de
fagos y las condiciones fisioldgicas bacteriales reque-
ridas para la replicacion de SOMCPH se encuentren
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health hazard for consumers. Microorganism levels
appear to change substantially between seasons, each
indicator having a different temporal behaviour that
shows an elevated concentration of total coliforms,
fecal coliforms and fecal streptococci after run off
conditions in the SICW. This indicates that rain water
seems to be the main factor that determines the rate
at which bacteria will move away from the source.
At first glance, septic facilities were suspect of being
the principal contamination sources. However, results
suggest that animal sources are the most probable
origin, that is, a diffuse one.

Data presented here suggest that the use of
different techniques, simple as they may be, are
adequate to access effective preliminary information
on the microbiological groundwater quality in rural
areas and the probable origin of contamination.
Furthermore, access to this information can provide
further protection of human health.
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