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RESUMEN

La tecnologia filtracion en multiples etapas (FIME) es una alternativa que reduce el
riesgo por contaminacion fecal permitiendo la potabilizacion del agua de manera
confiable en acueductos de zona rural. Estd compuesta por dos etapas, la primera
gue se considera como pretratamiento, consiste en dos filtros en grava, y una
segunda o Ultima etapa de tratamiento que incluyen filtracion lenta en arena (FLA).
Sin embargo, con el fin de reducir los costos de construccion, su implementacion se
hace parcial, dejando los FLA para una posterior implementacion, limitando su
potencial de tratamiento. Con el fin de evaluar el comportamiento de la FG en la
remocion de Helicobacter pylori en fuentes superficiales de agua, se realizo el
seguimiento, durante 15 semanas, a la calidad del agua cruda y tratada del
acueducto Las Guacas, municipio de Popayan, Cauca, operado y mantenido por la

propia comunidad.

Los resultados de la etapa de pretratamiento presentaron eficiencias de remocion de
turbiedad y color del 40 y 30%, respectivamente, mientras que, segun el analisis de
varianza en los coliformes totales (p=0.8675) y fecales (p=0.1280) no hay diferencias
significativas, indicando una remocién nula. La presencia del H. pylori, fue
determinada con la técnica molecular (PCR), se encontré tanto en el agua cruda y
como después de su tratamiento, esto se asocia con una limitada operacion y una
baja frecuencia de mantenimiento del sistema. No se evidencié relacién entre los
parametros fisicos y microbiol6gicos con la presencia de la bacteria. La
implementacion de la tecnologia FIME sin el complemento de FLA, es poco confiable
para asegurar la calidad del agua, particularmente desde el punto de vista

microbiolégico, especialmente en el control del H. pylori.

Palabras clave: Helicobacter pylori, filtracion en gravas, filtracion en mudltiples

etapas, acueductos rurales, PCR.



ABSTRACT

Multi-stage filtration technology (MSF) is an alternative that reduces the risk of fecal
contamination, allowing the reliable water supply in rural areas. It is composed by
two treatment stages: a first stage that is considered liked pretreatment, consisting
of two filters in gravel (GF), and a second or final stage of treatment that include slow
sand filtration (SSF). However, in order to reduce construction costs, its
implementation is partial, leaving the SSF for later construction, limiting its treatment
potential. In order to evaluate the behavior of the GF in the removal of Helicobacter
pylori in surface water sources, the quality of the raw and treated water of the Las
Guacas water supply system, located at the municipality of Popayan, it was
monitored for 15 weeks. The system was operated and maintained by the community
itself.

The results showed turbidity and color removal efficiencies of 40 and 30%,
respectively, while according to the analysis of variance in total (p = 0.8675) and
fecal coliforms (p = 0.1280) there are no significant differences indicating zero
removal. The presence or absence of H. pylori determined with the molecular
technique (PCR), found in raw water and even after its treatment, this is associated
with a limited operation and a low frequency of maintenance of the system, without
showing a relationship between the physical and microbiological parameters with the
presence of H. pylori. The implementation of the MSF technology without the
complement of SSF, is unreliable to ensure the quality of the water, particularly from

the microbiological point of view, especially in the control of H. pylori.

Keywords: Helicobacter pylori, gravel filtration, multi-stage filtration, rural aqueducts,
PCR.
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INTRODUCCION

El Helicobacter pylori (H. pylori) un bacilo gram negativo, curvo, movil, micro
aerofilico, coloniza y permanece en la mucosa gastrica humana. Es uno de los
agentes infecciosos mas comunes catalogado como patdégeno carcin6geno
emergente, responsable de la infeccion de méas del 60% de la poblacion mundial
(Aziz et al., 2015). Su presencia en la mucosa gastrica induce una respuesta
inflamatoria que ocasiona el desarrollo de gastritis crénica (Vinagre et al., 2015). De
acuerdo con estudios epidemioldgicos la gastritis cronica causada por infecciones
con H. pylori, sin tratamiento médico, puede determinar la aparicion de cancer
gastrico por el dafio causado a la mucosa del estbmago, por ello la Agencia
Internacional de Investigaciones del Cancer-OMS reconoce al H. pylori como
carcinogeno tipo I, del mismo modo la infeccion crénica de la bacteria esta asociada
al desarrollo de ulcera gastrica y duodenal, carcinoma gastrico y Maltoma (Henao
Riveros, et al., 2009; Graham, D. Y. y Shiotani, 2008; Ramos y Sanchez, 2009).

En el estbmago de los humanos se encuentra un reservorio de H. pylori y entre las
principales vias de transmision se consideran las vias oral-oral, gastro-oral y fecal-
oral, sin embargo, un gran nimero de estudios muestran su énfasis en la ruta de
infeccion oral por el consumo de aguas contaminadas con la bacteria (Aziz et al.,
2015, Bartram J, 2010; Goh y Yamaoka, 2011). Por otra parte otros estudios
muestran que la formacién de biopeliculas en los sistemas de distribucion de agua
les provee proteccion y pueden actuar como ambientes de acumulacion pasiva de
especies permitiendo conservar la prevalencia de la bacteria (Cuervo y Gauviria,
2017; Servetas et al., 2016; Giao et al, 2008).

14



La incidencia de la infeccion por H. pylori, esta relacionada con las condiciones
socioecondémicas e higiénico sanitarias. En este sentido los paises menos
desarrollados, donde las condiciones de saneamiento basico y de suministro de
agua potable son precarias, tienen mayor afectacion por esta bacteria, siendo los
nifios los que presentan las mayores tasas de infeccion (Tacikowski et al., 2017;
Syam et al., 2015; Ozaydin et al., 2013)

Evidentemente la transmisiéon del H. pylori a través del agua adquiere vital
importancia, y la OMS dicta que para proteger las aguas de consumo pueden
aplicarse las siguientes medidas de control: prevencién de la contaminacién por
residuos humanos y desinfeccion adecuada” (OMS, 2005). Sin embargo un estudio
realizado en Espafia sobre la supervivencia y viabilidad de este patdgeno después
de la inoculacion en agua clorada, demuestran que en su forma viable pero no
cultivable, podria sobrevivir al proceso de desinfeccion que normalmente se utiliza
en el tratamiento del agua potable y alcanzar los puntos finales de consumo vy, al
mismo tiempo no ser detectables por los métodos de cultivo (Moreno et al., 2007),
otros estudios experimentales han recuperado el ADN del microorganismo en aguas
de consumo en Inglaterra, Japon y paises de medio oriente (Samra et al., 2011;
Watson et al., 2004; Horiuchi et al., 2001), lo cual cuestiona la cloracion como

desinfeccién efectiva para la eliminacion de este patdgeno en agua potable.

En paises como Colombia, el tratamiento completo del agua es limitada a las zonas
urbanas y en las zonas rurales se hacen tratamientos menos convencionales como
la filtracion en gravas y la filtracion lenta en arena en lo que se conoce como filtracion
en multiples etapas (FIME) y en algunos casos se realiza la desinfeccion directa con
cloro segun la calidad del agua y la infraestructura con la que se cuente. El usar
solo filtracion en gravas y/o desinfeccion con cloro podrian presentar limitaciones
en la remocion microbioldgica incluyendo la remocién de H. pylori, ya que la forma
de coco a la cual pasa la bacteria es dificil de eliminar por los sistemas tradicionales

de desinfeccidn con este agente (Giao et al., 2008; Flores-Encarnacion et al., 2015;

15



Fernandes et al., 2017). En el caso de la filtracion lenta en arena, dado que su
proceso de tratamiento es tipo bioldgico, la remocion del H. pylori podria ser mas

efectiva, sin embargo, no hay estudios que lo comprueben.

En este estudio se pretende evaluar la filtracion en grava, comiunmente usada en
acueductos pequerios en el control de la contaminacién generada por el arrastre de
sélidos, en la remocion del H. pylori. Para ello se realizo el estudio en el acueducto
veredal Las Guacas, sector “Los Llanos”, ubicado en la zona nororiental del
municipio de Popayan, el cual cuenta solo con un sistema de tratamiento de

filtracion en gravas.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una revision sistemética mundial revela que el 60% de la poblacién se encuentra
infectada con H. pylori, regiones con paises en via de desarrollo con mayor
prevalencia en la infeccion son Africa (79,1%), América Latina y el Caribe (63,4%)
y Asia (54,7%), contrastando con prevalencias mas bajas en los paises
desarrollados en América del Norte (37,1%) y Oceania (24,4%), (Hooi et al., 2017).
En nuestro pais en los nifios es cercana al 75% y en la poblacion mayor de 20 afios
alcanza 86% (Moncayo et al., 2006). La incidencia de éste patdgeno se ve reflejada
en cifras del cancer gastrico en Colombia, dénde representé el 13,7% de todas las
muertes por cancer en el pais y es la primera causa de muerte por cancer en
hombres y para mujeres es la tercera causa (después de cancer de mamay cuello
uterino), el mayor riesgo de mortalidad se present6 en los departamentos Quindio,
Huila y Cauca para hombres y Cauca, Norte de Santander y Huila para mujeres
(Pardo et. al, 2017; Adrada et al., 2008)

Las altas incidencias de infeccion por la bacteria en humanos permitieron concluir
que las rutas de infeccion consideradas tradicionalmente (oral-oral, gastro-oral,
fecal-oral) no fueron las Unicas y que la ruta de infeccion por el consumo de agua
contaminada tuviese una mayor incidencia que en las otras vias. (Aziz et al., 2015,
Bartram J, 2010; Goh et al., 2011). La presencia de H. pylori es reportada en fuentes
superficiales usadas en sistemas de abastecimiento de agua en Venezuela
(Fernandez et al. 2008), en aguas subterraneas en Montana, USA (Richards et al.,
2011), y mas preocupante en aguas de tanques de almacenamiento y en sistemas
de distribucion de aguas para consumo, como lo han reportado estudios en Peru en
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el afo 1996 (Hulten et al., 1996), Portugal (Giao et al., 2008), Estados Unidos (Baker
& Hegarty, 2001), México (Premoli et al., 2004), Costa Rica (Campos et al., 2011),
en Iran y Pakistan confirmando la presencia de H. pylori viable en el agua potable
como una fuente importante de transmisién, que apunta a una via de diseminacion
fecal-oral (Samra et al., 2011; Al-Sulami AA, 2010).

Adicionalmente se reporta en la literatura que la bacteria ha sido encontrada en
redes de distribucion donde se ha formado biopelicula, la cual se caracteriza por
desarrollar comunidades complejas de microorganismos, que incrementa el riesgo
de re contaminacion microbiolégica, por el desprendimiento de la biopelicula
(Cuervo y Gaviria 2017; Santiago, 2016; Chowdhury, 2013; Watson et al., 2004).

Considerando que se ha encontrado H. pylori en las fuentes de agua usadas en los
sistemas de abastecimiento publico (Acosta et al., 2018; Ordofiez, 2015) y que en
Colombia los procesos de tratamiento utilizados para su potabilizacién presentan
grandes limitaciones de funcionamiento en el pequefio municipio y particularmente
en zona rural, donde no se cuenta con la infraestructura para el tratamiento del agua
0 se implementa parcialmente, generando impactos negativos sobre la calidad del
agua, como lo muestra el IRCA Nacional reportado para el afio 2018, que a pesar
de clasificar el riesgo como bajo tanto para el area urbana (7.35%) como la rural
(10,68%), estas cifras no incluyen los auto abastecedores, en los cuales se
encuentran la gran mayoria de acueductos rurales no legalizados, donde el IRCA
es 51,7% clasificado como nivel de riesgo alto (INS, 2020), estas cifras muestran la
gran brecha que existe en términos de la calidad del agua para consumo humano

suministrada entre las zonas urbanas y rurales.

Por otra parte, la Resoluciéon 844 de 2018 del Ministerio de Vivienda Ciudad y

Territorio (MVCT) por la que se establecen los requisitos técnicos para los proyectos
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de agua y saneamiento basico de zonas rurales que se adelanten bajo los
esquemas diferenciales, incorporé6 en el articulo cuarto en sus principios
orientadores: La Progresividad, en el cual se indica que en los proyectos de agua
para consumo humano y doméstico y saneamiento basico se deben prever acciones
para el mejoramiento gradual del servicio. Esta reglamentacién motiva a la
construccion de sistemas de tratamiento por fases como lo planteado por Sanchez
et al. 2007 en los sistemas de tratamiento por filtracion en mdultiples etapas FIME,

tecnologia ampliamente utilizada en la zona rural colombiana.

Por lo tanto, es necesario reflexionar sobre la problematica de la infeccion con H.
pylori en Colombia y especialmente en el departamento del Cauca, donde un
estudio realizado en los municipios de Sotara y Timbio, mostré que las
microcuencas Salinas, Presidente, Cristalares y Silencio, utilizadas como fuentes
de abastecimiento del acueducto rural El Saladito, presentan una contaminacion
para coliformes totales entre 2000 y 3000 UFC/100mL y para E. Coli entre 1000 y
2500 UFC/100mL y de un total de 288 muestras analizadas, 92 (32,9%) fueron
positivas para H. pylori (Ordofiez, 2015); y por otra parte, muchos de los sistemas
de tratamiento presentan limitaciones de funcionamiento debido a construcciones
incompletas o se basan solo en la aplicacion de cloro y en la mayoria de casos no
existe ninguno, lo que permite inferir razonablemente que puede estar llegando H.
pylori a los usuarios. Esto puede estar relacionado con la incidencia de cancer
gastrico en la regién tal como lo muestra el “Atlas de mortalidad por cancer en
Colombia”, donde el Cauca es uno de los departamentos con mayor riesgo de
mortalidad para cancer de estdbmago (Pardo et al., 2017). Un estudio realizado por
Adrada et al., (2008), con 225 pacientes con diagnostico confirmado de cancer
gastrico mostro que 32.9% de ellos estaban en cabeceras de areas rurales y el
17.8% en zonas rurales dispersas, representando un poco mas de la mitad de la
poblacién en estudio, evidenciando la afectacion que presenta la zona rural, y que
podria estar asociada a la presencia a las bajas condiciones de calidad del agua de

consumo humano y de saneamiento y presencia de H. pylori.
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2. JUSTIFICACION

En el contexto Nacional en la zona rural se han implementado técnicas de
tratamiento de agua no convencionales como la filtracion en multiples etapas FIME,
que dependiendo del grado de contaminacion de las fuentes de agua puede estar
conformada por dos o tres etapas de filtracion: Filtros Gruesos Dinamicos (FGDi),
Filtros Gruesos Ascendentes (FGA) y Filtros Lentos de Arena (FLA) (Galvis, 1999).
Los dos primeros procesos constituyen la etapa de pretratamiento, que permite
reducir la concentracion de solidos suspendidos y la contaminaciéon microbioldgica
y al llegar al filtro lento de arena, se alcanza una remocion mas efectiva de la

contaminacion microbiologica remanente (Visscher, et al., 1992).

Esta capacidad del FLA se debe a la formacion de una capa biologica que tiene
como su principal mecanismo procesos de depredacion (Haig, 2014; Haig et al.
2011), para producir finalmente agua de baja turbiedad, y virtualmente libre de
entero-bacterias, entero-virus y quistes de protozoarios, y se reconoce como una

tecnologia sencilla, confiable y eficiente (Sanchez et al., 2007).

La tecnologia FIME esté dirigida al servicio de la poblacion rural que en la mayoria
de los casos es de condicion socio econémica baja, lo cual limita la implementacion
de la tecnologia completa y los proyectos se realizan en dos fases, en la primera se
construye la etapa de pretratamiento (FGDi y FGA), mientras que en una segunda
fase se construyen los FLA. Si bien la primera fase se encarga de la remocion de
soélidos en suspension y turbiedad, hay reportes en la literatura que indican remocion
de coliformes totales y fecales hasta en un 1.5 log para la FG, lo que sugiere que

pueden existir otros mecanismos diferentes a los fisicos.

Galvis et al. (1999) muestran que al utilizar sistemas de pretratamiento en gravas
compuesto por FGDi y filtros gruesos ascendentes en serie (FGAS) de tres etapas
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con velocidad de filtracién de 0.45 m/h, en aguas con alta turbiedad en el rango de
17 a 500 UNT, y coliformes fecales en promedio de 33000 UFC/100 ml, podrian ser
obtenidas turbiedades medias de 8 UNT y coliformes fecales en promedio de 38
UFC/100 ml antes de ser procesadas por filtros lentos. De igual manera Galvis et
al. (1999) mostraron plantas FIME a escala real, que operaron con mejores
calidades de agua de las presentadas previamente y sistema de Pretratamiento
compuesto por FGDI y FGAC, generaron turbiedades en el rango de 1.5 a 6 UNT y
coliformes fecales en promedio entre 358 y 58 UFC/100 ml a la salida del sistema
de pretratamiento. Si bien el sistema de pretratamiento genera una remocién
microbioldgica ésta no es suficiente para alcanzar niveles éptimos de potabilidad,

por lo cual se requiere el proceso de desinfeccidén para reducir este riesgo.

A pesar de que la tecnologia FIME se considera altamente eficiente en la remocion
de patdgenos no se cuenta con estudios que indiquen la remocién de H. pylori, ni

mucho menos su remocidn en los sistemas de prefiltracion en grava (FGDiy FGA).

Considerando la importancia de la calidad del agua para la salud humana
particularmente en la zona rural, se hace necesario estudiar alternativas
tecnolégicas como el sistema de pretratamiento por filtracion en gravas (FG)
presente en el acueducto “Las Guacas” que permitan conocer la capacidad de
remocion de H. pylori del agua para consumo humano, puesto que el estudio de
Ordofez (2018) demuestra la presencia del patégeno en aguas de abastecimiento
de acueductos rurales en el municipio de Popayan. El sistema de abastecimiento
de agua de Las Guacas, cuenta con el tipo de tecnologia que se buscaba evaluar y
presenta la ventaja de su facilidad de acceso ya que se encuentra ubicado en la
zona periférica de la ciudad de Popayan, lo cual garantiza el rapido transporte de

las muestras a los respectivos laboratorios para su analisis.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la factibilidad de remocion de Helicobacter Pylori del agua de consumo
humano por medio de sistemas de pretratamiento por filtracion en gravas en el

acueducto rural de las Guacas, Popayan.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer la factibilidad de remocion del H. pylori en agua tratada por
sistemas de pretratamiento con filtracion en gravas.

e Identificar bacterias de Escherichia coli y Coliformes totales como
indicadores de contaminacién fecal para establecer su relacién con la

presencia de H. pylori en aguas.
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4. MARCO TEORICO

41 HELICOBACTER PYLORI

La bacteria Helicobacter pylori fue aislada por primera vez por Warren y Marshall en
1982, una bacteria patdgena en forma de espiral que se encuentra en la capa
mucosa que recubre el interior del estbmago humano (Warren & Marshal, 1983) y

en 1984 lo relacionaron con la gastritis antral cronica y las ulceras pépticas.

Linda Morris Brown en su documento Epidemiologia y rutas de transmisién, describe
las caracteristicas microbiolégicas de la bacteria y refiere a que debido al medio
acido del estdbmago (hostil para H. pylori) la bacteria secreta una enzima llamada
ureasa, la cual convierte la urea quimica en amoniaco, que utiliza para neutralizar
la acidez del medio, su forma espiral y sus dos a seis flagelos le dan la movilidad y
le permiten penetrar la capa mucosa a pesar de las contracciones gastricas ritmicas
del estdmago (Brown, 2000). Su clasificacion inicial fue como Campylobacter pylori,
pero en 1989 se incluy6é en un nuevo género, Helicobacter, finalmente adquiriendo
el nombre Helicobacter pylori, publicacion realizada en la Union Internacional de

Sociedades microbiolégicas (Goodwin et al., 1989).

Después de muchos estudios en los ultimos 30 afios, se ha demostrado que
cambios en la morfologia celular y adaptaciones metabdlicas son mecanismos que
muchos organismos usan para garantizar su supervivencia en entornos adversos
(Nava Nolazco et al., 2015). Como ya se menciond H. pylori, tiene una forma espiral
dentro del huésped humano, pero puede cambiar su morfologia al convertirse en

una forma de cocoide (en un estado viable pero no cultivable VNC) para disminuir
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su metabolismo, como mecanismo de respuesta al estrés ambiental (Sorberg et al.,
1996; Azevedo et al., 2007).

En la primera infancia se puede adquirir a través de mecanismos fecales-orales,
orales-orales y gastro-orales. La infeccion por H. pylori causa gastritis, Ulceras
pépticas y duodenales, esta relacionada con adenocarcinoma géstrico y linfoma de
tipo linfoide asociado a la mucosa (MALT, por sus siglas en inglés), también se ha
asociado con afecciones extra gastricas como insuficiencia de crecimiento, anemia
por deficiencia de hierro y trombocitopenia purpura idiopatica crénica (PTI) (Henao
Riveros et al., 2009; Graham, D. Y., & Shiotani, 2008, Ramirez y Sanchez, 2008),
asi mismo El-Omar y sus colaboradores al igual que otros estudios han demostrado
qgue el resultado de las enfermedades asociadas a H. pylori y la diversidad de
resultados clinicos se atribuye a factores ambientales (principalmente la dieta),
factores del huésped (caracteristicas de la capa de moco que cubre la mucosa
gastrica, respuesta inmune, etc.) y factores de virulencia de H. pylori (Malfertheiner
et al., 2007).

En el afio 2013 existian 984.000 casos reportados de carcinoma gastrico en el
mundo. Esta distribucién es muy variable, en la Europa Oriental, Centroamérica y
Latinoamérica tienen mayor prevalencia junto con Japon y China. En Colombia
(Adrada et al., 2008), el cancer de estbmago es la primera causa de muerte por
cancer en hombres y para las mujeres es la tercera causa después de cancer de
mama Yy cuello uterino. Los departamentos con mayor riesgo de mortalidad para
cancer de estébmago son Quindio, Huila y Cauca para hombres y Cauca, Norte de
Santander y Huila para mujeres, mientras que los departamentos de la region Caribe

mostraron los riesgos mas bajos (Pardo et al., 2017).

4.2 METODO DE DETECCION DE CONTAMINACION MICROBIOLOGICA

Las fuentes de agua suelen estar contaminadas por residuos de origen domeéstico,

esta carga contaminante representada por altas concentraciones de materia
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organica y microorganismos de origen fecal. Por ello se requiere de analisis dirigidos
a determinar la presencia de microorganismos patdgenos involucrados en la
transmision hidrica como bacterias, virus y protozoos, que pueden causar
enfermedades que varian en su gravedad, como gastroenteritis, diarrea, disenteria,
hepatitis o fiebre tifoidea. El diagndstico de estos microorganismos, requiere

laboratorios y técnicas especializadas (Arcos et al., 2005).

Las bacterias entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre, son
eliminadas a través de la materia fecal, por lo tanto son contaminantes del agua,
una vez en el agua las condiciones ambientales son muy diferentes y limitando su
capacidad de reproducirse y sobrevivir, dificultando su deteccion a nivel de
laboratorio, de modo que se requiere el uso de un grupo de bacterias como

indicadores, de que su deteccién mas rapida y sencilla (Olivieri V., 1982).

Estas bacterias son las coliformes totales (Escherichia, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Edwarsiella y Citrobacter, pueden vivir como sapréfitos independientes o
como bacterias intestinales) y las coliformes fecales (Escherichia) como la E. coli,
que son de origen intestinal (Larrea-murrell et al., 2013) y que son buenos
indicadores de contaminacién fecal. Estos indicadores se pueden determinar con
medios de cultivo cromogénicos y fluorogénicos, que combinados con la técnica de
filtracion por membrana constituyen una buena alternativa para un analisis rapido y

confiable.

Es importante resaltar que cada vez es mas frecuente que las enfermedades de
origen hidrico, estén relacionadas con la presencia de microorganismos emergentes
y reemergentes, como la H. pylori, y estimar su presencia en el agua es de vital

importancia debido a la prevalencia en los humanos.

En la década de 1980, las herramientas gendémicas, revolucionaron la ecologia
microbiana, cuando se consiguid la recuperacion de informacion genética
directamente de individuos y comunidades microbianas completas utilizando el gen

del ARN ribosomal 16S (Haig et al., 2011). Una de estas herramientas es la reaccion
25



en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), esta técnica de biologia molecular desarrollada en
1986 por Kary Mullis, utilizando una enzima termoestable, la Taq Polimerasa
permite obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular,
partiendo de una pequefia fraccion; por ello fue merecedor del premio Nobel de
Quimica en 1993 (Kramer, n.d.). La PCR es una técnica biotecnoldgica muy util para

el diagnostico de bacterias o virus de dificil cultivo, como es el caso de H. pylori.
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Figura 1. Reaccion en cadena de la polimerasa (pcr).

Fuente: https://es.routestofinance.com/how-polymerase-chain-reaction-works.

4.3 SISTEMA DE TRATAMIENTO DE AGUA POR FILTRACION EN GRAVA Y
FILTRACION LENTA EN ARENA.

Existen diferentes sistemas de tratamiento para la potabilizacién del agua entre ellas
esta la planta convencional que requiere de una gran infraestructura y la utilizacion
de sustancias quimicas para sus procesos de coagulacion, sedimentacion, filtracion,

cloracién, generalmente se usan en zona urbanas con grandes poblaciones; las
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plantas compactas, en ellas se llevan a cabo todos los procesos en un mismo
modulo prefabricado siendo menos costosas que las convencionales, sin embargo
su utilizacion esta restringida a calidades de agua con baja variabilidad y bajos
niveles de contaminacion. Cuando se cuenta con agua con muy baja turbiedad y
color el tratamiento podria ser realizado en plantas de filtracion directa en donde el
agua es coagulada y llevada directamente a los filtros y enseguida se clora. Existe
otro tipo de plantas cuya aplicacion se hace en pequefios municipios y zonas rurales
llamadas plantas de filtracion en multiples etapas, denominadas asi porgue constan
de diferentes etapas de filtracion, estos sistemas no utilizan productos quimicos
como los coagulantes para su proceso de tratamiento, lo cual hace que su operacién
y mantenimiento mas simple que en las otras alternativas de tratamiento y pueda
ser manejada por operadores locales de baja escolaridad. Estd compuesta por filtros

en grava dinamicos, mas filtros gruesos ascendentes Yy filtro lentos en arena.

La Filtracion Lenta en Arena (FLA) es una tecnologia de tratamiento de agua con
mas de 200 afios de antigtiedad (S. J. Haig et al., 2011), empleada con éxito en el
norte de Europa y Norteamérica con el fin de tratar aguas superficiales poco
contaminadas (Rachwal, A. J., Bauer, M. J., & West, 1988). En paises de América
Latina como Brasil y Colombia la calidad del agua es diferente y los FLA se
taponaban facilmente por los elevados niveles de turbiedad en los rios,
requiriéndose un frecuente mantenimiento y lo que ocasion6 el abandono de

muchos de estos sistemas (Bernardo et al., 1999).

El sistema de Filtracion en Grava (FG) combinado con el sistema de Filtracion Lenta
en Arena (FLA), integran la Filtracion en Multiples Etapas (FIME), tal combinacién
surge por la necesidad de tratar agua con niveles de contaminacion muy superiores
a los que usualmente se trataban utilizando so6lo la FLA, y cumplir el objetivo
producir un efluente con turbiedad menor de 10 a 20 UNT, o con menos de 5 mg/I
de solidos suspendidos para facilitar el proceso de tratamiento en las unidades de

FLA e incrementar el tiempo de operacion de esas unidades de tratamiento, lo cual
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permite mejorar el abastecimiento de agua en comunidades rurales, y en pequefos

o medianos municipios (Galvis et al., 1999).

A continuacién, se describen los componentes de una FIME, empezando por el
sistema pretratamiento filtracion en grava, (usado en el acueducto “Las Guacas”

objeto del estudio), y la posterior etapa de filtracion lenta.

La filtracion en grava se compone de dos sistemas: un filtro grueso dinamico (FGDi)

y un filtro en gravas de flujo ascendente (FGA).

Los FGDi (figura 2) consisten de dos o méas unidades en paralelo constituidas con
tres capas de grava de diferente tamafio, gruesa en la parte inferior y fina en la
superficie, donde el agua va filtrandose a través del lecho de grava desde la
superficie hasta el fondo, y en el sistema de drenaje fluye a la siguiente unidad de
tratamiento. Se ha reportado una reduccion del 23 al 77% en solidos suspendidos,
para agua cruda con sélidos suspendidos entre 7.7 — 928 mg/l y operando a
velocidades de filtracion entre 1 y 9 m/h de acuerdo con lo reportado el equipos de
trabajo de Galvis y Ferndndez (Sanchez et al., 2007). El FGDi contribuye al
mejoramiento de la calidad del agua, y protege a las unidades de tratamiento que la
precede de cargas excesivas de sélidos suspendidos, este concepto de FGDi fue
desarrollado por CINARA el Instituto de Investigacion y Desarrollo en Agua Potable,

Valle del Cauca.
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Figura 2. Esquema Isométrico de un filtro grueso dinamico FGDi.
Adaptado de (Sanchez et al., 2007).

La siguiente unidad de tratamiento consiste de unos filtros en gravas de flujo
ascendente, donde el agua pasa a través del lecho de grava de abajo hacia arriba.
Las impurezas retenidas por el filtro son las particulas mas pesadas que se
remueven primero en el fondo del filtro. Para limpiar los filtros, se hace un drenaje
por accion de la gravedad de forma sencilla (Sanchez et al., 2007). Existen dos tipos
de filtros en gravas ascendentes. La filtracion se puede hacer en capas (FGAC)

figura 3, o con filtracion en serie (FGAS), usado para aguas mas contaminadas.
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Figura 3. Esquema isométrico de un filtro grueso de flujo ascendente en capas
FGAC.

Adaptado de (Sanchez et al., 2007)

La remocion de particulas suspendidas en el agua y presumiblemente los
microorganismos asociados a estos solidos, ocurren por mecanismos fisicos de
acuerdo con el libro “Algunas miradas tedricas y conceptuales de la filtraciéon” de
Amirtharajah,1988 (Amirtharajah, 1988), y la publicacion de Yao y sus
colaboradores 1971, (Yao et al.,, 1995). Estos mecanismos son: tamizado,
intercepcion, transporte, mecanismos de adherencia y separacion (Galvis, 1999).
Entre ellos por tamizado o cernido las particulas muy grandes se remueven al pasar
a través de los poros de los medios filtrantes, este mecanismo, ocurre en la
superficie del lecho filtrante, donde la pérdida de carga estd4 concentrada y es
independiente de la tasa de filtracion. El tamafio del poro varia entre 0.07 y 0.1 dc
(diametro del grano). Por otra parte, particulas con didametros mayores a 20 um se
remueven con el uso de arenas con tamarfos de 0.20 mm. La superficie del filtro va
logrando un proceso de maduracion con el tiempo y el tamafio de los poros se
reduce, mejorando la remocion de particulas mas pequeias (Sanchez, et al., 2007).
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Una vez el agua pre tratada, puede continuar su proceso en la unidad de FLA
conformada por una estructura (figura 4), que consiste en un tanque con un lecho
de arena fina, colocado sobre una capa de grava que constituye el soporte de la
arena que su vez, se encuentra sobre un sistema de tuberias perforadas que
recolectan el agua filtrada. El flujo es descendente, con una velocidad de filtracién
muy baja que puede ser controlada preferiblemente al ingreso del tanque. (OPS et
al., 2005).
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Figura 4. Componentes basicos de un FLA con control a la entrada.
Adaptado de Galvis et al. (1999).

Su mecanismo de tratamiento del agua es una combinacion de procesos bioldgicos
y fisico-quimicos que interactian de una forma compleja. El agua que entra sin
tratar o pretratada pasa a través del medio filtrante por gravedad trayendo consigo
materia organica e inorganica, de modo que la superficie del filtro gradualmente se

colmata por las impurezas permitiendo el desarrollo de una capa bioldgica llamada,
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Schmutzdecke, por ello el lecho filtrante actia como una unidad de limpieza de
materia organica y organismos aerdbicos, como el zooplancton y el resto de la
biomasa, los cuales respiran continuamente, generando consumo del oxigeno del

agua, requiriendo por lo tanto un flujo continuo en el sistema (Sanchez, et al., 2007).

4.4  RECOMENDACIONES SOBRE EL MANTENIMIENTO DE LOS SISTEMAS
DE FILTRACION EN GRAVAS

En el siguiente apartado se presentan las recomendaciones de Fernandez y Chaux,
(2007), sobre la operaciéon y mantenimiento de los sistemas de Filtracion en

Multiples Etapas.

En la sostenibilidad de los proyectos de abastecimiento de agua es de especial
importancia la operacion y el mantenimiento (O&M). Una eficiente labor de O&M
implica una mayor confiabilidad del sistema en aspectos tanto de calidad como de
cantidad y continuidad del agua suministrada. La tecnologia de filtracion en multiples
etapas para su buen funcionamiento requiere de operadores capacitados y
entrenados en las diferentes labores, la cuales pueden dividirse en actividades
segun la unidad de tratamiento y su frecuencia en: diarias, semanales, anuales y

eventuales.

Para el filtro dinamico diariamente se requiere la revision de los caudales de entrada
y Su ajuste a las condiciones de disefio y operacion. También incluye la revision y
control del nivel de agua sobre el lecho filtrante, en caso de no presentar el nivel de
agua se debe ajustar la valvula de salida, cerrdndola hasta obtener el nivel de agua
sobre el lecho. En caso se presentarse rebose se debe verificar que este deba a la
obstruccion del lecho por la retencion de solidos en cuyo caso se debe proceder a
la limpieza superficial y de fondo. Esta actividad de limpieza se recomienda con una

frecuencia de al menos una a dos veces por semana durante el periodo climatico
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seco y cada vez que sea necesario en el periodo de lluvias o se presente

colmatacion de los filtros.

Como actividad eventual se recomienda la extraccion, lavado y tamizaje del material
filtrante cuando las actividades de lavado superficial y de fondo no restituyan la
capacidad de hidraulica del sistema (cantidad de agua filtrada).

Los filtros gruesos ascendentes en capas requeriran de una revision diaria de las
estructuras de entrada y salida, control de los flujos de agua a tratar y revision del
estado superficial del lecho filtrante. Una o dos veces por semana se debe hacer la
revision de la pérdida de carga midiendo los niveles a la entrada y salida del filtro.
En caso de que la pérdida de carga este en valores menores de 5cm se recomienda
la realizacion del lavado del filtro con una frecuencia de una a dos veces por semana
con lavados de fondo y una vez al mes con el lavado de la capa superficial del lecho.
Si la pérdida de carga presenta valores entre 5 y 10 cm, se debe aumentar la
frecuencia de los lavados de fondo a tres veces por semana y los lavados
superficiales a una vez por semana. Si la pérdida de carga es mayor a 10 cm, se
debe realizar la extraccion, lavado, tamizado y la reinstalacién del medio filtrante
(Fernandez y Chaux, 2007).

4.5 EXPERIENCIAS EN LA REMOCION DE PATOGENOS

En Colombia se han reportado datos respecto a la remociéon microbiolégica de la
filtracion en grava donde se menciona que la remocién para E. coli de 0,6 y 2,5
unidades de log, para aguas con contaminacion bacterioldégica entre 20000 y
100000 UFC/100mL y con solidos suspendidos entre 20 y 100 mg/L (Galvis et al.,
1999), y en un estudio mas reciente donde se realiz6 el andlisis de la operacion y

mantenimiento de la filtraciébn en gravas de flujo ascendentes a escala real, para
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varias plantas de tratamiento en el Valle del Cauca se mostraron remociones entre

0,1y 0,6 log para la bacteria E. coli (Posso, 2012).

Galvis et al. (1999) muestran que al utilizar sistemas de pretratamiento en gravas
compuesto por FGDi y filtros gruesos ascendentes en serie (FGAS) de tres etapas
con velocidad de filtracion de 0.45 m/h, en aguas con alta turbiedad en el rango de
17 a 500 UNT, y coliformes fecales en promedio de 33000 UFC/100 ml, podrian ser
obtenidas turbiedades medias de 8 UNT y coliformes fecales en promedio de 38
UFC/100 ml antes de ser procesadas por filtros lentos. De igual manera Galvis et
al. (1999) mostraron plantas FIME a escala real, que operaron con mejores
calidades de agua de las presentadas previamente y sistema de Pretratamiento
compuesto por FGDI y FGAC, generaron turbiedades en el rango de 1.5 a 6 UNT y
coliformes fecales entre 358 y 58 UFC/100 ml a la salida del sistema de
pretratamiento. Si bien el sistema de pretratamiento genera una remocion
microbioldgica ésta no es suficiente para alcanzar niveles 6ptimos de potabilidad,

por lo cual se requiere el proceso de desinfeccidén para reducir este riesgo.

Nkwonta & Ochieng (2009), realizan una revision de experiencia en Iran, con la
utilizaciéon de filtros en grava, principalmente con el uso de Filtros gruesos
horizontales (FGH), reportando calidades de agua a la salida de los FGH de 1.29
UNT vy coliformes Fecales de 6.7 NMP/100ml. Fernandez et al. (2006), reporto el
uso de sistemas de pretratamiento compuesto por FGDi y FGAC en agua crudas
con altos contenidos de materia organica, medidos como DBO y DQO, 3.1y 9.0
mg/L en promedio respectivamente, reduciendo estos valores de 1.6 a 4.6 mg/L a

la salida del sistema de pretratamiento.

La tecnologia FIME esta dirigida al servicio de la poblacion rural que en la mayoria
de los casos es de condicidn socio econdmica baja, lo cual limita la implementacién
de la tecnologia completa y los proyectos se realizan en dos fases, en la primera se

construye la etapa de pretratamiento (FGDi y FGA), mientras que en una segunda
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fase se construyen los FLA. Si bien la primera fase se encarga de la remocién de
sélidos en suspension y turbiedad, hay reportes en la literatura que indican remocién
de coliformes totales y fecales hasta en un 1.5 log para la FG, lo que sugiere que
pueden existir otros mecanismos diferentes a los fisicos. La FLA como complemento
del tratamiento permite alcanzar una remocion final de hasta 5.6 log en coliformes
(Galvis et al., 1998; Galvis et al., 1992; Galvis, 1999). A pesar de que la tecnologia
FIME se considera altamente eficiente en la remocion de patdgenos no se cuenta
con estudios que indiquen la remocion de H. pylori, ni mucho menos su remocién
en los sistemas de prefiltracion en grava (FGDi y FGA).
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5. METODOLOGIA
5.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio desarrollado fue de tipo experimental cuantitativo y se realiz6 a escala

real en una planta de tratamiento de agua para consumo humano.
5.2 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La planta de tratamiento pertenece al acueducto veredal Las Guacas, sector “Los
Llanos”, identificada con el mismo nombre, ubicada en la zona nororiental del
municipio de Popayan a 1995 m.s.n.m. con coordenadas 2°27'23.63"N vy
76°31'40.61"0. (Figura 5).

’:& CIUDAD DE POPAYAN'

sttt

Planta de tratamiento

Leyenda :
® ‘_:'Planta de Tratamiento de

.. Agua Potable
: 0 25

Figura 5. Ubicacion geografica de la planta de tratamiento Acueducto Las Guacas
sector los Llanos.

Tomado de https://www.google.com/maps/search/los+llanos/@2.4661706,-
76.5558234,5721m/data=!3m1!1e3!5m1!le4d
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El suministro de agua cruda a la planta de tratamiento lo hacen las quebradas
Velasquillo y San Isidro. La planta esta conformada por un sistema de tratamiento
por filtracion en gravas dinamico FGDi, seguido por un filtro en gravas de flujo
ascendente FGA, figura 6. El sistema de tratamiento de agua no cuenta con una
etapa de filtracion lenta en arena, ni con cloracion como sistema de desinfeccion.
No cuenta con una estructura de control y medicion de flujo a la entrada, ni un

macromedidor a la entrada y/o salida de la planta.

La planta fue disefiada para tratar un caudal maximo de 2 L/s, con lo cual se
consideraron velocidades de filtraciébn de 2.0 m/h para el filtro dinamico y de 0.65
m/h para el filtro grueso ascendente, con unas areas de filtracion de 3.74 y 11.34

m?, para el FGDi y FGAC respectivamente.

FILTRO GRUESO ASCENDENTE EN CAPAS
FILTRO GRUESO DINAMICO (FGDi) (FGAC)

Entrada de
agua cruda

A tanque de
almacenamiento

1 )

2.20-

Puntos de muestreo:

1: cAmara de entrada de agua a la planta
(agua cruda) 270
2: camara de entrada a FGA

3: camara de salida del FGA

Figura 6. Esquema de la Planta de Tratamiento de Agua Potable. Sector los Llanos
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Las actividades de mantenimiento y su frecuencia que fueron recomendadas por el
constructor de la planta, incluyeron el lavado de fondo de los FGAC con una
frecuencia de al menos una vez por semana. Lavados superficiales de los FGDi con
una frecuencia de una vez por semana o cada vez que se colmaten por la ocurrencia
de picos de turbiedad. Las condiciones de operacion y mantenimiento estuvieron
siempre bajo el control de la comunidad, sin embargo, no hubo un estricto desarrollo
de estas actividades recomendadas en el disefio por ausencia del personal
encargado, que permitieran una 6ptima operacion de la planta durante el periodo de
estudio.

53 METODOLOGIA PARA EL DESARROLLO DE OBJETIVO 1

5.3.1 Puntos de muestreo.

Para realizar el estudio se establecieron los puntos para tomar las muestras,
incluyendo agua cruda y tratada por el sistema de la siguiente manera, el punto 1
corresponde al agua cruda tomada en la cAmara de entrada a la planta, el punto 2
al agua filtrada por los filtros dinamicos y se tomoé en la camara de entrada al FGAC
y el punto 3 se tomé agua tratada por los GFGAC a la salida de estos, los cuales se

presentan en la figura 6.

5.3.2 Parametros, frecuenciay estimacion del nUmero de datos.

Con el fin de establecer la remocion del H. pylori y hacer un seguimiento a la calidad
del agua en los puntos de muestreo indicados anteriormente, también, se midieron
parametros fisicos, microbiolégicos e hidraulicos del sistema de tratamiento, que
permitieron explicar su comportamiento respecto a la remocion de estos indicadores
de la calidad del agua. La frecuencia del muestreo se realiz6 entre 1y 2 dos veces
por semana como se presenta en la tabla 1, segun el parametro medido en cada

punto.
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Tabla 1. Pardmetros de muestreo y su frecuencia.

Parametro Punto de muestreo Frecuencia
1 2 3 semanal
Turbiedad X X X 2
Color X X X 2
pH X X X 1
Temperatura X X X 2
Conductividad X X X 2
Oxigeno disuelto X X X 2
Coliformes totales X X X 1
E. coli X X X 1
H. pylori X X X 1
Pérdida de carga X

Caudal X 2

Para estimar el tamafio de muestra se revisaron estudios anteriores y dado que no
se cuenta con informacioén especifica de H. pylori, se utilizé la informacion de
(Leyton Luna & Capote Mufioz, 2018), quienes encontraron una varianza en los
datos de la muestra de 671 para el indicador microbiologico E. coli, estableciendo
entonces que la diferencia maxima que podemos aceptar en este caso es de 310
UFC/100mL con un nivel de confianza del a=0.05y t(a/2, n-1)= 2.09. se determind
un nimero de muestra igual a 20 aplicando la expresion

2 452 . . s .
n =" Donde:t es la distribucion T-student para una confianza a/2 y n-1 grados de

E2
libertad y S es la varianza muestral.

5.3.3 Materiales y métodos por parametro.
Las mediciones se realizaron en el sitio, para los pardmetros fisicoquimicos por
métodos instrumentales y los parametros hidraulicos por métodos clasicos y los
ensayos microbioldgicos (coliformes totales y E. coli) se realizaron por el método de
filtracion por membrana en el Laboratorio de Analisis Ambiental del Sena y la
medicion de H. pylori, (métodos moleculares PCR) en laboratorio de Genética
Humana Aplicada de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del
Cauca.
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5.4 PARAMETROS FiSICOS E HIDRAULICOS.

La medicién de parametros como turbiedad, color, pH, y temperatura se realizaron
in situ, asi como las mediciones de caudal de salida de la planta y de la pérdida de
carga de los filtros ascendentes. Utilizando los equipos y protocolos resumidos en
la tabla 2, y los formatos de registro segun el Anexo A (Formatos de recoleccion de

muestras de agua y cadena custodia).

Tabla 2. Protocolo de medicion de los parametros fisicoquimicos e hidraulicos.

Parametro Unidad de medida Equipo Método
Turbiedad Unidades Turbidimetro HACH Nefelométrico (SM
nefelométricas de  2100N (HACH, USA) 2130B)
turbiedad (UNT).
Color Unidades de Espectrofotdbmetro Espectrofotométrico
platino-cobalto HACH DR 3900 (HACH, (SM 2120C)
(UPC). USA)
pH Adimensional Sonda multiparamétrica  Potenciométrico
HQ40D (HACH, USA) (SM 4500H+B),
Temperatura °C Termdmetro y Sonda
(M Multiparamétrica
(HACH, USA)
Oxigeno mg/L Sonda Método
Disuelto (OD) multiparamétrica electrométrico.
(HACH, USA)
Conductividad NS/cm Sonda Método
Eléctrica (CE) multiparamétrica electrénico.
(HACH, USA)
Caudal L/s Material volumétrico y Método volumétrico
cronometro. (Ministerio de
Ambiente, 2007)
Pérdida de cm Cinta métrica. Escuadra  Diferencia de altura
carga del nivel del agua

Para el seguimiento del desarrollo de pérdida de carga de las unidades de FGAC,

se midio el nivel de agua en las camaras de entrada de dichos sistemas (ver figura

6, punto 2) y el nivel de agua dentro de las unidades de filtracion ascendente, la
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diferencia de estos dos niveles se considero la pérdida de carga. El seguimiento se

realizo con una frecuencia de dos veces por semana.

El caudal se midi6 a la salida de los FGAC, para ello se midi6 la geometria de la
camara y se determind el tiempo de llenado a una altura determinada. Con el
volumen y el tiempo se obtuvo el caudal.

5.5 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS.

Las muestras para analisis microbioldgico y la determinacion de H. pylori se
colectaron mediante un sistema de macro gotero, con un caudal de goteo ajustado
a 16 ml/min. aproximadamente, para obtener 500 ml en un periodo de 30 minutos,
como se muestra en la figura 7. Para su recoleccién se tuvieron en cuenta las
recomendaciones del Manual de instrucciones para la toma, preservacion y
transporte de muestras de agua para consumo humano, del Instituto Nacional de
Salud (INS., 2011), usando frascos de vidrio color &mbar de 500mL, previamente
esterilizados en autoclave marca Sterilizer, SA232 a 121°C durante 15 minutos,
posteriormente se realiz6 la respectiva rotulacién, embalaje y transporte a 4°C hasta
el laboratorio Andlisis Ambientales del Sena - Cauca y el Laboratorio de Genética
Humana Aplicada de la Universidad del Cauca, donde se les realizaron los analisis
pertinentes. (Anexo A. Formatos toma de muestras de agua y custodia de las

muestras).
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Figura 7. Sistema de toma de muestras mediante macro gotero puntos 1y 2.

La determinacion de coliformes totales y E. coli, se realiz6 mediante el método de
filtracion por membrana, siguiendo el protocolo del IDEAM (Navarro, 2007). Se
filtraron volumenes de 100 mL en equipo de filtracion al vacio, con membranas de
celulosa estériles de 0,45 um de poro y 47 mm de diametro (S/PAD, MS, Membrana
MCE cuadriculada, Estéril, Blanca). El protocolo se realiz6 en una cabina de flujo
laminar vertical (CFLV Airco). Se utilizé como medio de cultivo Agar Chromocult®

Coliform.

5.6 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE H. PYLORI.

5.6.1 Puestaapunto de la PCR para la deteccién de H. pylori en muestras de
agua.

Para la puesta a punto de la PCR, se validaron y actualizaron los protocolos

existentes en el Laboratorio de Genética Humana Aplicada, como lo son:

concentracion de células, extraccidon y cuantificacion de ADN a partir de muestras

de agua, PCR Multiplex y electroforesis.

La validacién de estos protocolos, se llevo a cabo utilizando de manera controlada
la bacteria H. pylori de la cepa NCTC 11638 y 11637, facilitadas por la Pontificia
Universidad Javeriana de Bogota. Adicionalmente, se probaron distintas diluciones
en base 10 de estas cepas, para la determinacion del limite de deteccion de la PCR

punto final.

5.6.2 Concentracién de las muestras de agua por centrifugacion.

Las muestras de agua obtenidas de los tres puntos de muestreo de la planta de
tratamiento, se concentraron siguiendo el “Protocolo de concentracién de células
por centrifugacion a partir de muestras de agua” (Anexo B). Para realizar la
concentracion de H. pylori, se tomaron 200mL de muestra de cada punto de planta
de tratamiento de agua repartidos en 4 tubos de 50 mL Falcon, los cuales se
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centrifugaron a 4000 revoluciones por minuto (rpm) durante 30 minutos a 8°C, en
una centrifuga Heraeus Megafuge 1.0R. Posteriormente, se eliminé el sobrenadante
mediante una pipeta pasteur con punta en U, usando un sistema de vacio, hasta

obtener un volumen final de aproximadamente 5mL.

Este volumen previamente re suspendido se transfirié a tubos de micro centrifuga
de 1.5mL, los cuales se centrifugaron sucesivamente a 12000 rpm por 5 minutos,
eliminando el sobrenadante hasta obtener dos replicas con un volumen final de

200uL, usando una centrifuga Eppendorf 5415C.

Para realizar el control del método, se realizé el mismo procedimiento de
concentracion de una muestra de 50mL, constituida por agua del punto 3 de la
planta de tratamiento y 10uL de cepa H. pylori 11638, a una dilucién de 1x101. A
este control positivo una vez concentrado, junto con las muestras se les realiz6 todo
el procedimiento de extraccion, cuantificacion, amplificacién y visualizacion del

ADN, para garantizar asi la confiabilidad del analisis a lo largo del estudio.

5.6.3 Extraccién y Cuantificacion de ADN a partir de muestras de agua.

Para extraer el ADN gendmico bacteriano las muestras concentradas fueron
procesados mediante cuatro pasos ‘“lisar-enlazar-lavar-eluir” usando el E.Z.N.A.®
DNA tissue kit (Omega Bio-Tek, Doraville, USA), siguiendo las recomendaciones
del fabricante y el protocolo de Extracciéon de ADN del Laboratorio de Genética

Humana (Anexo C. Protocolo de extraccion de ADN a partir de muestras de agua).

La concentracion y calidad del ADN extraido se determind por espectrofotometria
mediante la relacion de absorbancia A260/A280, usando un espectrofotbmetro UV—
Vis Nanodrop 2000™. (Anexo D. Cuantificacion de ADN Nanodrop).
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5.6.4 Evaluacién de primers.

Para la deteccion de H. pylori presente en las muestras de agua se utilizaron los

genes: VacA (gen que codifica la proteina vacuolizante VacA, formas alélicas s1,

s2, ml1 y m2) y CagA (gen que codifica la citotoxina CagA) (tabla 3), primers

previamente utilizados para la deteccion de H. pylori en el Laboratorio de Genética

Humana Aplicada (Acosta et al. 2014)

La especificidad de las secuencias de nucleotidos se verificO en una busqueda

BLAST utilizando la configuracion predeterminada:

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

Tabla 3. Secuencia de Primers utilizados en la PCR.

. Tamanfo
Regidon de
) o producto .
ADN Primer Secuencia (5-3") Referencia
- de PCR
amplificado
(bp)
(Atherton et al.,
VacA VAI-F ATG GAA ATA CAA bpd ACA CAC (250/286) 1995; Yamaoka et
sl/s2 VAI-R CTG CTT GAATGC GCC AAAC al 1999; Erzin et
al, 2006)
VacA (Yamaoka et al
VAG-F CAA TCT GTC CAA TCA AGC GAG (567/642) )
ml/m2 1999; Erzin et al,
VAG-R GCG TCA AAATAATTC CAA GG
2006)
(Yamaoka et al
CAGA-F GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG G )
CagA 349 1999; Erzin et al,
CAGA-R CTG CAAAAGATTGTTTGG CAG A

2006)

5.6.5 Amplificacién de ADN extraido.

El ADN obtenido de las muestras se amplifico por la técnica de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR), segun metodologia descrita, estandarizada y

adaptada previamente en el Laboratorio de Genética Humana, Universidad del
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Cauca (Acosta et al., 2014) para determinar la presencia de H. pylori teniendo en

cuenta los primers citados en la tabla 3.

La mezcla para amplificacion contenia 0.36uL de cada primer, 5uL de Qiagen
Multiplex PCR® preparado acorde a las recomendaciones del fabricante, 0.84uL de
agua grado molecular libre de RNAsas y 7uL de ADN gendmico, para un volumen
total de la PCR de 15uL. La especificidad de la PCR fue verificada usando ADN de
tres cepas de H. pylori (TX30a, 11638 y 11637) y adicionalmente el control positivo
de concentracion detallado en el numeral 5.7.2. Los tubos de PCR fueron
brevemente centrifugados a baja velocidad para llevar toda la muestra a la parte
baja del tubo. Posteriormente las muestras fueron llevadas al termociclador
(MyCycler Termal Cycler™, BIORAD) bajo las condiciones mostradas en la tabla 4.
(Anexo E, Protocolo PCR Multiplex para le determinacion de la presencia de
Helicobacter pylori.).

Tabla 4. Condiciones de la PCR para la amplificacién.

Paso Proceso T°C Tiempo ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 95 10 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
2 ) ) 15
Acoplamiento 57 1,5 min
Extension 70 45 s
Desnaturalizacion 94 30s
3 . _ 25
Acoplamiento 54 1 min
Extension 72 1 min
4 Extension final 72 5 min 1
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5.6.6 Visualizacion del ADN amplificado.

Los productos de amplificacion se evidenciaron en geles de agarosa al 1,5% en
tampon TAE 1X (Tris-Acético-EDTA) usando como colorante EZ-VISION® THREE
segun el protocolo de electroforesis del Laboratorio de Genética Humana Aplicada
(Anexo F. Protocolo Electroforesis para tipificacion de H. pylori). Usando una
camara de electroforesis marca Bio Rad con una fuente de corriente a 80 voltios
durante 60 minutos. Al finalizar, la presencia de los fragmentos amplificados se
comprob6 mediante visualizacién en el equipo Gel DocTM XR+ Imaging System
Molecular Imager (BIO-RAD, USA), teniendo como referencia las bandas de

amplificacion de la cepa de control 11637 y 11638.

5.6.7 Limite de deteccion latécnica PCR para H. pylori

Para determinar el limite de deteccion se realizé la amplificacion del ADN de la cepa
de referencia 11637 H.p, preparando diluciones sucesivas de 1:10 hasta 5 veces, a
partir de una concentracion de 26.7ng/uL, las cuales fueron amplificadas segun la
metodologia descrita anteriormente, usando 5uL de ADN, 0.3uL de cada primer,
5uL de Qiagen Multiplex PCR® y 2,2uL de agua grado molecular libre de RNAsas,
para un volumen total de la PCR de 15uL. Una vez amplificado el ADN se logro la
visualizacion en una placa de electroforesis del ADN hasta la cuarta dilucion
equivalente a 26.71x10 ng/pL), (los resultados se presentan en el anexo ), es decir
se alcanza a amplificar ADN en muestras con una concentracion de 0.0267ng/L, o
con un contenido de 0.0016ng de ADN.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

La informacion y datos obtenidos en las pruebas fueron almacenados en fisico y
luego se alimentd una base de datos en el programa Excel que sirvié como insumo

para los respectivos analisis estadisticos.

El andlisis estadistico se realizé con el programa Statgraphics 18, para determinar
si el sistema de tratamiento (filtracion en gravas) generé efectos sobre la remocién
de los parametros del estudio, se realizaron andlisis de varianza (ANOVA),
comparando los tres puntos de muestreo considerados (agua cruda, salida de filtro
dinamico y salida del filtro grueso ascendente). Para aquellos analisis que
reportaron que existen diferencias significativas, se realizé un analisis de Mdltiples
Rangos para establecer cuéles son iguales y cuales son diferentes, para discriminar
entre las medias se usoé el procedimiento de diferencia minima significativa LSD
(Least significant difference) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al
decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia
real es igual a 0. Si no existe una diferencia significativa en los valores medidos se
considera que el efecto es nulo. Todos los analisis estadisticos se realizaran con un

nivel de significancia de a<0,05.

Estos resultados del analisis estadistico permitirdn saber si hubo un efecto
significativo o no de cada una de las estructuras sobre los parametros en estudio,
teniendo dos casos: a. si los valores de los parametros son mayores a la entrada
gue los de la salida se tiene un efecto positivo al disminuir la contaminacion, b. en
caso que se obtengan valores superiores a la salida del tratamiento, el efecto sera

negativo.
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En el primer caso se podra entonces determinar el grado de eficiencia de remocion

de la contaminacion para cada parametro calculandola con la siguiente expresion:

Ex —Sx
—x100%

Eficiencia de Remocion = Ex

Donde, EXx, es el parametro medido a la entrada del proceso, Sx es el parametro

medido a la salida del sistema.
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58 METODOLOGIA PARA EL DESARROLLO DEL OBJETIVO 2.

Para determinar si existe correlacion entre la concentracion de los indicadores de
contaminacion fecal y la presencia y/o ausencia de H. pylori en el agua cruda tratada
por cada unidad de filtracion, se realizdé un analisis estadistico bivariado utilizando
el software “IBM SPSS Statistics 24”, utilizando el coeficiente de correlacion de
Spearman, teniendo en cuenta el criterio p: rh0>0,95 y rho<0,05. Para los andlisis
se us6 como variable independiente la presencia de H. pylori y como variables
dependientes los indicadores bacterianos de contaminacion fecal, coliformes

totales, E. coli.

Con los datos de H. pylori, coliformes totales y E. coli se realiz6 un estudio de
correlacion multiple entre estos parametros. Para ello se realizaron correlaciones
simples entre cada uno de los pardmetros, con cual se miden la relacion lineal que
existen entre estos pardmetros, dos a dos, sin tener en cuenta la posible influencia

del otro. También se realizé el mismo analisis para los parametros turbiedad y color.

El valor del coeficiente de Spearman, oscila entre -1 y +1, se puede interpretar
indicAndonos asociaciones negativas o positivas respectivamente. El valor cero
significa no correlacién, pero no independencia. El hecho que exista correlacion
entre las variables no implica que exista causalidad o independencia entre ellas. Las

diferencias en los valores de los datos se consideraron significativas a p <0,05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CALIDAD DEL AGUA CRUDA

El seguimiento durante el periodo de estudio (15 semanas), de la calidad
fisicoquimica y microbiologica del agua cruda tomada para abastecer el acueducto
veredal Las Guacas, sector Los Llanos, proveniente de las quebradas Velasquillo y
San Isidro, se resume en la tabla 5. La turbiedad estuvo en un rango de 1.6y 12.7
UNT, en promedio tuvo un color aparente de 39.6 UPC, con un pH que oscilé entre
6.6 a 7.5 y una temperatura media de 18.8 °C, el oxigeno disuelto estuvo en un
rango entre 6.9 y 8.9 mg/L, con lo cual se puede garantizar que cualquier proceso
de remocioén de materia organica se realice en forma aerdbica. Respecto a la calidad
microbiolégica se determind un promedio de 1213 UFC/100 ml para coliformes

totales y un valor promedio de 103 UFC/100 ml para E. coli.

Teniendo en cuenta los valores presentados se puede inferir el agua cruda, cumple
con los criterios de calidad de agua para la utilizacion de un sistema FIME
compuesto por FGDi, FGAC y FLA, mas la desinfeccién como barrera de seguridad,
establecidas por Galvis et al. (1999), quienes ademas recomiendan que para esta
calidad del agua se debe usar un FGDi a una velocidad maxima de filtracion de
3m/h, un FGAC a 0,45 m/h y un FLA con una velocidad de filtracion de 0,15m/h. La
configuracion de la planta consta del pretratamiento con los FGDi y FGAC, sin

embargo, este no cuenta con el sistema de filtracion lenta ni la desinfeccién.

En el Anexo G se presentan los resultados de las mediciones para los parametros
fisicoquimicos y microbiolégicos en los tres puntos de muestreo y asi como los
pardmetros hidraulicos durante el periodo de estudio.
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6.2 CONDICIONES DE OPERACION Y MANTENIMIENTO DEL SISTEMA

La operacion y mantenimiento (O&M) de los sistemas de tratamiento de agua
constituye un elemento critico en el funcionamiento sostenible del sistema de
tratamiento de agua potable, asi mismo es necesario asegurar que la infraestructura
se utilice correctamente durante la vida atil estimada (Posso, 2012). Asi los FGDi
son utilizados para reducir los picos de turbiedad y proteger la planta de tratamiento
ante altas cargas de sdlidos transportadas por la fuente en poco tiempo y la
operacion de los FGAC esta relacionada con el control de la velocidad de filtracion,
pérdida de carga y el control de la calidad de agua efluente mientras que su
mantenimiento esta asociado con la limpieza permanente de las unidades y las

acciones tendientes a prevenir o reparar dafios (Galvis et al., 1999).

En general la O&M del sistema presentd grandes limitaciones. En la planta no se
puede realizar un control del caudal de entrada, por lo tanto, toda el agua que entra
al sistema es tratada. Se observé que el FGDi, durante 12 semanas no mantuvo el
nivel de agua sobre el lecho filtrante, como se muestra en la figura 8, esto no le
permite realizar su funcion de bloqueo de los picos de turbiedad, que se puedan
presentar en el agua cruda durante el periodo de lluvias, que ocasiona el arrastre

de sélidos a lo largo de las fuentes abastecedoras.
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Figura 8. Unidades de FGDi operando sin nivel superficial de agua.

En cuanto a las condiciones hidraulicas de operacién se determiné que el caudal
promedio de agua tratada por la planta, en el tiempo que se realiz6 el seguimiento,
fue de 3.05 L/s, con lo cual la velocidad de filtracion tedrica en los FGDi fue de 2.94
m/h, mientras que, en los filtros en grava ascendentes, los caudales tratados por
cada unidad estuvieron en un rango de 0.84 a 2.04 L/s, con un promedio de 1.52
L/s, lo cual represent6 un rango de velocidad de filtracion de 0.53 a 1.30 m/h, con
un valor promedio de 0.85 m/h. Estas velocidades alcanzadas estan por encima de
la recomendada (0.3 a 0.6 m/h) por Galvis et al. (1999), Galvis (1999) y Resolucién
330 de 2017 (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2017), lo cual puede generar
reducciones en la eficiencia de remocién e incrementar los requerimientos de
mantenimiento por un mayor desarrollo de pérdida de carga hidraulica en el FGAC.
Los resultados se encuentran el anexo G.

La pérdida de carga o pérdida de energia hidraulica (hf) de los FGAC esté asociada
a la energia necesaria para que el agua fluya por el medio filtrante, por lo cual esta
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relacionada con la velocidad de filtracion y la acumulacion de soélidos suspendidos
en el medio filtrante. Esta medicién le permite al operador tener control sobre
frecuencia de mantenimiento, sin embargo, en la planta se determin6é que en las
primeras cinco semanas se alcanzé un rango de pérdida de carga hidraulica entre
de 2.7 a 4.7 cm con grandes cantidades de lodo en la superficie del filtro (ver figura
9), en este periodo se incluy6 solo dos descargas de fondo sin lavado superficial, lo
gue implica una baja frecuencia de mantenimiento de las unidades de filtracion.
Galvis et al. (1999) recomienda que este lavado debe ser realizado con una

frecuencia de al menos una vez por semana.

Figura 9. Filtro en grava con y sin presencia de lodo en la superficie.

Foto A: Sin realizar mantenimiento al filtro. B: después de realizar el mantenimiento.

Durante las siguientes cinco semanas, se retomo la realizacion del lavado de los
filtros por parte del operario con una frecuencia de una vez por semana, con lavados
de fondo y lavado superficial cada dos semanas, esto condujo a una reduccién en
los valores de la pérdida de carga entre 2.1 y 3.4 cm. Finalmente en las cuatro
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tltimas semanas del seguimiento, se redujo nuevamente la frecuencia de
mantenimiento (no se evidencio la realizacion de descargas de fondo ni el lavado
superficial), produciendo incrementos en la pérdida de carga hidraulica adn
mayores, entre 2.6 y 5.8 cm. Estos datos, particularmente los comprendidos entre
las primeras cinco semanas y las cuatro Ultimas, indican que se presento

acumulacion de lodo dentro del medio filtrante del FGAC.

6.3 Calidad de agua tratada.

6.3.1 Turbiedad y color.

Las tecnologias de tratamiento de agua seleccionadas para abastecer la poblacion,
deben garantizar su calidad dando cumplimiento a lo exigido en la Resolucién 2115
de 2007 del Ministerio de Proteccion Social y Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo, (2007), donde se establecen los valores admisibles para las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas del agua para consumo humano,
sin embargo y gracias a la Resolucion 844 de 2018, esta permitida la construccion
de los sistemas de tratamiento por fases en las zonas rurales, lo cual podria no
garantizar el cumplimiento a cabalidad de la norma de la calidad del agua, cuando
no se cuenta con sistemas completos de tratamiento incluyendo la desinfeccion,
ademas esta calidad esta supeditada a la correcta seleccién de la tecnologia, al

buen funcionamiento y unas 6ptimas condiciones de operacion y mantenimiento.

Las estadisticas descriptivas para las mediciones de Turbiedad y color en cada
punto de muestreo se presentan en la tabla 6. En ellos se puede apreciar una
disminucién en ambos parametros a la salida del tratamiento. Para determinar si el
sistema de tratamiento tuvo un efecto en la remocion de estos parametros se debe
determinar si existen diferencias significativas entre los diferentes puntos de

evaluacion, para ello se realiz6 un analisis de varianza tabla 7.
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Tabla 5. Estadisticas descriptivas: Turbiedad y Color para el agua cruda y tratada
en cada filtro del agua de abastecimiento de la planta Los Llanos.

Periodo octubre 2019 a marzo 2020.

Turbiedad (UNT) Color (UPC)
AGUA . AGUA .
lrupa  FGD FGAC Lo,  FGDi FGAC
Estadistico
Promedio 3.9 3.3 23 37.4 33.0 26.3
Desv. Est. 21 14 0.96 19,7 17.0 16,5
Maximo 12,7 7.3 58 92.3 67.0 67.7
Minimo 16 17 13 8.3 7.7 3.7
Ntmero de 30 30 30 29 29 29
Datos

El andlisis en la tabla ANOVA descompone la varianza de Turbidez en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 7,59 es el cociente entre el estimado entre
grupos y el estimado dentro de grupos. Puesto que el valor-P (0,0009) de la prueba-
F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de turbidez al menos entre dos puntos de muestreo, con un nivel del 5% de
significacién. Los resultados completos se encuentran en el Anexo H.

Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, se realiz6
la Prueba de Multiples Rangos (Tabla 7), por medio de comparacion entre los
puntos. Se encontré que no existen diferencias significativas entre la turbidez del
agua cruda y la encontrada después del FGDi por ser grupos homogéneos, lo que
significa que no hay remocion en este punto. Si comparamos este hecho con los
estudios de Galvis et al., (1999), quienes reportan que se presentan remociones
entre 57.5% y el 71.4% de turbiedad al pasar por los FGDi, se concluye un pobre
desempeiio en estos filtros. Este pobre desempefio estad relacionado con la

insuficiente O&M de la unidad; el no contar con un nivel de agua superficial de
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manera permanente no permite la utilizacion de todo el medio filtrante y hace que el
flujo se filtre solo por la primera parte de este medio.

De acuerdo con los resultados de la tabla 7, existen diferencias entre el agua cruda
y el agua de salida del FGAC, aunque las turbiedades iniciales son bajas, la
remocion global de turbiedad de la planta fue del 40.4%, esta remocion podria no
ser suficiente para cumplir con los criterios de calidad establecidos en la resolucion
2115 de 2007.

Tabla 6. Prueba de Mdultiples Rangos para pardmetros fisicos del agua de
abastecimiento de la planta Los Llanos.

Método: 95,0
porcentaje LSD TURBIEDAD COLOR

Grupos Grupos
MUESTRA Casos Media Homogéneos Casos Media Homogéneos
Agua Cruda 30 3,9 X 29 37,3 X
Salida FGDi 30 3,3 X 29 32,8 XX
Salida FGAC 30 2,3 X 29 26,3 X

Se realiz6 el mismo procedimiento para analizar el comportamiento de la planta en
cuanto a remocion del color y al hacer la comparacion entre los diferentes puntos
de muestreo con base en el analisis de varianza se demostré que no existen
diferencias significativas entre el agua cruda y el efluente del FGDi, (valor-p=0,0638)
al contrario, existe una ligera tendencia a aumentar los valores en el color al salir
del filtro, en contraste con el estudio (Vega Serrano, 2013) quien reporta remociones
de color del 31,5%. Estos resultados muestran el bajo desempefio del FGDi, su

inapropiada operacion podria explicar esta situacion.

Como se menciond antes, Anova indicé que no hay diferencias significativas, esto
debido probablemente a la variabilidad de los datos como se muestra en la gréfica
de cajas y bigotes (figura 10), sin embargo, la prueba de Multiples Rangos demostrd
que las medias del color entre el agua cruda y el agua filtrada por el FGAC, son
diferentes, (tabla 7), permitiendo reportar solo una remocioén del 30% de color
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aparente, remocion que no permite cumplir con los valores maximos admisibles
exigidos (15 UPC) en la resolucion 2115 de 2007, ya que se obtiene como valor
promedio a salida de la planta 26,6 UPC. Este valor seria completamente
inadecuado si se realizara el proceso de desinfeccion con cloro por su potencial de

generar subproductos como los trihalomentanos, sustancias cancerigenas.

TURBIEDAD COLOR
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Figura 10. Diagrama de cajas y bigotes para turbiedad y color por punto de
muestreo.

Fuente: Elaboracion propia.

La remocion del color por medio de la filtracién gruesa (FGDi+ GFAC) puede estar
limitada por el origen mismo del color, (materia organica, hierro, manganeso, entre
otros). El principal mecanismo de remocién de los filtros en grava esta asociado a
la sedimentacién (Boller 1993; Sanchez 2017), por lo cual es mas factible la
remocion de color causado por material sélido suspendido como el hierro Ill, que el
color causado por materia organica disuelta como acidos fulvicos y humicos. En el
caso del presente estudio los bajos niveles de turbiedad (3,9 UNT) y altos de valores
de color (37 UPC) en el agua cruda, pueden explicar la baja remocion de este ultimo

donde predominarian las sustancias disueltas sobre las suspendidas.
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6.3.2 Coliformes totales y E. coli.

En las estadisticas descriptivas de los resultados que se reportan en la tabla 8, se
puede ver a simple vista en los valores promedio que los coliformes totales estan
en mayor proporcion a la salida de la planta, y en E. coli ocurre una escasa
disminucién.

En el andlisis de varianza realizado con un nivel de confianza del 95%, se comparo
el valor de la media de coliformes totales y E. coli del agua cruda con los efluentes
de salida de cada unidad de tratamiento (obteniéndose valores p= 0,8675y 0,1280
respectivamente), este indica que no hay evidencia suficiente para asegurar que
existen diferencias significativas entre el agua cruda y de salida de cada una de las
estructuras, lo que implica que la eficiencia en la remocion de estos pardmetros

puede ser considerada como nula.

Tabla 7. Estadisticas descriptivas para Coliformes totales y E. coli. Planta los Llanos.
Periodo octubre 2019 a marzo 2020.

Coliformes Totales E. coli
Estadistico Agua cruda FGDi FGAC Agua cruda FGDi FGAC
Promedio 1213 1343 1184 103 83 57
Desv. Est. 732 958 736 71 63 39
Maximo 3300 4100 3069 263 239 148
Minimo 483 154 392 5 20 8
Numero de 14 14 14 14 14 14
Datos

Por lo tanto, este comportamiento es preocupante, puesto que el agua potable debe
tener cero unidades formadoras de colonias por cada 100 mL de muestra. En la
figura 11, la grafica de cajas y bigotes muestra el comportamiento de la planta con
relacion a los coliformes totales y E. coli, es de resaltar que existe una tendencia a
generar aporte en el numero de coliformes totales cuando el agua ha sido filtrada
por los FGDi y los FGAC, contrario a la remocion de microorganismos mediante
filtros gruesos reportado en diferentes estudios (Mushila et al., 2016; Sanchez et al.,
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2007; Fernandez et al., 2006), donde se alcanzan remociones en un rango de 30 a
40% para coliformes fecales y totales, valores suficientes para continuar su
remocioén por la filtracién lenta en arena donde se logran eliminar cerca del 99.99%

de la contaminacién microbioldgica, para finalmente desinfectar el agua para su

distribucion.
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Figura 11. Coliformes totales y E. coli en agua cruda y filtrada.

El comportamiento del sistema de tratamiento en cuanto al mejoramiento de la
calidad del agua se puede explicar teniendo en cuenta que la remocién de particulas
en un filtro en grava se presenta por diferentes mecanismos, siendo la
sedimentacién uno de los mas importantes. La eficiencia del filtro depende de
variables como la velocidad de filtracion, la longitud y tamafio del medio filtrante,
porosidad y el tamafio de particulas (Boller, 1993; Sanchez, 2017).

La adherencia de las particulas a la superficie del medio filtrante se dara por la
interaccion de las fuerzas atractivas de van der Waals y las hidrodinamicas; las
primeras facilitan la adherencia de las particulas al medio filtrante, generando

acumulacion de lodo al interior de los poros reduciendo su tamafio, mientras que las
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segundas se ven afectadas, ya que al generarse reducciones en el tamafo del poro
se incrementa la velocidad intersticial, lo que a su vez aumenta la pérdida de carga
y los esfuerzos de corte sobre las particulas retenidas que pueden ser desprendidas
y arrastradas por en esta accion (Boller, 1993). Sanchez (2017) encontré que la
remocion de particulas con didmetros menores a 5 um solo podran ser removidas
con eficiencias entre el 45y 70% a velocidades menores a 0.5 m/h. Si bien en el
presente estudio no se midi6 el tamafo de las particulas podria suponerse que la
eficiencia de retencién alcanzada por los FGAC de entre 30 al 40% pueda ser
debida a estos dos fenédmenos descritos anteriormente. El filtro en estudio fue
operado con velocidades de filtracion que abarcaron el rango de 0.53 a 1.30 m/h y
estuvieron por encima de las velocidades reportadas por Sanchez (2017), lo que
implica una baja remocion de particulas con diametros menores de 5 um. como por
ejemplo particulas coloidales y microorganismos, que presentan tamafios por

debajo de 1 um.

Por otro lado, si bien los filtros trabajaron a velocidades de filtracion altas, se logran
bajas eficiencias de remocion (30 al 40%), que, aunque sean bajas implican la
retencion de particulas que se van acumulando al interior de los filtros en grava y
como consecuencia de las deficientes condiciones de operacion y baja frecuencia
de mantenimiento, se estarian generando condiciones propicias para que ocurra el
fenébmeno de desprendimiento de particulas descrito por Boller (1993). Estos
desprendimientos de particulas y posiblemente de microorganismos junto a ellas,

podrian explicar los valores mas altos en los filtros en grava que en el agua cruda.

6.3.3 Otros parametros.

Los parametros de pH, conductividad y oxigeno disuelto hicieron parte del
seguimiento y control, con el objetivo de verificar las condiciones de la calidad del

agua cruda y tratada no tuvieran alteraciones que fueran a afectar el proceso.
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Particularmente el rango de pH en el agua presenté una muy baja variacion y estuvo
en el rango de 6.6 a 7.4, cumpliendo con la normatividad y reflejando que no hubo
una contaminacion de caracter quimico que genere una influencia negativa sobre el
proceso. Similarmente ocurre con la conductividad al presentar variaciones minimas

durante el tiempo de estudio.

El oxigeno disuelto permanecio con valores superiores a 7mg/L a la salida de los
FGAC, indicando una buena disponibilidad de este elemento en el agua tratada para
que los posibles procesos de remocidon de materia organica puedan darse

aeroébicamente.

6.4 REMOCION DE HELICOBACTER PYLORI

La determinacion de la presencia de H. pylori se realizé por medio de la técnica
molecular reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), analizando muestras del
agua cruda y después de cada unidad de filtracion con el objetivo de detectar su

presencia y el comportamiento del sistema de filtracion respecto a ella.

Se analizaron 30 muestras por cada punto de muestreo y se detect6 la presencia
de la bacteria en todas las etapas del proceso, en tres muestras de agua cruda
(10%) esto evidencia la contaminacion fecal que presenta la fuente de
abastecimiento. Asi mismo en seis muestras (20%) después de pasar por el FGDi
y en seis (20%) a la salida del FGAC, su distribucién se presenta en la tabla 9, donde
se relacionan las mediciones con los puntos de muestreo y los periodos de

mantenimiento realizados en la planta.

Se identificaron tres periodos segun la frecuencia de las operaciones de
mantenimiento realizadas, como descargas de fondo y lavado superficial de los
filtros. Se evidencié que, en el segundo periodo comprendido entre las semanas
sexta y onceava, se realizaron correctamente estas actividades y no se detecté ADN

de H. pylori en ninguno de los puntos de muestreo.
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Tabla 8. Deteccion de H. pylori en la planta de tratamiento los Llanos, relacionadas
al mantenimiento. Periodo octubre 2019 a marzo 2020.

Muestras positivas para H. pylori por

Periodo Mantenimiento punto de muestreo
realizado Agua cruda FGDi FGAC
1. Semanas Dos descargas de
labs fondo sin lavado 0 4 2
superficial.

2. Semanas Descargas de fondo

6all semanal con lavado 0 0 0
superficial
3. Semanas Sin descargas de 3 2 4
12a 15 fondo nilavado
superficial
Total, muestras positivas 3 6 6
Numero de datos 30 30 30

C() Agua -\gua FGDl FGDl FG-\C FGAC C(+ C() Agua Agua FGDl FGDl FG-\C FGAC C(+) (‘() C()
H"O 116’%7 cruda c1uda S12 | EXT |cruda cunda S13 EXT

SEMANA 12 SEMANA 13

Figura 12. Deteccion de H. pylori en muestras de agua cruda y tratada, semanas 12
y 13 por Electroforesis en gel de agarosa.

Control de referencia de la PCR: carril 2, cepa H.p NCTC 11637

Controles negativos del proceso de extraccion: carril 10 y 18.

Controles negativos de la PCR: Carriles 1y 19, reactivos de multiplex para la PCR.
Control positivo del proceso completo aislamiento de ADN con la cepa H.p NCTC 11637:
carriles 9 y 17 por semana.

Muestras negativas: carriles 3 al 7 y 15. Muestras positivas: carriles 8, 11, 12, 13, 14y 16.
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Mientras que, en el primer y tercer periodo, el mantenimiento no se realizé de
manera adecuada, ni con la frecuencia que se requiere en este tipo de filtros y el
namero de muestras positivas para H. pylori fue mayor a la salida de los filtros en
grava (FGDi y FGAC) que, en el agua cruda. Como se observa en la placa de
electroforesis (figura 12), en la doceava semana solo hay ADN en la salida de los
FGAC y en la semana 13 se evidencia ADN en los tres puntos de muestreo. Los

resultados completos se presentan en el anexo I.

La mayor presencia de H. pylori a la salida de los filtros podria estar asociada con
la baja frecuencia de lavado, la acumulacion de particulas en la grava y su posible
desprendimiento debido las altas tasas de filtracion que se presentaron durante la
operacion del FGAC (0.53 a 1.3 m/h) que pudieron generar esfuerzos de corte lo
suficientemente grandes como para generar el desprendimiento y arrastre de las
particulas retenidas como lo describi6é Boller (1993) y entre ellas el H. pylori. Esto
implica que no se estd generando remocion del patégeno en este sistema de

tratamiento.

Otros estudios en Colombia han evidenciado este patégeno en aguas de consumo
humano, Ordofiez (2015), reporto la presencia de H. pylori en un 33% de las
muestras analizadas en cuatro fuentes de abastecimiento del acueducto rural, El
Saladito en Timbio, Cauca, siendo aguas superficiales tipicas para zonas
montafiosas como las de este caso. También se reporta la presencia de H. pylori en
fuentes de agua cruda y potabilizada por Adams et al. (2003), Campos et al. (2011),
Alvarez y Ceballos, (2018), particularmente Vesga (2018) muestra en su
investigacion realizada en tres plantas de potabilizacion de agua en Bogota, que
utilizan el método convencional de tratamiento y filtracion directa, que el porcentaje
de deteccién del ADN de H. pylori por PCR, fue 22.6% en el agua cruda y 27.1% en
el agua potabilizada en las plantas, valor que supera al agua cruda, es de recalcar
que estas plantas de tratamiento utilizan también métodos quimicos y aun asi fue

posible detectar este ADN bacteriano.
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Encontrar ADN de la bacteria en el agua de abastecimiento en este acueducto indica
que falta mas intervencion en la zona alta de la microcuenca (aguas arriba de la
bocatoma) en particular con el control de vertimientos de aguas residuales
domésticas, es decir se requiere mayor esfuerzo en la gestion integral del recurso
hidrico, siendo este, un factor determinante en la salud y calidad de vida de las

comunidades.

Esto, asociado con el hecho de que el tratamiento que se esta realizando en el
acueducto Las Guacas no garantiza la eliminacion del patdgeno, es muy
significativo cuando se habla de la via de transmision y el nivel de riesgo por el
consumo de agua contaminada con el patdgeno, como lo han demostrado otros
estudios donde se determiné en agua cruda y potable no solamente de la presencia
de bacterias, si no que estas son viables y cultivables lo que significa que tienen un
potencial infectivo (Vesga, 2018; Santiago, 2016).

Para controlar el riesgo por la contaminacién fecal es necesario hacer la
desinfeccién con cloro, sin embargo, esta no garantiza la remocién de patégenos
emergentes como por ejemplo quistes de Giardia y Cryptosporidium y tampoco de
H. pylori. En este sentido algunos estudios (Solarte et al., 2006) mostraron que para
reducir la infectividad de los ooquistes de Cryptosporidium es necesario usar altas
concentraciones de cloro y tiempos de contacto prolongados (hasta 80 mg/L por 90
min.), por otra parte Moreno et al. (2007) estudiaron la supervivencia y viabilidad de
H. pylori usando concentraciones de hasta 0.96 mg/L de cloro libre durante varios
tiempos de control, encontrando que la bacteria podria sobrevivir en su forma viable

pero no cultivable, (Moreno et, al. 2007).

En Espafia un estudio realizado en aguas residuales y potables demostré la
presencia y ademas la viabilidad de la bacteria usando técnicas de cultivo y
moleculares, logrando la cuantificacion del patégeno mediante DVC-FISH (Conteo
directo de viables, Hibridacién in situ con Sondas Fluorescentes), demostrando la

presencia de un namero considerable de células viables, con actividad metabdlica
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y por tanto potencialmente infectivas, en muestras de agua potable (Santiago,
2016).

Asi mismo en un estudio realizado en tres plantas de potabilizacion en Bogota, con
el objetivo de determinar la presencia, viabilidad y virulencia de la bacteria mediante
las técnicas de cultivo, PCR convencional, gPCR y FISH, los resultados también
muestran la presencia de células viables y cultivables, tanto en el agua cruda como
en el agua tratada, es decir que aun después de su tratamiento y desinfeccién con
cloro, (0.79 - 1.98 mg/L CI2 residual) valores normalmente usados en los procesos
de desinfeccion (Vesga, 2018). Estos resultados son muy relevantes puesto que
pueden evidenciar la trasmision del patdgeno a través del agua de consumo y su

potencial infectivo.

En México, realizaron ensayos de desinfeccién con ozono y cloro para evaluar sus
efectos sobre las células VBNC H. pylori. Determinaron que el o0zono mostré una
reduccion bacteriana de 5 log utilizando una concentracién de desinfectante y un
tiempo de exposicion (CT) de 4 mg min/L, aunque con cloro lograron reduccion
bacteriana, con un CT de 20 mg min/L de cloro, confirmada por qPCR-PMA, se
observaron células intactas de VBNC mediante el microscopio de barrido de emision
de campo (FESEM), y también se observé la formacion de aglomerados de células

supervivientes (Orta de Velasquez et al., 2017).

Esta resistencia sumada a la formacién de biopeliculas (Gido et al., 2010) como una
estrategia bacteriana en respuesta al estrés ambiental, supone un riesgo de
infeccion para los consumidores de aguas tratadas de forma deficiente, inadecuada,
interrumpida, intermitente o incompleta como suele suceder en muchos de los

acueductos rurales.

Si bien los anteriores estudios muestran que la desinfeccion con cloro posee
limitaciones para la eliminacién de H. pylori, en el caso del acueducto Las Guacas
seria conveniente la complementacion del sistema con la introduccién de filtros

lentos en arena.
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Por lo tanto, teniendo en cuenta estudios epidemiolégicos que muestran que
individuos infectados por H. pylori tienen un riesgo mayor de adenocarcinomas
gastricos (Torres et al. 2004; Atherton 2006; Malfertheiner et al. 2007), el estudio
realizado en Costa Rica muestra una relacién directa entre el consumo de agua
contaminada con H. pylori con zonas de alta incidencia de cancer gastrico (Montero-
Campos, 2019), con los hallazgos de este estudio se deja una puerta abierta al
estudio de la calidad del agua cruda y tratada en zonas rurales y urbanas en el
Cauca, sabiendo que el departamento tiene una alta incidencia en cancer géstrico
(Torres et al. 2004; Adrada et al. 2008; Pardo et al. 2017).

6.5 CORRELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INDICADORES DE
CONTAMINACION FECAL Y LA PRESENCIA O AUSENCIA DE H. PYLORI
EN EL AGUA CRUDA Y TRATADA.

Teniendo los resultados del comportamiento del sistema de filtracion en gravas
respecto a la remocion de los pardmetros fisicos turbiedad y color, los
microbiolégicos coliformes totales y fecales (indicadores de contaminacién fecal),
se establecio la correlacion existente con la presencia de ADN de H. pylori, mediante

el analisis estadistico utilizando el programa IBM SPSS Statistics.

La interpretacion del coeficiente de correlacion rho de Spearman, indica que valores
préximos a 1; indican una correlacién fuerte y positiva. Valores proximos a -1
indican una correlacion fuerte y negativa. Valores proximos a cero indican que no
hay correlacion lineal. Puede que exista otro tipo de correlacién, pero no lineal.
Comparando los indicadores microbiolégicos con la presencia de H. pylori se
encontraron valores que varian entre -0,096 y 0,144 (ver tabla 10), indicando una
muy baja o débil correlacion, sin embargo, estas correlaciones no son
estadisticamente significativas porque en todos los casos el valor p es mayor 0,05,

como se muestra en la tabla 11 como la significancia bilateral. Por lo tanto, la
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variacion de las concentraciones de los indicadores de contaminacion
microbiolégica no se puede establecer como un indicador para sospechar la

presencia o ausencia del patégeno.

Al realizar el mismo andlisis estadistico entre las variables fisicas color y turbiedad
con H. pylori, tampoco se encuentran evidencias de la existencia de una correlacion

entre ellos, tabla 11. (Los resultados se presentan en el anexo J).

Tabla 9. Andlisis bivariado por IBM SPSS Statistics entre parametros
microbioldgicos y H. pylori.

Correlaciones Rho de Spearman
Agua cruda FGDi FGAC

C totales E. coli C totales E. coli C totales E. coli

Coeficiente de 559 (079 0,144 -0,066 -0,096 0,010
correlacion

Sig. (bilateral) 0,922 0,787 0,624 0,882 0,744 0,972
N 14 14 14 14 14 14
La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

H. pylori

Tabla 10. Andlisis bivariado por IBM SPSS statistics entre parametros fisicos y H. pylori

Correlaciones Rho de Spearman
Agua cruda FGDi FGAC

Turbiedad Color  Turbiedad Color Turbiedad Color

Coeficiente de 0,072 -0,494 -0,210 -0,287 0,205 -0,263

H. correlacion
pylori  Sig. (bilateral) 0,806 0,073 0,471 0,319 0,481 0,364
N 14 14 14 14 14 14

La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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7. CONCLUSIONES

El sistema de filtracion en gravas del acueducto de Las Guacas, sector Los
Llanos, implementado para el tratamiento de agua para consumo humano, usa
una fuente de abastecimiento con calidad de agua deficiente por su

contaminacion microbiologica y alto contenido de color.

La eficiencia del tratamiento del agua dada por la remocién de la contaminacion
microbioldgica usando los indicadores coliformes totales y E. coli se considera
nula, no cumple con lo exigido por la normatividad colombiana respecto a los
pardmetros microbioldégicos del agua y al no contar con el proceso de
desinfeccién con cloro, se considera que presenta un alto riesgo para el
consumo humanao.

El estudio mostr6 que el sistema de pretratamiento de filtracibn en gravas
compuesto por filtracién dinAmica mas filtracion gruesa ascendente, bajo las
condiciones de operacion especifica en el periodo de estudio no alcanza una
adecuada remocién del H. pylori.

Las condiciones de operacion y mantenimiento insuficientes generan como
consecuencias: altas velocidades de filtracion, acumulacion de lodos, aumento
en las pérdidas de carga y posiblemente desprendimientos de particulas
retenidas que se ven reflejados en las bajas eficiencias de remocion de
parametros fisicos y nulas en la remocion de los indicadores microbiolégicos
incluido el H. pylori.

Se determind que no existe correlacién entre los indicadores de contaminacion
fecal, los parametros fisicos evaluados y la presencia de H. pylori en los tres
puntos de muestreo, por tanto, no pueden ser usados como indicativos de la

presencia o ausencia del patégeno.
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8. RECOMENDACIONES

» Se recomienda continuar con el presente estudio para conocer el
comportamiento de la filtracion en grava respecto a la remocion de H. pylori,
bajo condiciones controladas de O&M, para lo cual podria ser conveniente la

implementacion de una planta piloto.

» Respecto al funcionamiento de la planta de tratamiento de agua, acueducto Las
Guacas se recomienda a corto plazo:

a) Realizar mantenimientos peridédicos que incluyan lavado de los filtros y de las

recamaras, asi como descargas de fondo, que garanticen la no acumulacion

de lodo y eviten los incrementos en la pérdida de carga por falta de estas

actividades.

b) Acondicionar los filtros dinamicos de tal forma que se pueda medir su caudal
para poder controlar el agua de entrada y que opere bajo las condiciones
recomendadas en el disefio inicial. En este sentido también se deben
conseguir los caudales de tratamiento que garanticen las velocidades de

filtracion que permitan un funcionamiento correcto de las unidades FGAC.

» Teniendo en cuenta la gestion integral del recurso hidrico se realizan las

siguientes recomendaciones para realizar a mediano plazo:

a. Implementar sistemas de saneamiento para el manejo de excretas en las
viviendas del area de influencia de la microcuenca que no las posean, para

evitar la excrecion a campo abierto.
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b.

Se debe hacer control de los vertimientos de aguas residuales
implementando sistemas de tratamiento individuales en las viviendas que

estan en el area de influencia de la microcuenca.

. Se considera también muy importante mantener la franja de proteccién del

cuerpo de agua abastecedor particularmente impidiendo el acceso de
ganado vacuno. En este sentido se recomienda la implementacién de

bebederos tecnificados en el area de produccion ganadera.

» Desde la perspectiva del consumo de agua potable se recomienda a los

usuarios y a quienes realizan la gestion del sistema, las siguientes acciones:

a.

b.

C.

De manera inmediata se recomienda a los usuarios realizar la desinfeccion
casera del agua usando métodos accesibles como: hervir el agua de bebida
directa, el uso de filtros caseros de material ceramico poroso o la aplicacion
de hipoclorito de sodio para lograr una dosis de 1mg/L de cloro.

A corto plazo, la implementacion del sistema de desinfeccion del agua a la
salida de la planta de tratamiento.

A mediano plazo es necesaria la construccion de la etapa de filtracion lenta
en arena y la implementacion de la respectiva operacién de desinfeccion,
ambos garantizaran un agua con mejor calidad desde el punto de vista

microbioldgico.

. Como consecuencia de la baja eficiencia del tratamiento y la ausencia de

desinfeccién del agua es muy posible que en las redes de distribucion se
presente la formacién de biopelicula por lo cual se recomienda la

desinfeccion de las mismas.
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10. ANEXOS

ANEXO A.

FORMATOS PARA LA TOMA'Y CUSTODIA DE LAS MUESTRAS DE AGUA
DEL ACUEDUCTO LAS GUACAS

Cadena de custodia muestras

Identificacion de la muestra

Cadigo de muestra |_\Iuest1‘a de
Muestreo
Lugar
Fecha v hora |Re sponsable
o Temperatura Conductividad
Parametros insitu
pH Oxigeno disuelto

Preservacion y transporte

Preservante quimico Si() No () |

Preservante fisico

Se transporta desde hasta
Fecha y hora inicio de transporte | Fecha y hora fin de transporte
Responsable |
Entrega
Lugar de entrega
Responsable entrega Be spu]ll?able
recepcion
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FORMATO DE CADENA DE CUSTODIA PARA RECEPCION DE

LA MUESTRA DE AGUA PAG 1 DE 1
PROYECTO: COMPORTAMIENTO DE LA FILTRACION
GRUESA EN LA REMOCION DE HELICOBACTER PYLORI EN

FUENTES SUPERFICIALES DE AGUA VERSION 1
Muestreo No
Recepcién de muestras en el laboratorio
Proceso Responsable | Firma Fecha: T° del agua
Muestreo
Recepcion Hora:

Informacién de la muestra

Agua efluente

Agua cruda Agua efluente FGDi FGAC
Concentracién de ADN

Responsable fecha: No de muestras Observaciones

Extraccidn de ADN

Responsable fecha: No de muestras Observaciones
Cuantificacién de ADN

Responsable fecha: No de muestras Observaciones

PCR de ADN

Responsable fecha: No de muestras Observaciones
Electroforesis de ADN

Responsable fecha: No de muestras Observaciones

OBSERVACIONES ADICIONALES
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ANEXO B.

PROTOCOLO DE CONCENTRACION DE CELULAS POR CENTRIFUGACION A
PARTIR DE MUESTRAS DE AGUA

Versién: 0 Fecha Vigencia: 01-07-2019 Pagina

1. NOMBRE DEL DOCUMENTO: PROTOCOLO DE CONCENTRACION DE CELULAS POR CENTRIFUGACION A
PARTIR DE MUESTRAS DE AGUA
2. RESPONSABLES:
o Jefe de laboratorio de genética humana: Verificar el cumplimiento de las normas técnicas asegurando
las pruebas sometidas a investigacion.
e Coordinador del proyecto: Verificar el cumplimiento de las actividades programadas.
e Investigador: Ejecutar los procedimientos a realizar en el protocolo.
OBIJETIVO: Obtener células concentradas.
4. ALCANCE: Este protocolo es aplicable a un volumen de 600ml de agua para posteriormente realizar
extracciéon de ADN.
5.  MARCO NORMATIVO:
e Conductas basicas en bioseguridad, ministerio de salud: manejo integral.
6. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS:
Equipos:
Centrifuga refrigerada con capacidad 4000 RPM (Limpiar con alcohol)
Microcentrifuga capacidad 10000 RPM (Limpiar con alcohol)
Micropipeta de 1000 (Limpiar con alcohol)
Bomba de vacio (Limpiar con alcohol, asegurar que no entre agua a la bomba)
Materiales:
Tubos de recoleccion de 1,5 ml (Estéril para la muestra y reciclados para el balanceo)
Tubos de centrifuga de 50ml (Estéril para la muestra y reciclados para el balanceo)
Gradillas de tubos falcon y de tubos de recoleccién
Algodén
Montaje de vacio: Pipetas Pasteur (Estéril), Mangueras, Erlenmeyer para filtracién
Puntas para micropipeta de 1000. (Estéril)

w

Fig. 1. Bomba de vacio, mangueras, Erlenmeyer y pipetas Pasteur.
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b)

<)

d)

e)
f)

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO

Encender y limpiar la centrifuga de capacidad 4000 RPM y dejar enfriar hasta 8°C. Diligenciar formato de
uso del equipo.

Homogenizar la muestra remitida al laboratorio por inversién durante 1 minuto.

Separar 600ml de la muestra en tubos de centrifuga de 50ml y centrifugar a 4000 rpm por 30 minutos a
8°C, tener en cuenta el balanceo de la centrifuga, asegurando el mismo volumen en todos los tubos y
ajustandolos con algoddn para que no se muevan en la centrifuga. Realizar el control de concentracidn
con cepa de referencia, tomando 10 pl de una dilucién de 10! de la cepa e inocularlo en un tubo de
muestra de 50 ml.

Retirar el sobrenadante con un tubo Pasteur con punta en U y el montaje de vacio (Fig. 1) dejando
aproximadamente 5ml de muestra en cada tubo, homogenizar con vértex 20 seg, luego agrupar la
muestra en uno de los tubos.

Llevar 1.5ml de cada tubo de muestra a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml, debidamente rotulado.
Centrifugar a 10000 rpm durante 5 minutos, tener en cuenta el adecuado balanceo de la centrifuga (Fig.
2).

Fig. 2. Balance de la centrifuga de 10000 rpm
Retirar el sobrenadante con micropipeta, dejando aproximadamente 200 ulL en el tubo.
Repetir punto e-g hasta acabar con el volumen recolectado de los tubos falcon por muestra.
Dejar aproximadamente 200 uL en 2 tubos de microcentrifuga por punto de muestreo.
En caso de hacer prueba de viabilidad realizar el procedimiento de PMA.
Si se realiza PMA, agrupar el contenido en 4 tubos de microcentrifuga (2 PMA de 500 pLy 2 sin PMA 200
UL) por punto de muestreo.

8. REGISTRO DE MODIFICACIONES

FECHA MODIFICACIONES
02-07-2019 Protocolo tomado a partir de procedimientos del laboratorio de Genética
Humana.

Centrifugacion de particulas y células. Universidad de Alcala, Aula virtual.
http://biomodel.uah.es/tecnicas/centrif/inicio.htm
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ANEXO C.

Protocolo de Extraccion de ADN a partir de muestras de

agua
E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit

Version: 0 Fecha Vigencia: 01-07-2019 Pagina

1. NOMBRE DEL DOCUMENTO: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS DE

AGUA
2. RESPONSABLES:

o Jefe de laboratorio de genética humana: Verificar el cumplimiento de las normas
técnicas asegurando las pruebas sometidas a investigacion.
e Coordinador del proyecto: Verificar el cumplimiento de las actividades

programadas.

e Investigador: Ejecutar los procedimientos a realizar en el protocolo.
3. OBIJETIVO: Obtener muestras de ADN extraidos a partir del protocolo.
4. ALCANCE: Este protocolo es aplicable para aislar ADN en muestras de agua tratada.

5. MARCO NORMATIVO:

Normas de bioseguridad del laboratorio de genética.

6. EQUIPOS Y REACTIVOS:

Reactivos
Etanol al 100%

Isopropanol
DNA Wash Buffer

HBC Buffer
Solucién de proteasa OB

Buffer BL
Tampodn de elucidn

Equipos

Microcentrifuga mesa, capacidad (13,000 x g) (Limpiar con
alcohol)

Agitador vértex (Limpiar con alcohol)

Bafio maria con agitacion, capacidad (temperatura 70°C)

Micro pipeta electrénica de 1000 y 100 pL (Limpiar con
alcohol)
Puntas para pipeta de 100 y 1000 MI (Estériles, libres de
nucleasas)
Tubos de centrifuga de 50ml (Estériles, libres de nucleasas)
Tubos de microcentrifuga 1.5ml (Estériles, libres de
nucleasas)
Columna HiBind ® DNA Mini (Estériles, libres de nucleasas)
Tubos de recoleccion de 2 ml (Estériles, libres de nucleasas)
Elementos de proteccion personal (EPP): bata, guantes,
tapabocas.
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7. PREPARACION DE REACTIVOS.
Preparar el DNA Wash Buffer adicionando 100 mL de etanol por botella (kit D3396-02) y
almacenar a temperatura ambiente.

Preparar HBC Buffer adicionando 32 mL de isopropanol por botella (kit D3396-02) y
almacenar a temperatura ambiente.

8. DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO

No. | Descripcion de la Actividad

1 Limpiar con alcohol la zona de trabajo y preparar las muestras concentradas y el
blanco de extraccidn.

2 Antes de usar los buffers revisar si hay precipitados. Redisuelva cualquier
precipitado por calentamiento a 37°C.

3 Configurar el bafio maria a 55°C.

4 Adicionar 20 uL de solucién de proteasa OB. Agitar para homogeneizar. Incubar por
1 hora a 55°C.

5 Adicionar 220 uL del Buffer BL. (Ajustar el volumen de BL Buffer requerido basado
en la cantidad de material inicial).
Nota: Un precipitado tenue puede formar después de la adicidn del Buffer BL. Esto
se no interfiere con la recuperacion de ADN.

6 Incubar a 70°C durante 20 minutos. Brevemente agite el tubo dos veces durante la
incubacion.

7 Tomar la cantidad necesaria de tampdn de elucién en un tubo de microcentrifuga
y calentar a 70°C para su posterior uso en el paso 23 y 26.

8 Adicionar 220 pL de etanol al 100%. Ajustar el volumen de etanol requerida basado
en la cantidad de material inicial. Agitar para homogeneizar.

9 Inserte una columna HiBind ® DNA Mini en un tubo de recoleccion de 2 ml, rotular
las columnas segun el orden de las muestras.

10 | Transferir la muestra a partir del paso 8 a la columna HiBind ® DNA Mini, incluyendo
cualquier precipitado que se pueda haber formado.

11 | Centrifugar a maxima velocidad (210,000 x g) por 2 minutos.

12 | Deseche el filtrado y reutilizar el tubo de recoleccion.

13 | Adicionar 500 pL de Buffer HBC.
Nota: el Buffer HBC debe ser diluido con isopropanol antes de su uso.

14 | Centrifugar a maxima velocidad durante un minuto.

15 | Descarte el filtrado y el tubo de recoleccion.

16 | Inserte la columna HiBind ® DNA Mini en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml.

17 | Agregar 700 uL de DNA Wash Buffer.
Nota: El tampdn de lavado de ADN debe ser diluido con etanol antes de su uso.

18 | Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto.
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19 | Deseche el filtrado y reutilizar el tubo de recoleccion.

20 | Repetir los pasos del 17 al 19.

21 | Centrifugar la HiBind ® DNA Mini vacia a maxima velocidad durante 2 minutos para
secar la columna.
Nota: Este paso es critico para la eliminacidn del etanol traza que pueden interferir
con las aplicaciones posteriores.

22 | Transferir la columna HiBind ® DNA Mini a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
libre de nucleasa, rotular los tubos seguin la muestra a contener.

23 | Agregar 75 pL de tampdn de elucién calentado a 70°C.

24 | Deje reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

25 | Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto.

26 | Repetir los pasos del 23 al 25 y desechar las columnas

27 | Almacenar la elucién de DNA a -20°C.

9. REGISTRO DE MODIFICACIONES

FECHA MODIFICACIONES

02-07-2019 Protocolo adaptado de E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit.
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ANEXO D

PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE ADN POR
ESPECTOFOTROMETRIA USANDO NANODROP

Cadigo: Version: 0 Fecha Vigencia: 01-07-2019 Pagina

1. NOMBRE DEL DOCUMENTO: PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE ADN POR
ESPECTOFOTROMETRIA USANDO NANODROP
2. RESPONSABLES:

Jefe de laboratorio de genética humana: Verificar el cumplimiento de las normas
técnicas asegurando las pruebas sometidas a investigacion.

Coordinador del proyecto: Verificar el cumplimiento de las actividades
programadas.

Investigador: Ejecutar los procedimientos a realizar en el protocolo.

3. OBIJETIVO: Determinar cantidad y calidad por medio del Nanodrop del ADN extraido.
4. ALCANCE: Este protocolo es aplicable a las muestras de ADN extraidas.

5. MARCO NORMATIVO:

Normas de bioseguridad del laboratorio de genética.

6. EQUIPOS Y REACTIVOS:
Espectrofotdmetro Nanodrop 2000

Pipeta de 0.5 a 10uL y Puntas de 10uL

Muestras de ADN extraido preparado

Agua grado molecular y Papel de limpieza

7. DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO

a. Precalentar la muestra a 63°C por 10 min y agitese con delicadeza en vértex.

b. Conectar el Nanodrop a corriente y al PC.

c. Iniciar el software del Nanodrop en la PC, este procederd a realizar un chequeo del
sistema dptico.

o

Para la determinacién de ADN, seleccionar el tipo de ensayo acidos nucleicos.

e. Levantar la cubierta del equipo, se observa una plataforma circular en pedestal. Limpiar
el pedestal con 2 pL de agua molecular, colocar este volumen sobre el punto del
pedestal, cerrar la cubierta despacio, con cuidado de no dejarla caer, abrirla y limpiar
con una toalla de laboratorio.
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f. Coloque 2 uL de Tampdn de eluciéon para el blanco, coléquelo en el pedestal dar click en
blank, después de leerlo se debe limpiar como indica el punto 7.5, también entre
lecturas de muestras y al terminar.

g. Colocar 2 pL de solucién de muestra en el pedestal y baje el brazo, Indicar el nombre de
la muestra y dar click en el botén de measure.

h. Losvalores leidos se almacenan en una hoja de datos que se muestra en la parte inferior
de la pantalla con el nombre de la muestra, los valores de las lecturas y la fecha.

8. REFERENCIAS PARA LA MEDICION.
El Nanodrop 2000c, tiene un limite de deteccidn de 2ng/uL a 27500 ng/uL, indice de pureza
A260/230 entre 1,8 y 2,2 e indice de pureza 260/280 entre 1,6 y 2 indica pureza de ADN.

9. REGISTRO DE MODIFICACIONES

FECHA MODIFICACIONES

9. REFERENCIAS
Adaptado de: Manual de uso del espectrofotémetro NanoDrop 2000c Thermo Scientific
Julio 2015. http://rai.unam.mx/manuales/lgen_manual-de-uso_Nanodrop.pdf
NanoDrop One User Guide. https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/CAD/manuals/3091-NanoDrop-One-User-Guide-v1.3-sw-SPANISH.pdf
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ANEXO E.

PROTOCOLO DE PCR MULTIPLEX

Versién: 0 Fecha Vigencia: 01-07-2020 Pagina

8. NOMBRE DEL DOCUMENTO: MULTIPLEX PARA LA DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE
Helicobacter pylori.

9. RESPONSABLES:

e Jefe de laboratorio de genética humana: Verificar el cumplimiento de las normas técnicas
asegurando las pruebas sometidas a investigacion.

e Coordinador del proyecto: Verificar el cumplimiento de las actividades programadas en el
area de Pre-PCR

e Coordinador de drea: Se designara un coordinador encargado que verifique se cumplan las
actividades programadas en el area de Pre-PCR

e Investigador: Ejecutar los procedimientos a realizar en esta area

10. OBIJETIVO: Obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular a partir de

una reaccién con alta sensibilidad y especificidad.

11. ALCANCE: Este protocolo es aplicable a las muestras de ADN extraidas y posteriormente

cuantificadas.

12. MARCO NORMATIVO:

Normas de bioseguridad del laboratorio de genética.

13. EQUIPOS Y REACTIVOS:

Cabina de Pre-PCR

Vortex y Centrifuga para tubos de PCR

Pipeta de 0.5 a 10uL y de 20 a 200uL con sus respectivas puntas

Gradilla para tubos de 1.5 mLy tubos de PCR

Tubos de PCR (200uL)

Primers a utilizar

Agua grado molecular y Papel de limpieza

Muestras de ADN extraido preparado

14. DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO

a. Limpie la zona de Extraccién de ADN y sacar a descongelar las muestras de ADN a procesar. Una
vez descongeladas, agitar suave y brevemente con vortex. Finalmente hacerles un spin para
llevar toda la muestra la parte baja del tubo.

b. Diligencie el respectivo formato de corrida de las muestras de PCR Multiplex, con las cantidades
de reactivos que se van a utilizar dependiendo del nimero de muestras (Aumentar un 10% la
cantidad para seguridad) y las condiciones.

c. Limpie con alcohol la zona de Pre-PCR e igualmente todo el material de la cdmara de Pre-PCRy
organizar el material a esterilizar

d. Pase el kit de PCR (Primers, agua y mix Q) a la parte baja de la nevera para que se descongele.
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Irradie con luz ultravioleta durante 15 minutos.

Una vez irradiada la cdmara con el material a utilizar en su interior, saque a descongelar el kit
de PCR

Marcar los tubos de PCR con los cédigos de las muestras a procesar o el cdédigo estipulado en el
formato de corrida de las muestras. Incluya el control positivo y los dos controles negativos.

En un tubo de 1.5 mL realizar el MasterMix (Agua, Mix Q y primers) de acuerdo con las
cantidades estipuladas en el formato de corrida de las muestras. Para el andlisis con tres pares
de primers (CagA, VacA s1/s2 y VacA m1/m2), Mix Q y un volumen final de 15 pL se tiene por
cada tubo: 5 uL de Mix Q, 0.36 pL de cada primer y 2.84 uL de Agua grado molecular; para un
volumen total de 10 puL. Nota: Resuspenda los primers y el mix Q antes de depositarlos en el
tubo.

Afiada a cada tubo de PCR 10 pL de este MasterMix para posteriormente poner 5 uL de ADN en
su respectivo tubo.

Para el control positivo poner 5 uL de ADN extraido de cepa 11637 u 11638. Para los controles
negativos, poner 5 L de agua grado molecular para el control de agua y 5 pL de MasterMix para
el control de reactivos.

Agitar brevemente cada tubo y centrifugar asegurando la ausencia de burbujas en el tubo y que
estén bien tapados.

Colocar las muestras en el termociclador y verificar el programa que se va a correr, teniendo en
cuenta la temperatura, el tiempo y el nimero de ciclos. Las condiciones ideales para esta PCR
Multiplex son:

Programa: Hp Agua

Pasos Temperatura Tiempo
1 95 10'
2 94 30"
3 57 90"
4 70 45"
5 Ir a paso 2 por 15 ciclos
6 94 30"
7 54 60"
8 72 60"
9 Ir a paso 6 por 25 ciclos
10 72 5'
11 15 oo
12 END

9. REGISTRO DE MODIFICACIONES

FECHA MODIFICACIONES

17-08-2020

Protocolo tomado a partir de procedimientos del laboratorio de

Genética Humana.
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ANEXO F.

PROTOCOLO DE ELECTROFORESIS PARA TIPIFICACION
DE H. pylori

Version: 0 Fecha Vigencia: 01-07-2019 Pagina

1. NOMBRE DEL DOCUMENTO: ELECTROFORESIS PARA TIPIFICACION DE H. PYLORI.

2.

3.

RESPONSABLES:
e Jefe de laboratorio de genética humana: Verificar el cumplimiento de las normas

técnicas con el fin de asegurar que las pruebas que se someten a investigacién
cumplan con todos los requerimientos de calidad.

Coordinador del proyecto: Verificar el cumplimiento de las actividades
programadas.

Coordinador de drea: Se designard un coordinador encargado que verifique se
cumplan las actividades programadas en el area de electroforesis.

e Investigador: Ejecutar los procedimientos a realizar en el protocolo.
OBJETIVO: Verificar los productos de PCR Multiplex por medio de geles de agarosa.

4. ALCANCE: Este documento es aplicable a todos los productos de PCR Multiplex para la

5.

tipificacion de H. pylori que se deseen verificar por medio de geles de agarosa en el
area de electroforesis del laboratorio de genética humana.
MARCO NORMATIVO:

e Conductas basicas en bioseguridad, ministerio de salud: manejo integral.

6. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS:
Equipos:

Balanza analitica

Horno microondas

Micro pipeta de 20ul (Limpiar con alcohol)
Cadmara de Electroforesis horizontal
Fuente de poder

Tras luminador

Materiales:

Erlenmeyer 500ml

Espatula y recipiente para pesar

Base con peineta

Puntas de micropipeta 20ulL (Estériles)
Gradilla de tubos de PCR

Agarosa
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Colorante Loading Dye
EZ Vision three
Buffer TBE

7.
a.

(o]

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO
Antes de iniciar la preparacion del gel de agarosa, aliste la base con su respectiva peineta
donde realizara el montaje de los geles.

. Pesar 1.5g de agarosa con la espatula y la base especifica para este polisacérido.
. Medir 200mL de buffer TBE 1X.
. Una vez medidas las cantidades de agarosa y TBE 1X adicionar en un Erlenmeyer, agitar

suavemente y dejar reposar por 15 minutos. De esta manera obtenemos una
concentracién del gel de 1.5% p/v

. Llevar al microondas la solucién y calentar en periodos cortos de tiempo (10-30s) y

mezclar constantemente hasta disolver la agarosa. La solucion estara homogénea y sin
burbujas después de hervir durante pocos segundos. (2-5s)
Dejar enfriar a temperatura ambiente por unos minutos, antes de verte al molde del gel.

. Verter suavemente la solucion en el molde evitando la formacion de burbujas, si estas

se forman retirarlas cuidadosamente con una punta estéril.

. Dejar a temperatura ambiente hasta que gelifique o poner en nevera por 20 minutos.

Preparar la cdmara de electroforesis y montar el gel de forma que el lado de los pocillos
quede cerca al polo negativo de la cdmara (polo negro).

Adicionar a la camara el buffer de corrida TBE 1X hasta que cubra totalmente el gel y
proceder a retirar la peinilla con cuidado de no dafar los pozos.

Prepara cada uno de los tubos de PCR que contienen la muestra, con una mezcla de 1uL
de EZ Vision three por cada 5ul de muestra y la cantidad de colorante loading dye que
indique su producto.

Ajustar la micro pipeta a 10 u 12ul, segln sea el caso, y colocar las muestras en sus pozos
respectivos. No olvide registrar el orden de las muestras.

.Conectar la camara de electroforesis a la fuente de poder y establecer un voltaje de 80V

durante una hora. Chequear que el amperaje suba hasta 20 — 40 mAmp, lo cual indica
que el buffer TBE esta bien preparado.

. Una vez se acabe el tiempo de la corrida, desconectar la cdmara de la fuente de poder.

Sacar el gel y visualizarlo bajo la luz UV del tras luminador. Tomarle foto rapidamente,
puesto que el ADN se difunde rdpidamente fuera del gel.

8. REGISTRO DE MODIFICACIONES
FECHA MODIFICACIONES
02-07-2019 Protocolo tomado a partir de procedimientos del laboratorio de

Genética Humana.
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ANEXO G.

RESULTADOS DE MEDICIONES FISICOQUIMICAS
PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS.
SECTOR LOS LLANOS.

DIAS EECHA Turbiedad (UNT) Color (UPC)
SEMANA AGUA Salida Salida AGUA Salida Salida
CRUDA FGDI FGAD CRUDA FGDI FGAD
1 1 8/10/2019 3,06 1,9 1,35 53 253 29,3
2 10/10/2019 2,33 1,89 1,36 27 28,0 14,6
) 7 15/10/2019 192 1,75 141 203 163 123
11 19/10/2019 2,66 2,39 1,81 NR NR NR
3 14 22/10/2019 3,23 2,66 2,18 37 54,7 51,7
16 24/10/2019 2,38 2,74 1,64 8,3 7,7 7,6
4 21 29/10/2019 2,12 185 1,45 18,3 16,7 17,7
23 31/10/2019 2,97 2,32 1,47 257 193 120
. 28  5/11/2019 1,6 214 246 32,7 350 36,3
30 7/11/2019 235 1,96 1,71 28 14,7 11,7
5 35 12/11/2019 697 6,01 586 787 66,7 67,7
37 14/11/2019 7,06 5,03 3,73 61 49,7 41,0
- 48 25/11/2019 5,29 5,1 3,8 773 60,7 623
49 26/11/2019 4,26 3,13 2,34 27 16,7 21,7
8 56 3/12/2019 2,70 222 1,73 28,7 21,0 157
58 5/12/2019 5,09 4,08 353 52,3 433 41,0
9 112 28/01/2020 12,70 7,32 2,15 923 67,0 350
114 30/01/2020 3,73 3,84 3,07 453 52,7 403
10 119 4/02/2020 4,27 3 198 41,7 40,0 30,3
121  6/02/2020 2,81 264 154 223 20,7 8,0
11 126 11/02/2020 3,46 3,47 257 22 17,3 12,7
128 13/02/2020 3,35 396 2,16 39,7 40,3 26,3
12 133 18/02/2020 4,62 6,67 2,87 22 23,3 11,3
135 20/02/2020 3,93 335 2,73 40,3 32,0 283
13 139 24/02/2020 3,39 3,22 203 34,7 300 26,0
140 25/02/2020 3,09 3,03 1,91 35 37,3 30,3
14 146  2/03/2020 3,74 3,02 2,23 40,3 357 287
147 3/03/2020 3,74 3,39 203 333 500 337
15 153 9/03/2020 2,91 2,36 1,74 17,7 10,0 4,3
154 10/03/2020 3,89 352 207 21,0 203 3,7
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RESULTADOS DE MEDICIONES FISICOQUIMICAS

PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS.
SECTOR LOS LLANOS.

pH Conductividad (uS/cm)
SEMANA DIAS FECHA AGUA Salida Salida AGUA Salida Salida
CRUDA FGDI FGAC CRUDA FGDI FGAD
1 1 810/2019 7,18 712 7,33 82,0 80,3 79,8
2 10/10/2019 6,97 6,99 7,04 86,1 84,3 84,3
2 7 15/10/2019 7,01 706 7,18 86,4 83,4 81,4
11 19/10/2019 6,93 6,92 6,91 215,3 2140 214,0
3 14 22/10/2019 7,09 6,9 6,95 59,5 58,1 57,9
16 24/10/2019 6,88 6,88 6,92 64,5 64,1 68,6
4 21 29/10/2019 6,91 6,63 6,65 26,9 26,6 26,6
23  31/10/2019 6,99 6,58 6,86 28,4 27,8 27,6
5 28 5/11/2019 6,81 7,00 7,07 24,3 24,5 24,4
30 7/11/2019 6,58 6,72 6,72 79,3 77,0 77,0
5 35 12/11/2019 6,76 6,82 7,05 63,8 59,1 59,9
37 14/11/2019 7,03 708 7,22 53,6 54,2 54,2
7 48 25/11/2019 7,37 737 7,19 56,7 57,5 56,6
49 26/11/2019 7,26 7,18 7.1 57,8 56,8 57,3
8 56  3/12/2019 7,08 7,19 7,38 66,8 65,5 65,9
58 5/12/2019 7,17 709 7,11 52,4 52,5 52,4
9 112 28/01/2020 7,46 727 7,26 50,1 49,8 49,3
114 30/01/2020 7,3 7,2 7,20 57,2 58,1 58,5
10 119  4/02/2020 7,25 7,39 7,25 56,3 57,5 56,7
121 6/02/2020 7,11 7,13 7,17 58,4 58,2 57,7
1 126 11/02/2020 7,53 7,28 7,26 81,2 54,0 59,4
128 13/02/2020 7,28 732 7,29 65,4 61,8 64,1
12 133 18/02/2020 7,18 7,13 7,25 80,5 75,2 68,9
135 20/02/2020 7,13 714 7,17 71,7 67,0 68,0
13 139 24/02/2020 7,15 7,21 6,98 67,8 67,0 74,3
140 25/02/2020 7,26 703 6,97 63,9 64,7 65,4
14 146  2/03/2020 7,53 713 7,11 76,8 59,6 56,9
147  3/03/2020 7,31 736 7,38 92,5 63,9 73,9
153 9/03/2020 6,82 6,82 7,06 60,5 59,8 59,9

15
154 10/03/2020 6,85 6,92 7,15 58,9 58,8 62,8
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RESULTADOS DE MEDICIONES FISICOQUIMICAS
PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS.
SECTOR LOS LLANOS.

Oxigeno disuelto (mg/L)

Temperatura (°C)

AGUA AGUA

SEMANA DIAS CRUDA Salida Salida CRUDA Salida Salida
FECHA FGDI FGDI FGAD FGDI FGDI FGAD

1 1 8/10/2019 8,1 7,9 7,6 NR NR NR

2 10/10/2019 7,1 7,2 7,4 NR NR NR

5 7 15/10/2019 7,3 7,3 7,6 NR NR NR
11 19/10/2019 NR NR NR 19,9 19,2 19,3

3 14  22/10/2019 7,9 7,7 8,1 16,5 16,6 16,9
16  24/10/2019 7,6 7,7 7,6 16,8 16,9 17,3

4 21  29/10/2019 7,5 7,3 7,2 16,6 16,7 17,0
23 31/10/2019 7,9 7,7 7,7 16,8 17,0 17,2

28 5/11/2019 7,8 7,3 7,6 16,8 17,0 17,5

° 30 7/11/2019 8,0 7,9 8,0 17,1 17,2 17,5
35  12/11/2019 7,5 7,4 7,3 16,7 17,1 16,8

6 37  14/11/2019 7,1 7,6 7,5 17,7 17,9 18,2
. 48  25/11/2019 8,5 8,0 7,8 17,7 17,8 18,2
49  26/11/2019 7,8 7,5 7,7 18,0 18,0 18,0

56 3/12/2019 8,0 8,0 8,1 17,8 17,8 17,9

8 58 5/12/2019 7,6 7,5 7,5 17,4 17,4 17,5
9 112  28/01/2020 6,9 7,3 7,5 18,0 18,0 18,4
114 30/01/2020 8,2 8,1 7,5 18,0 18,2 19,0

10 119  4/02/2020 8,0 8,6 8,8 17,8 17,7 18,3
121  6/02/2020 7,6 7,9 7,9 17,6 17,7 18,0

11 126  11/02/2020 8,9 8,9 8,1 20,2 22,0 17,6
128  13/02/2020 8,6 8,3 8,6 225 22,6 23,0

12 133  18/02/2020 8,9 9,4 9,3 21,6 21,2 20,0
135 20/02/2020 8,7 8,8 8,9 22,7 22,2 22,7

13 139  24/02/2020 8,7 8,6 8,5 18,7 19,2 18,5
140  25/02/2020 8,9 8,7 8,7 205 20,7 21,0

14 146  2/03/2020 8,4 8,6 8,5 19,9 20,2 20,2
147 3/03/2020 8,3 8,5 8,6 21,4 219 21,9

153  9/03/2020 8,4 8,3 8,4 19,4 19,2 19,4

5 154 jop032020 83 84 85 224 223 207
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RESULTADOS DE DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS.

SECTOR LOS LLANOS.

Coliformes totales

Coliformes fecales

UFC/100mL UFC/100mL
SEMANA — FECHA AGUA SALID SAAI\'ID AGUA SALID SALIDA
CRUDA A FGDI CRUDA A FGDI FGAC
FGAC

1 8/10/2019 976 1151 820 55,00 66 35
2 15/10/2019 1200 1770 1085 5 24 21
3 22/10/2019 1351 1388 657 76 85 49
4 29/10/2019 510 11000 10000 100 105 37
5 5/11/2019 1724 1679 1505 146 109 148
6 12/11/2019 1526 1547 846 263 189 111
7 25/11/2019 1534 1537 568 31 39 8

8 3/12/2019 483 583 392 44 35 52
9 28/01/2020 3300 4100 3069 194 239 90
10 4/02/2020 799 154 1585 119 49 45
12 18/02/2020 1410 1168 1756 173 89 84
13 25/07/2020 984 874 1649 103 50 38
14 3/03/2020 518 566 414 80 60 51
15 10/03/2020 670 947 1041 53 20 24
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PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS.
SECTOR LOS LLANOS.
CONDICIONES DE OPERACION

FILTRO GRUESO ASCEDENTE EN CAPAS No2

vV . Caudal Velocidad
olungen Tiempo de
SEMANA DIAS FECHA (cm’) (s) cms) /S MM Filtracion

1 1 8/10/2019 9219 5,2 1773 1,77 6,38 0,99
2 10/10/2019 NR NR NR  NR NR NR

5 7 15/10/2019 9067 55 16315 1,63 5,87 0,91
11 19/10/2019 12507 6,2 20416 2,04 7,35 1,14

3 14  22/10/2019 10720 6 1787,1 1,79 6,43 1,00
16 24/10/2019 13400 10,6 1273,6 1,27 4,58 0,71

4 21 29/10/2019 10720 5,9 1822,2 1,82 6,56 1,02
23 31/10/2019 23137 14,2 1662,8 1,66 5,99 0,93

5 28 5/11/2019 10720 6,4 1672,4 1,67 6,02 0,94
30 7/11/2019 10050 6,5 1599,7 1,60 5,76 0,90

5 35  12/11/2019 6164 5,3 1163,8 1,16 4,19 0,65
37  14/11/2019 10720 8,3 1288,9 1,29 4,64 0,72

7 48  25/11/2019 12060 14,5 837,6 0,84 3,02 0,47
49  26/11/2019 8040 8,6 938,8 0,94 3,38 0,53

3 56 3/12/2019 8040 5,5 1466 1,47 5,28 0,82
58 5/12/2019 12060 10,6 11409 1,14 4,11 0,64

9 112 28/01/2020 8040 51 1579,8 1,58 5,69 0,88
114 30/01/2020 8040 5,6 1447 1,45 521 0,81

10 119 4/02/2020 10720 6,7 1600,1 1,60 5,76 0,90
121 6/02/2020 10720 6,9 1548,6 1,55 5,57 0,87

1 126 11/02/2020 10720 9,3 1152,6 1,15 4,15 0,65
128  13/02/2020 10720 6,2 1728,4 1,73 6,22 0,97

12 133 18/02/2020 10720 5,9 18229 1,82 6,56 1,02
135  20/02/2020 10720 7,2 1489,6 1,49 5,36 0,83

13 139  24/02/2020 10720 6,1 1766,4 1,77 6,36 0,99
140  25/02/2020 10720 6,5 1637,9 1,64 5,90 0,92

14 146 2/03/2020 10720 7,2 1481,7 1,48 5,33 0,83
147 3/03/2020 10720 7.4 1458,3 1,46 5,25 0,82

15 153  9/03/2020 10720 6,8 1575 1,58 5,67 0,88
154 10/03/2020 10720 6,4 1674,4 1,67 6,03 0,94
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PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS.
SECTOR LOS LLANOS.
CONDICIONES DE OPERACION

FILTRO GRUESO ASCEDENTE EN CAPAS No1l

SEMANA DIAS FECHA V‘z'C‘;n“g;” Tiempo cauda Velocidad
(s) (cmds) Lis m3h  Filtracién
9 112 28/01/2020 8040 6,2 1301,8 1,3 4,7 0,7
114 30/01/2020 8040 49 1654,2 1,7 6,0 0,9
10 119 4/02/2020 10720 7,2 1496,3 1,5 5,4 0,8
121  6/02/2020 10720 6,1 1777,3 1,8 6,4 1,0
1 126 11/02/2020 10720 9,6 11149 11 40 0,6
128 13/02/2020 NR NR NR NR NR NR
12 133 18/02/2020 10720 6,4 16759 1,7 6,0 0,9
135 20/02/2020 10720 7 15425 1,5 5,6 0,9
13 139 24/02/2020 10720 72 14815 1,5 5,3 0,8
140 25/02/2020 10720 6,6 1629,0 1,6 5,9 0,9
1 146  2/03/2020 10720 6,9 15612 1,6 5,6 0,9
147 3/03/2020 10720 65 1642,1 1,6 5,9 0,9
15 153 9/03/2020 10720 72 14934 15 5,4 0,8
154 10/03/2020 10720 6,8 1580,5 1,6 57 0,9
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Velocidad

Perdidas de cargaen cm de .
SEMANA DIAS FECHA filtracion Mantenimiento
Filtro 1 Filtro 2 Vf (m/h)

1 1 8/10/2019 4,1 3,1 0,99 NO
2 10/10/2019 4,1 3,4 NR NO

2 7 15/10/2019 4,7 3,8 0,91 NO
11 19/10/2019 3,9 3,7 1,14 NO

3 14 22/10/2019 3,6 3 1,00 NO
16 24/10/2019 3 1,6 0,71 NO

4 21 29/10/2019 2,7 1,19 1,02 NO
23 31/10/2019 3,5 2,8 0,93 NO

5 28  5/11/2019 4 3,1 0,94 Sl
30 7/11/2019 3,7 2,6 0,90 Sl

6 35 12/11/2019 2,7 15 0,65 Sl
37 14/11/2019 3,8 3,3 0,72 Sl

7 48 25/11/2019 2,2 1.4 0,47 Sl
49  26/11/2019 2,1 1,2 0,53 Sl

8 56  3/12/2019 3,4 1,8 0,82 Sl
58  5/12/2019 2,5 2,4 0,64 Sl

9 112 28/01/2020 2,6 2,1 0,88 Sl
114 30/01/2020 4,3 3,5 0,81 Sl

10 119 4/02/2020 3,6 3 0,90 Sl
121 6/02/2020 3,9 4,1 0,87 SI

1 126  11/02/2020 3,4 1,8 0,65 NO
128 13/02/2020 4,9 4,4 0,97 NO

12 133 18/02/2020 4,8 3,9 1,02 NO
135 20/02/2020 4,4 3,5 0,83 NO

13 139 24/02/2020 4,7 4,5 0,99 NO
140  25/02/2020 54 4,6 0,92 NO

14 146  2/03/2020 5,7 4,3 0,83 NO
147 3/03/2020 5,8 51 0,82 NO

15 153 9/03/2020 3,9 3,2 0,88 NO
154 10/03/2020 4 3,2 0,94 NO
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ANEXO H.
ANALISIS ESTADISTICO PARAMETROS FISICOS Y MICROBIOLOGICOS.
ANOVA SIMPLE Y PRUEBA DE MULTIPLES RANGOS

RESUMEN ESTADISTICO PARA COLOR

PUNTO DE MUESTREO Recuento Promedio  Desviacion Estandar
Agua Cruda 29 37,3 19,7
Salida FGDi 29 32,8 17,0
Salida FGAC 29 26,3 16,5
Total 87 32,1 18,2

Coeficiente de

PUNTO DE MUESTREO Variacion Minimo Maximo Rango
Agua Cruda 52,77% 8,3 92,33 84,03
Salida FGDi 51,85% 7,67 67 59,33
Salida FGAC 62,80% 3,67 67,7 64,03
Total 56,54% 3,67 92,33 88,66
PUNTO DE MUESTREO Sesgo Estandarizado  Curtosis Estandarizada

Agua Cruda 2,83752 1,61061

Salida FGDi 1,20511 -0,783987

Salida FGAC 1,75366 0,382107

TABLA ANOVA PARA COLOR POR PUNTO DE MUESTREO

Cuadrado
Fuente Suma de Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1802,2 2 901,101 2,84 0,0638
Intra grupos 26607,4 84 316,755

Total (Corr.) 28409,6 86

PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA COLOR POR MUESTRA
Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media  Grupos Homogéneos
Salida FGAC 29 26,3 X

Salida FGDi 29 32,8 XX

Agua Cruda 29 37,3 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Agua Cruda - Salida FGDi 4,5 9,29454

Agua Cruda - Salida FGAC * 11,0834 9,29454
Salida FGDi - Salida FGAC 6,58345 9,29454

* indica una diferencia significativa.




RESUMEN ESTADISTICO PARA TURBIDEZ

Coeficiente de

MUESTRA Recuento Promedio Desviacién Estandar Variacion
Agua Cruda 30 3,9 2,1 54,75%
Salida FGDi 30 3,3 1,4 42,94%
Salida FGAC 30 2,3 1,0 41,56%
Total 90 3,2 1,7 53,30%
Sesgo

MUESTRA Minimo Maximo Rango Estandarizado
Agua Cruda 1,6 12,7 11,1 6,32506
Salida FGDi 1,75 7,32 5,57 3,06161
Salida FGAC 1,35 5,86 4,51 4,66454
Total 1,35 12,7 11,35 10,2226
MUESTRA Curtosis Estandarizada
Agua Cruda 11,5804
Salida FGDi 1,67095
Salida FGAC 6,40013
Total 21,381

TABLA ANOVA PARA TURBIDEZ POR MUESTRA
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Valor-P
Entre grupos 37,6796 2 18,8398 0,0009
Intra grupos 214,919 87 2,47033
Total (Corr.) 252,598 89

PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA TURBIDEZ POR MUESTRA

Método: 95,0 porcentaje LSD

MUESTRA
Salida FGAC
Salida FGDi
Agua Cruda

Contraste

Agua Cruda - Salida FGAC

Casos
30
30
30

Sig.

Agua Cruda - Salida FGDi
Salida FGAC - Salida FGDi *
* indica una diferencia significativa.

Media
2,3
3,3
3,8

Diferencia
1,557
0,522
-1,035

Grupos Homogéneos

X
X
X

+/- Limites
0,80661
0,80661
0,80661
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RESUMEN ESTADISTICO PARA COLIFORMES TOTALES

PUNTO DE MUESTREO Recuento Promedio Desviacion Estandar
Agua Cruda 14 1213 731,7

Salida FGDi 13 1343 958,2

Salida FGAC 13 1184 736,8

Total 40 1246 795,5

PUNTO DE MUESTREO Coeficiente de Variacion  Minimo Maximo  Rango
Agua Cruda 60,31% 483 3300 2817
Salida FGDi 71,32% 154 4100 3946
Salida FGAC 62,25% 392 3069 2677
Total 63,85% 154 4100 3946

PUNTO DE MUESTREO Sesgo Estandarizado  Curtosis Estandarizada

Agua Cruda 2,78667 3,56664
Salida FGDi 3,01717 4,40182
Salida FGAC 2,05349 1,86823
Total 4,60533 5,43562

TABLA ANOVA PARA COLIFORMES TOTALES POR PUNTO DE MUESTREO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 188931 2 94465,5 0,14 0,8675
Intra grupos 2,45E+07 37 661956

Total (Corr.) 2,47TE+07 39

PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA COLIFORMES TOTALES POR
PUNTO DE MUESTREO

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
Salida FGAC 13 1183,62 X

Agua Cruda 14 1213,21 X

Salida FGDi 13 1343,38 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Agua Cruda - Salida FGDi -130,17 634,954

Agua Cruda - Salida FGAC 29,5989 634,954

Salida FGDi - Salida FGAC 159,769 646,606

* indica una diferencia significativa.
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RESUMEN ESTADISTICO PARA E. COLI

Punto de Muestreo Recuento
Agua Cruda 14
Salida FGAC 14
Salida FGDi 14
Total 42

Coeficiente de

Punto de Muestreo Variacion
Agua Cruda 68,77%
Salida FGAC 68,05%
Salida FGDi 76,05%
Total 75,15%
Sesgo
Punto de Muestreo Estandarizado
Agua Cruda 1,34574
Salida FGAC 1,81709
Salida FGDi 2,36543
Total 3,55733

Desviacion
Promedio Estandar
103 70,8
S7 38,5
83 62,9
81 60,7
Minimo Maximo Rango
5 263 258
8 148 140
20 239 219
5 263 258

Curtosis Estandarizada
0,389545
0,837446

1,60439
2,00553

TABLA ANOVA PARA E. coli POR PUNTO DE MUESTREO

Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos 15124,9
Intra grupos 136064,
Total (Corr.) 151188,

Gl Cuadrado Medio Razé6n-F Valor-P
2 7562,45 2,17 0,1280
39 3488,81

41

PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA E. coli POR PUNTO DE MUESTREO

Método: 95,0 porcentaje LSD
Nivel

Salida FGAC
Salida FGDi
Agua Cruda

Contraste

Agua Cruda - Salida FGAC

Agua Cruda - Salida FGDi

Salida FGAC - Salida FGDi

* indica una diferencia significativa.

Casos Media Grupos Homogéneos
14 57 X
14 83 XX
14 103 X
Sig. Diferencia +/- Limites
* 46,3571 45,1565
20,2143 45,1565
-26,1429 45,1565
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ANEXO I.

RESULTADOS DE DETERMINACION DE H. PYLORI EN EL AGUA DE LA
PLANTA DE TRATAMIENTO LAS GUACAS, SECTOR LOS LLANOS.

PUNTO DE SALIDA
MUESTREO AGUA CRUDA SALIDA FGDi FGAC

SEMANA FECHA M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 8/10/2019 (-) (-) Pos (-) (-) (-)
2 15/10/2019 (-) (-) Pos Pos (-) (-)
3 22/10/2019 (-) (-) (-) Pos Pos Pos
4 29/10/2019  (-) (-) (-) (-) (-) ()
5 5/11/2019  (-)  (-) (-) (-) ) ()
6 12/11/2019  (-) (-) (-) (-) (-) ()
7 25/11/2019  (-)  (-) (-) (-) ) ()
8 3/12/2019  (-)  (-) (-) (-) ) ()
9 28/01/2020  (-) (-) (-) (-) (-) ()
10 4/02/2020  (-)  (-) (-) (-) ) ()
11 11/02/2020 (-) (-) (-) (-) (-) ()
12 18/02/2020 (-) (-) (-) (-) (-) Pos
13 25/07/2020 Pos Pos Pos Pos (-) Pos
14 3/03/2020 (-) (-) (-) (-) (-) Pos
15 10/03/2020 Pos (-) (-) (-) Pos (-)

M1= muestra 1 entrada de agua cruda

M2= muestra 2 entrada de agua cruda

M3= muestra 1 en la salida del FGDi

M4= muestra 2 en la salida del FGDi

M5= muestra 1 en la salida del FGAC

M6= muestra 2 en la salida del FGAC

Pos= positivo para presencia de ADN de H. pylori.
(-) = negativo para presencia de ADN de H. pylori.
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Placas de Electroforesis. Limite de deteccion.

—
"",f:::g’ 116371 [11637-'R| 116372 [116372R| 11637 [11637°R| 11637 116374R 1163

Con la metodologia empleada para la amplificacion del ADN de la cepa de referencia 11637hp, se
determind la sensibilidad de la técnica usando diluciones 1:10 sucesivas cinco veces, a partir de una
concentracion de 26.7ng/pL, logrando la visualizacion del ADN por electroforesis hasta una la
dilucién equivalente a 10 carril 11, equivalente a 26.71x10-4 ng/uL con un contenido de 0.0016ng
de ADN.

Semanas l1a3

"

Semanas 4- 7
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Semana 8-10
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ANEXO J.

CORRELACION DE SPEARMAN ENTRE PARAMETROS FiSICOS,

MICROBIOLOGICOS vs H. PYLORI

Rho de Spearman. Correlaciones Agua Cruda

H pylori agua Turbiedad Color agua Coliformes | Coliformes
cruda agua cruda cruda Totales Fecales

H pylori Coeficiente 1,000 0,072 -0,494 -0,029 0,079
agua cruda de

correlacion

Sig. 0,806 0,073 0,922 0,787

(bilateral)

N 14 14 14 14 14
Turbiedad  Coeficiente 0,072 1,000 736" 0,424 0,477
agua cruda de

correlacion

Sig. 0,806 0,003 0,131 0,085

(bilateral)

N 14 14 14 14 14
Color agua Coeficiente -0,494 ,736™ 1,000 0,503 0,358
cruda de

correlacion

Sig. 0,073 0,003 0,067 0,208

(bilateral)

N 14 14 14 14 14
Coliformes  Coeficiente -0,029 0,424 0,503 1,000 0,424
Totales de

correlacion

Sig. 0,922 0,131 0,067 0,131

(bilateral)

N 14 14 14 14 14
Coliformes  Coeficiente 0,079 0,477 0,358 0,424 1,000
Fecales de

correlacion

Sig. 0,787 0,085 0,208 0,131

(bilateral)

N 14 14 14 14 14

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Rho de Spearman. Correlaciones Salida del Filtro Dinamico

Turbiedad Coliformes | Coliformes
H pylori FGDI FGDI Color FGDI Totales Fecales
H pylori Coeficiente 1,000 -0,210 -0,287 0,144 -0,066
FGDI de
correlacion
Sig. 0,471 0,319 0,624 0,822
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Turbiedad Coeficiente -0,210 1,000 ,675™ -0,116 0,358
FGDI de
correlacion
Sig. 0,471 0,008 0,692 0,208
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Color FGDI Coeficiente -0,287 ,675™ 1,000 0,081 543"
de
correlacion
Sig. 0,319 0,008 0,782 0,045
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Coliformes Coeficiente 0,144 -0,116 0,081 1,000 0,516
Totales de
correlacion
Sig. 0,624 0,692 0,782 0,059
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Coliformes Coeficiente -0,066 0,358 ,543" 0,516 1,000
Fecales de
correlacion
Sig. 0,822 0,208 0,045 0,059
(bilateral)
N 14 14 14 14 14

** |a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
*, La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Correlaciones salida Filtro Ascendente en Capas

Turbiedad Ctotales Cfecales
Hp FGAC FGAC Color FGAC FGAC FGAC
Hp FGAC Coeficiente 1,000 0,205 -0,263 -0,096 -0,010
de
correlacion
Sig. 0,481 0,364 0,744 0,972
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Turbiedad Coeficiente 0,205 1,000 ,556" -0,099 0,499
FGAC de
correlacion
Sig. 0,481 0,039 0,737 0,069
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Color FGAC Coeficiente -0,263 ,556" 1,000 -0,213 0,297
de
correlacion
Sig. 0,364 0,039 0,464 0,303
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Ctotales Coeficiente -0,096 -0,099 -0,213 1,000 0,134
FGAC de
correlacion
Sig. 0,744 0,737 0,464 0,648
(bilateral)
N 14 14 14 14 14
Cfecales Coeficiente -0,010 0,499 0,297 0,134 1,000
FGAC de
correlacion
Sig. 0,972 0,069 0,303 0,648
(bilateral)
N 14 14 14 14 15

*_La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
*, La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

108



