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INTRODUCCION

Las aguas superficiales pueden contener una gran variedad de microorganismos
patdgenos, incluyendo bacterias, virus y protozoos (Girones et al.,, 2010). La
contaminacion de los cuerpos naturales de agua destinados para consumo
humano con microrganismos patdégenos es un problema importante en muchas
partes del mundo, especialmente en paises en desarrollo. Las enfermedades
diarreicas, debidas principalmente al consumo de agua contaminada
microbiolégicamente, causan cerca de 1,000 millones de enfermedades y 2.2
millones de muertes por afio (Montgomery y Elimelech, 2007).

En relacion con las enfermedades transmitidas por el agua, las infecciones agudas
relacionadas con la diarrea y la desnutricion a menudo son la prioridad para las
organizaciones de salud (OMS, 2013). Sin embargo, poco se consideran
enfermedades cronicas, tales como las que resultan de la infeccion por H. pylori.
Este patégeno humano infecta a mas del 50% de la poblacion mundial (Ahmed et
al., 2009), de los cuales el 70% se encuentran en paises en desarrollo (Gido et al.,
2008; Janzon et al., 2009; Kim et al., 2011). Numerosos estudios mencionan como
causa importante el consumo de agua contaminada (Aziz et al., 2013). Bain et al.
(2014a) sugieren que 1800 millones de personas utilizan fuentes de agua de
consumo con de algun grado de contaminacion fecal.

La calidad del agua superficial es particularmente sensible al uso del suelo y los
fendbmenos climaticos que afectan el area de captacion (cuenca hidrografica)
(Delpla y Rodriguez, 2014). El uso del suelo se ha identificado como una
importante fuente de contaminacion relacionada con la concentracién
microrganismos de origen fecal (Kelsey et al., 2004). La mayoria de estos
microorganismos no son patdgenos, pero indican la posible presencia de
microorganismos que si lo son. Algunas fuentes de estos microorganismos son: la
escorrentia agricola, las aguas residuales y las heces de animales silvestres y
domésticos ( Servais et al., 2007, Cho et al., 2010). Otra potencial fuente de
contaminacion fecal esta relacionada con las bacterias fecales presentes en el
sedimento de los lechos de las corrientes de agua (Cho et al., 2010a; Pachepsky y
Shelton, 2011).

En la actualidad se utilizan las bacterias indicadoras de contaminacion fecal
(BICF) para determinar la calidad microbiolégica de los ecosistemas acuaticos.
Entre las mas utilizadas se encuentran los coliformes totales y fecales, aunque la
abundancia de Escherichia coli se ha asociado mas al riesgo sanitario en
comparacion con el resto de los coliformes (Prats et al., 2008). Las BICF han
demostrado ser una buena alternativa para predecir la presencia de patdégenos
humanos, debido a las limitaciones de hacer un monitoreo directo (identificacion y
cuantificacion) de muchos de éstos (Girones et al., 2010).



En Colombia, el acceso al agua potable alcanzé una cobertura del 92% en el
2012, con una importante diferencia entre el 99% de cobertura en el area urbana y
el 72% en la rural, donde aun hay un elevado porcentaje de la poblacion sin
acceso al agua potable (OMS y UNICEF, 2014). EI municipio de Timbio, Cauca,
presenta una cobertura del 88,5%; sin embargo, se presentan problemas de
calidad del agua, siendo su consumo uno de los principales factores en la
aparicion de patologias como diarrea y gastroenteritis, las cuales constituyen la
segunda causa de consulta médica en el municipio (Centro de Salud Timbio
E.S.E, 2014). En Timbio, el acueducto rural El Saladito suministra agua a 6515
usuarios, lo que corresponde aproximadamente al 19% de la poblacion de
municipio. El acueducto toma el agua de cuatro fuentes superficiales pero no
realiza ningun tipo de tratamiento al agua.

Teniendo en cuenta lo anterior y con el objeto de contribuir al conocimiento de las
condiciones microbiologicas de las fuentes de abastecimiento del acueducto rural
El Saladito en el presente estudio: 1) se identificaron las principales fuentes de
contaminacion en las microcuencas abastecedoras, 2) se emplearon los grupos
bacterianos: coliformes totales, E. coli y Clostridium perfringens como indicadores
de contaminacion fecal en el agua y el sedimento de las fuentes superficiales y 3).
se evaluo la presencia del patbgeno humano emergente H. pylori en el agua de las
fuentes superficiales.



1. MARCO CONCEPTUAL
1.1 EL AGUA DULCE COMO RECURSO

La Tierra contiene aproximadamente 1,385 x 10° millones de Km? de agua. Sin
embargo, solo el 2,5% es agua dulce; el resto (97,5%) es salada (Shiklomanov et
al., 2004). Los recursos hidricos del planeta participan infinitamente en un ciclo: el
ciclo del agua, el cual constituye el mayor movimiento de materia en el planeta. El
agua es el elemento basico del sistema que soporta la vida en el planeta y es el
principal componente de los tejidos. Siendo el Unico compuesto que, en el
intervalo de temperaturas presentes en la Tierra, se presenta en tres fases de la
materia (solida, liquida, y gaseosa). La presencia de agua en estado liquido es
indispensable para el sostenimiento y la reproduccién de la vida. Asi, el agua no
puede ser reemplazada por ninguna otra sustancia.

La distribucion de las masas de agua dulce en el mundo indica que, ademés de
ser escaso, este recurso se distribuye de manera muy irregularmente en la
superficie de la Tierra. El crecimiento acelerado de la poblacion humana y el
notable desarrollo industrial han aumentado las demandas de agua. La demanda
de agua proviene de cuatro fuentes principales, la agricultura, la produccién de
energia, usos industriales y de consumo humano. Desde principios del siglo XX la
poblacion mundial se ha triplicado pero la demanda de agua dulce se ha
sextuplicado. De acuerdo con el Informe de las Naciones Unidas sobre el
Desarrollo de los Recursos Hidricos en el Mundo 2014, se prevé que la demanda
mundial de agua (en términos de extraccion de agua) aumentara cerca de un 55%
para el afio 2050, principalmente debido a la creciente demanda de la produccion
(400%), generacion de energia térmica (140%) y consumo doméstico (130%)
(UNESCO, 2014).

La supervivencia, bienestar y desarrollo socioecondmico de la humanidad
requieren tener garantizando el acceso a un suministro adecuado de agua, tanto
en cantidad como en calidad (Bartram et al., 2014). La contaminacion de las
fuentes de aguas naturales y la amenaza sobre la perpetuidad de las aguas
superficiales, constituyen problemas centrales para la conservacion de los habitats
acuaticos y para garantizar la disponibilidad del recurso hidrico de buena calidad y
suficiente cantidad.



1.2 CRISIS DEL AGUA Y EL RIESGO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS
EN EL MUNDO EN VIA DE DESARROLLO

El 28 de julio de 2010, la Asamblea General de las Naciones Unidas voté a favor
de reconocer el acceso al agua potable y al saneamiento como un derecho
humano (URL: http://www.un.org/press/en/2010/ga10967.doc.htm). El acceso al
agua potable ha sido durante mucho tiempo un objetivo central de la salud publica
y la politica de desarrollo internacional. Uno de los Objetivos de Desarrollo del
Milenio busca mejorar el acceso seguro al agua potable y saneamiento basico
(OMS y UNICEF, 2014). EIl objetivo original era que en el 2015 se redujera a la
mitad la proporcion de personas sin acceso a agua potable segura y saneamiento
bésico. La meta de acceso al agua potable se logré en 2010; sin embargo, para el
saneamiento basico aun no se ha cumplido. Se estima que 2000 millones de
personas entre 1990 y 2010 han obtenido acceso a una fuente mejorada de agua
potable, pero aun 700 millones carecen de acceso (OMS y UNICEF, 2014).

En América Latina y el Caribe, cerca de 38 millones de personas no tienen acceso
a fuentes de agua potable y las enfermedades de origen hidrico aparecen entre
las tres principales causas de muerte, con el consecuente impacto en la salud
publica de la region (URL: http://wwwl.paho.org/saludenlasamericas/docs/sa-
2012-resumen.pdf). Si bien la tasa media global de uso de fuentes mejoradas de
agua en la region es de 94%, la cobertura varia enormemente de un pais a otro e
incluso dentro de un mismo pais, existiendo importantes desigualdades en la
cobertura entre las zonas rurales y las urbanas (OMS y UNICEF, 2014).

El Programa Conjunto de Monitoreo para el Abastecimiento de Agua y
Saneamiento evalla el acceso al agua potable se con referencia a la proporcion
de personas que utilizan una fuente de agua potable mejorada: conexiones
domiciliarias, grifos publicos, pozos perforados, pozo excavado protegido,
manantial protegido y acopio de agua de lluvia. Acorde con este informe se estima
que para 2012, el 91% de los colombianos hicieron uso de una fuente de agua
potable mejorada. El acceso a agua potable en las zonas urbanas es del 94%; sin
embargo en las zonas rurales cerca del 26% se encontraban aun sin acceso al
agua potable (OMS y UNICEF, 2014).

De acuerdo al documento “Cauca frente a los Objetivos de Desarrollo del Milenio”
elaborado por PNUD vy la Universidad del Cauca y segun informacion del ultimo
censo DANE 2005 (URL: http://www.pnud.org.co/2012/odm2012/odm_cauca.pdf),
la cobertura de acueducto en el departamento del Cauca era del 43,9%, para las
cabeceras municipales del 93% y para el resto del departamento del 46,8%. La
cobertura de acueducto para cada municipio se detalla en el documento
“Caracterizacion ambiental-Plan departamental de aguas y saneamiento basico-
Cauca’”, realizado por la Corporacion Autobnoma Regional del Cauca (CRC) (URL:
http://crc.gov.col/files/ConocimientoAmbiental/AMB_PDA_CAUCA.pdf).



A nivel mundial las enfermedades relacionadas con el consumo de agua
contaminada son una carga importante en la salud publica (Montgomery y
Elimelech, 2007). El principal riesgo proviene de la ingestibn de agentes
patégenos de origen fecal, por ejemplo, Vibro cholerae, Salmonella y Shigella. Una
revision sisteméatica de literatura identifico6 345 estudios con datos de calidad de
agua para consumo y estimo la exposicion global a contaminacion fecal en el agua
de consumo (Bain et al., 2014a). El estudio sugiere que 1800 millones de
personas utilizan una fuente de agua de consumo que sufre de algun grado de
contaminacion fecal. De especial preocupacion son las enfermedades que estan
relacionadas con el agua y que desproporcionadamente afectan a los mas pobres.
Un reciente meta-andlisis de los paises de bajo y medio ingreso demostré que la
contaminacion fecal del agua potable es mas probable en paises de bajo ingreso y
en las zonas rurales (Bain et al., 2014Db).

De acuerdo con el andlisis de la calidad del agua para consumo humano y su
asociacion con la morbimortalidad en Colombia durante el periodo 2008-2012, se
encontré un alto porcentaje de municipios en los que el valor de potabilidad del
agua no se ajustaba a lo establecido por la norma vigente; ademas se identificaron
problemas relacionados con la presencia de E. coli y de coliformes totales, siendo
estos mas agudos en la zona rural. Se concluye que la calidad del agua demostré
tener un impacto importante en la mortalidad infantil (Guzman et al., 2015).

1.3 ¢COMO SE CONTAMINA EL AGUA?

El término calidad del agua es relativo y solo tiene importancia universal si esta
relacionado con el uso del recurso. Esto quiere decir que una fuente de agua
suficientemente limpia que permita la vida de los peces puede no ser apta para la
natacion y un agua util para el consumo humano puede resultar inadecuada para
la industria. Para decidir si el agua califica para un propdsito particular, su calidad
debe especificarse en funcion del uso que se le va a dar (OMS, 2011).

El agua se considera contaminada cuando hay una alteracion de sus
caracteristicas y condiciones de tal manera que es inadecuada o0 menos adecuada
para cumplir con los propésitos a los cuales se destinaria si estuviera en su estado
natural. La calidad del agua se ve afectada por una amplia gama de procesos
naturales y humanos. Los procesos naturales mas importantes son los
hidrolégicos, fisicos, quimicos y bioldgicos, descritos en detalle por Strobl y
Robillard (2008). Los efectos de las actividades humanas sobre la calidad del agua
son a la vez amplios y variados en el grado a los que alteran el ecosistema y/o
restringen el uso del agua. La contaminacion antropica se puede dividir en dos
tipos de contaminacion 1) contaminacion puntual, como la descarga de aguas
residuales y 2) contaminacion no puntual o difusa, como los contaminantes, que
en concentraciones bajas, cubren grandes areas y que estan directamente



influenciadas por el ciclo hidrolégico, como la escorrentia de areas urbanas y
agricolas (Sliva et al., 2001).

La calidad del agua superficial puede verse afectada por el uso del suelo, el clima,
la topografia y la geologia asociada con la cuenca hidrografica (Delpla vy
Rodriguez, 2014). El uso del suelo se ha identificado como una fuente importante
de contaminacién con respecto a la concentracion de microorganismos fecales
(Kelsey et al., 2004). La principal fuente de contaminacién microbiana en cuencas
con predominio de actividades agricolas son las heces generadas a partir de la
produccion ganadera. La carga microbiana puede ser aportada por fuentes
puntuales como instalaciones de manejo y alimentacion, y fuentes no puntuales,
como praderas y pastizales de pastoreo (Jamieson et al.,, 2004). Esta
contaminacion de acuerdo con su origen se puede dividir en cuatro categorias: (i)
las zonas donde el estiércol se aplica en superficie, (ii) areas en las que el
estiércol se incorpora al suelo, (iii) areas en las que el estiércol es deposito
directamente por el ganado, y (iv) areas sin estiércol. Las heces de la poblacion
gue habita las cuencas también constituyen una fuente de contaminacién, los
factores mas importantes en relacion a esta fuente esta: la densidad y distribucion
de las viviendas y los sistemas sépticos.

Existen dos principales reservorios de bacterias en cuencas rurales: la tierra y el
cauce. La movilizacion de bacterias desde la tierra esta relacionada con los
procesos hidroldgicos en las laderas mientras que en el cauce se relaciona con los
procesos fluviales (Jamieson et al., 2004). El transporte de patdgenos de estas
areas a las corrientes de agua esta vinculada a factores temporales, espaciales y
a la escorrentia (Diaz et al., 2010). Una comprension en profundidad de las
fuentes de contaminacion fecal es de vital importancia para mejorar los esfuerzos
de gestion de los recursos hidricos para la preservacion de la calidad del agua, al
tiempo que permite la accion de remediacion de sitios contaminados de una
manera eficaz (Tran et al., 2015).

Lo anteriormente mencionado se resume en un esqguema conceptual de los
procesos que afectan las dinamicas de las BICF en los sistemas tropicales,
elaborado por Rochelle-Newall et al. (2015) (Figura 1). El diagrama sefiala
claramente tres fuentes de BICF donde la primaria son los humanos y el ganado,
la secundaria es la escorrentia superficial y terciaria el sedimento. La informacion
del aporte de cada fuente se encuentra muy bien detallada su revision.



Fuente secundaria

Acondicionamiento del suelo Tasas baas de supeniencia Flijo Acelerado por el cambio cimatico
Ganado _ ' ( . infensificacion precipitaciones,
Defecacion a campo abierto deforestacion)

Fuente primaria Erosion dl suelo
fasas altas de supervivencia Escorrentia superficil
Arrastre

beracion diecta de aguas residuces. [ YO VHHTSY| 1 o0 ) agua Transferencia Ecosistema acutico

Bacterias libres y :
infeccines por agua contaminada asociadas a particulas aquas abajo

por inundaciones, consumo domesficos, riego....

Sediementacion l Resuspension

Condiciones humedo tropicales
Diversidad genéfica Fuente terciaria s Humedad alfa
Tasas altas de supervivencia
Rico en nuienfes—"_ I \Tempefatura%td)le
Predacion inl@g Ba]os niveles de oxigeno Luz limitada

Figura 1. Diagrama conceptual de las fuentes primarias, secundarias y terciarias de bacterias de
origen fecal en ambientes hiumedo tropicales.

Los humanos y el ganado son la fuente primaria de bacterias indicadoras de contaminacién fecal y son
responsables de la contaminacion directa del suelo y el agua. El reservorio secundario comprende las tierras
cultivadas y las areas rurales habitadas que han sido contaminadas por las fuentes primarias. La fuente
terciaria comprende los sedimentos y la zona hiporreica que ofrecen que son mas similares a tracto intestinal
del huésped: baja 0 ausencia de luz por la densidad de la vegetacion riparia, bajas condiciones de oxigeno,
predacién reducida por parte de protozoos y alta materia organica y concentracion de nutrientes. Tomado y
traducido de la version original de Rochelle-Newall et al. (2015).

1.3.1 Sedimentos potencial reservorio de bacterias de origen fecal y
patdégenos

Los sedimentos son materiales fragmentados que se forman basicamente por la
desintegracion fisica y quimica de las rocas de la corteza terrestre (Bowles, 1984).
La concentracion de sedimentos en los ecosistemas acuaticos es el resultado del
arrastre de particulas soélidas de suelo y roca en los cauces y sus margenes. En
los cauces naturales se pueden encontrar particulas de una gran variedad de
tamafios, formas y composiciones. Los sedimentos en ambientes acuaticos
pueden constituirse en un depdsito de diverso tipos de contaminantes. Se ha
demostrado que los sedimentos pueden acumular organismos patdgenos y BICF a
concentraciones entre 10 y 10000 veces mayor que la columna de agua por
encima (Davies et al., 1995; Pachepsky y Shelton, 2011; Pote et al., 2009). Varios



estudios han demostrado que los sedimentos son un importante reservorio de
BICF en ambientes de agua dulce (An et al., 2002; Lee et al., 2006).

1.4 PATOGENOS EN EL AGUA

Los microorganismos que se trasmiten por el agua crecen generalmente en el
intestino y abandonan el cuerpo con las heces; el agua puede estar por lo tanto
contaminada por heces y si un nuevo hospedador consume el agua, el patégeno
puede colonizar el intestino y causar enfermedad. El nUmero exacto de patégenos
necesarios para causar enfermedad depende de la virulencia del patégeno y de la
capacidad del hospedero para resistir la infeccion (OMS, 2011). Los patdgenos
gue potencialmente pueden infectar a los humanos se pueden dividir en tres
categorias: Bacterias, protozoos y virus. Entre las bacterias patdgenas se incluyen
E. coli 0157:H7, salmonella, shigella, vibro cholerae y H. pylori. Protozoos de
interés incluyen Cryptosporidium, Giardia lamblia y Entamoeba histolytica. Virus
infecciosos que se encuentran en los sistemas de agua incluyen Enterovirus,
Rotavius, Hepatitis A y Reovirus (Aw Y Rose, 2012; Cabral, 2010; Girones et al.,
2010).

1.5 HELICOBACTER PYLORI, PATOGENO EMERGENTE Y SU RELACION
CON EL CONSUMO AGUA CONTAMINADA

Un patégeno humano comun es el H. pylori, el cual infecta a mas del 50% de la
poblacion mundial (Ahmed et al., 2009) y méas del 70% de esta poblacién se
encuentran en paises en desarrollo (Gido et al., 2008; Janzon et al., 2009; Kim et
al., 2011). Esta bacteria comunmente infecta la mucosa gastrica de los humanos
(Vale y Vitor, 2010). Su presencia se asocia con las Ulceras pépticas y duodenales
y la gastritis cronica (Twing et al., 2011). La gran mayoria de las infecciones por H.
pylori son asintomaticas y so6lo un pequefio porcentaje de los casos progresan a
cancer (Holman et al., 2014). Sin embargo, se considera un factor de riesgo
importante para el desarrollo de cancer gastrico y linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosas (Mbulaiteye, 2010). Se estima que el 70% de los canceres
géstricos son causados directamente por este organismo (Kim et al., 2011).

Este microrganismo fue descrito por primera por Barry J. Marshall y Robin Warren
en 1983 en asociacion con la gastritis crénica y la ulcera péptica (Marshall and
Warren, 1984). Este hallazgo fue bastante polémico en ese entonces, pues la idea
de que una infeccion bacteriana fuese responsable del desarrollo de lesiones en la
mucosa gastrica del estomago genero amplio debate. En 2005 y dado el cuerpo
de la evidencia cientifica, estos dos investigadores australianos fueron
galardonados con el Premio Nobel en Medicina (Ahmed, 2005).



H. pylori es una bacteria Gram negativa, microaerdfila con forma de espiral,
ureasa, oxidasa y catalasa positiva y movil por medio de flagelos polares (Garcia
et al.,, 2014). Aunque la forma de espiral era la Unica morfologia originalmente
descrita, se sabe ahora que este patdgeno también puede asumir una forma
cocoide. La forma espiral de H. pylori es un bacilo curvo que generalmente es de 2
a4 pum de largo y 0,5 a 0,8 um de ancho, mientras que las formas cocoides van de
1 a 4 um (Azevedo, 2005). La transformacion a la forma cocoides puede ser
inducida mediante la exposicién del microorganismo a condiciones sub-Optimas,
tales como privacion de nutrientes y la incubacion prolonga, lo que sugiere que
esta forma latente de H. pylori podria desempefiar un papel importante en la
supervivencia de la bacteria en un medio hostil (Saito, 2003). La forma cocoide
pueden clasificarse en dos categorias, una forma viable cultivable y una en estado
viable pero no cultivable, siendo en esta ultima, metabdlicamente activa, pero no
en crecimiento activo (Giao et al., 2008; Saito, 2003).

1.5.1 Rutas de trasmision

La naturaleza del H. pylori el nicho de su infeccion, el estbmago humano, sugiere
que la ingesta es el medio mas probable de adquisicion de este patégeno. Sin
embargo, los mecanismos exactos de transmision son desconocidos y son
probablemente mdultiples (Porras et al., 2013). Se ha postulado como ruta mas
probable de transmisién el contacto directo persona a persona, a través de la via
oral-oral, gastro—oral o fecal-oral (Vale y Vitor, 2010). Estas tres rutas de
transmision no son mutuamente excluyentes y podrian estar simultdneamente
involucradas en el proceso de infeccibn (Goodman et al., 1996). Bellack et al.
(2006) argumentan ampliamente esta ruta de trasmision. La evidencia que apoya
la hipétesis de transmision a través del agua viene en gran parte de dos grupos de
estudios: a) estudios epidemiolégicos que muestran asociacion entre la
prevalencia de H. pylori y las fuentes de infeccion relacionadas con el agua y b)
estudios que detectan o aislan H. pylori a partir de fuentes de agua (Aziz et al.,
2013).

1.5.2 Deteccion de H. pylori en ambientes acuaticos

Los métodos utilizados para la deteccion de H. pylori en el agua han sido:
Immunofluorecencia, cultivo bacteriolégico, hibridacion fluorescente in situ (FISH)
y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Garcia el at., 2014). Hoy en dia,
los métodos basados en técnicas moleculares, como PCR, son los mas sensibles
para buscar H. pylori en el agua.

1521 La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Esta técnica fue
desarrollada por Kary Mullis, quien recibié el Premio Nobel de Quimica en 1993.
Es el método por el cual se sintetizan copias in vitro de secuencias especificas de
ADN. La PCR amplifica fragmentos de hasta algunos miles de bases (la diana) de
una molécula de ADN mas grande (el molde) (Mullis et al., 1987).



Para llevar a cabo la técnica de PCR se requiere ADN. De este modo de debe
extraer el ADN gendmico de las muestras. La extraccion de ADN se puede resumir
en tres etapas:

1) Lisis de pared celular por tratamiento enzimatico.
2) Purificacion del ADN.
3) Almacenamiento del ADN.

Cuando se extrae ADN para ser usado en PCR es importante conocer su
concentracion y calidad del ADN en las muestras. Las muestras pueden ser
evaluadas cuantitativamente por espectrofotometria (McPherson et al., 1995).

Las etapas de la amplificacién del ADN por PCR se pueden resumir como sigue:

1) Se sintetizan dos oligonucleétidos cebadores flanqueando el ADN diana, se
afaden en exceso a un ADN molde desnaturalizado por calor.

2) A medida que se enfria la mezcla, los cebadores en exceso respecto al molde
de ADN aseguran que la mayoria de cadenas moldes se aparean con un cebador
y no entre si.

3) A continuacién, la ADN-polimerasa extiende los cebadores usando el ADN
original como molde.

4) Tras un periodo de incubacion adecuado, la mezcla se calienta de nuevo para
separar las cadenas.

5)Después, la mezcla se enfria para permitir la hibridacion de los cebadores con
las regiones complementarias del ADN recién sintetizado, y se repite todo el
proceso (Madigan et al., 2009).

Como la técnica consiste en varios pasos altamente repetitivos, las maquinas de
PCR, llamadas termocicladores funcionan en ciclos de calentamiento y
enfriamiento. La DNA-polimerasa de T. aquaticus, llamada Taq -polimerasa es
estable a 95°C y, por lo tanto, no se ve afectado por el paso de desnaturalizacion
utilizado en la PCR (Madigan et al., 2009).

Cualitativamente se puede evaluar los productos de la PCR mediante
electroforesis con gel de agarosa, un polisacérido. Esta técnica permite separar
fragmentos de ADN, moléculas cargadas, que migran en un campo eléctrico a
través de un medio poroso. Cuando se aplica una corriente eléctrica, los acidos
nucleicos se mueven por el gel hacia el electrodo positivo a causa de sus grupos
fosfatos cargados negativamente. La velocidad de migracion ésta determinada por
la carga de la molécula y por su tamafio. La presencia de la malla que forma el gel
dificulta el progreso del ADN, y las moléculas pequefias o compactas migran mas
rapidamente que las grandes. Para hacer la lectura del corrido en el gel es posible
mediante un tefiido. El compuesto se une al ADN, y el ADN emitira fluorescencia
bajo luz ultravioleta. Para estimar el peso molecular del ADN se emplea una
escalera de fragmentos con diferentes pesos moleculares. Conociendo el tamafio
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de los fragmento a evaluar se puede determinar la positividad o negatividad del
ensayo (Madigan et al., 2009).

1.6 USO DE BACTERIAS COMO INDICADORES DE CONTAMINACION
FECAL

El agua de consumo puede estar contaminada con bacterias patdégenas, lo cual es
un tema de gran preocupacion. Sin embargo, la presencia de bacterias patdogenas
en el agua es esporadica y erratica, los niveles son bajos, y el aislamiento y el
cultivo de estas bacterias no es sencillo (Girones et al., 2010). Por estas razones,
el analisis microbiolégico de rutina en agua no incluye la deteccion de bacterias
patégenas. Sin embargo, el agua potable exige que el agua esté libre de bacterias
patdgenas (Montgomery y Elimelech, 2007; OMS y UNICEF, 2014).

Debido a las limitaciones y costo de hacer un monitoreo directo de patégenos, una
practica estandar es el monitoreo de organismo de origen entérico, tales como
coliformes totales y fecales, E. coli y C. perfringens en el agua (Field y
Samadpour, 2007). Las bacterias indicadores son aquellas que tienen un
comportamiento similar a los patégenos en cuanto a concentracion en las aguas y
reaccion frente a factores ambientales, pero son mas faciles, rapidos y
economicos de identificar. Un buen indicador de contaminacion fecal debe ser un
constituyente normal de la microbiota intestinal de individuos sanos, estar presente
de forma exclusiva en las heces de animales homeotermos y presentarse en
namero elevado cuando los microorganismos patdégenos intestinales estén lo que
facilita su aislamiento e identificacién, debe ser incapaz de reproducirse fuera del
tracto gastrointestinal del ser humano y de los animales homeotermos, su tiempo
de supervivencia y resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior
al de las bacterias patdgenas (Savichtcheva y Okabe, 2006).

Actualmente los estandares de calidad de agua estan basados en la concentracion
de los organismos indicadores. Los niveles aceptables de BICF han sido
determinados a partir de estudios epidemioldgicos y limitan el uso del agua para:
consumo humano, riego, abrevar ganado y la recreacion (URL:
http://water.epa.gov/scitech/swguidance/standards/upload/2001_10 12 criteria_a
mbientwqc_bacterial986.pdf).
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1.6.1 Bacterias coliformes
Grupo bacteriano que esta conformado por una amplia variedad de bacilos, los
cuales se pueden dividir en tres sub grupos:

1) coliformes totales: son un grupo de bacterias gram negativas en forma de
bacilos que fermentan la lactosa a temperatura de 35 a 37 °C y producen acido y
gas (CO,) en 24 h, aerobias o anaerobias facultativas, son oxidasa negativa, no
forman esporas y presentan actividad enzimatica 3-galactosidasa (Rompre el al.,
2002), entre los coliformes se encuentran bacterias como E. coli, Citrobacter,
Enterobacter y Klebsiella (Cabral, 2010).

2) Coliformes fecales: tienen las mismas propiedades de fermentacion que los
coliformes totales pero a una temperatura de 44°C, por esta razén son conocidos
como coliformes termotolerantes (Rompré et al., 2002).

3) Escherichia coli: miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es una coliforme
termotolerante el cual, entre otras cosas, produce indol a partir de triptéfano a una
temperatura de 44 °C presenta actividad enzimatica B-D-glucuronidasa (Cabral,
2010; Rompré et al., 2002).

1.6.2 Clostridium perfringens

Es una bacteria anaerdbica gram positiva sulfito reductora formadora de esporas
en forma de baston (Manafi et al., 2013). Se encuentra con frecuencia en el suelo.
También vive a baja concentracion en el tracto intestinal de muchos animales y el
hombre. Las condiciones que prevalecen en el tracto intestinal son 6ptimas para
inducir la esporulacion de las células vegetativas. Las esporas son excretadas en
las heces y posteriormente llegan a los cuerpos de agua. En ambientes acuéaticos,
las esporas exhiben excepcional longevidad como resultado de su gran resistencia
a las condiciones ambientales adversas. Por esa razon, su uso como indicadores
de la calidad del agua ha sido objeto de varios estudios (Bisson et al., 1980;
Payment y Franco, 1993). Las esporas de C. perfringens son Utiles para la
deteccidén de contaminacion fecal remota, previa o intermitente situaciones en las
que otras bacterias indicadoras menos resistentes, generalmente no sobreviven
(Jungueira et al., 2012).
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1.7 PRUEBAS PARA ENUMERACION DE BACTERIAS INDICADORAS DE
CONTAMINACION FECAL, METODO BASADO EN CULTIVOS.

Se emplean varias técnicas para determinar coliformes totales, E. coli y C.
perfringens en muestras de agua. Todas se basan en el crecimiento de los
organismos presentes en las muestras. Los métodos mas comunes de recuentos
son el procedimiento de numero mas probable (NMP) y el de filtracion por
membrana (FM) (Madigan et al., 2009). En el procedimiento de la FM se pasa la
muestra de agua a través de una membrana estéril, que atrapa las bacterias sobre
la superficie de la membrana. El filtro se coloca sobre una placa con medio de
cultivo con un medio selectivo. Después de incubar, se cuentan las unidades
formadoras colonia (UFC) y a partir de este valor se calcula el niumero de
bacterias presentes en el volumen de muestra original. Habitualmente el resultado
de los conteos se reporta como UFC/100mL o como log;,UFC/100mL.

1.7.1 Medio de cultivo selectivo para coliformes totales y E. coli

El medio de cultivo Agar Chromocult® Coliform contiene Tergitol®7, el cual es un
inhibidor de bacterias Gram-positivas sin efectos negativos en el crecimiento de
las bacterias coliformes. Este medio permite la deteccion simultanea de coliformes
totales y E. coli por la combinacién de dos sustratos cromogénicos. Los coliformes
totales durante su crecimiento utilizan el sustrato Salmon-GAL (6-Cloro-3-indolil-3-
D-galactopirandsido) por la accién de la enzima B-D-galactosidasa formando
complejos de color rosado a rojo. La bateria E. coli hidroliza el sustrato X-GLUC
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuréonido) mediante la enzima 3-D-glucuronidasa;
ademas metaboliza ambos sustratos (Salmon-GAL y X-GLUC), por lo cual las
colonias positivas se muestran desde un color azul oscuro a un color violeta
(Merck 1.10426.0500). Para mejorar los recuentos y para eliminar interferencias se
emplea un suplemento selectivo para E. coli/coliformes, el cual es una mezcla de
dos antibiéticos, Vancomicina (2.5 mg/vial) y cefsulodina (2.5 mg/vial) en su forma
liofilizada. La vancomicina inhibe el crecimiento de bacterias gram negativas y la
cefsulodina suprime a Pseudomonas spp. y Aeromonas spp (Merck 1.00898)

1.7.2 Medio de cultivo selectivo para C. perfringens

El medio de cultivo agar SPS o agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina contiene un
amplio espectro de nutrientes. El sulfito es reducido a sulfuro por la mayoria de
clostridium (incluyendo C. perfringens), el cual reacciona con el citrato de hierro y
hace que las colonias adquieran un color negro. Otros microorganismos sulfito
reductores son suprimidos en gran parte por la polimixina y sulfadiazina.
Contenido: Peptona de caseina, extracto de levadura, citrato de hierro (lll), sulfito
de sodio, Sulfato de polimixinaB, sulfadiazina de sodio y agar (Merck
1.10235.0500).
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1.8 NORMATIVIDAD COLOMBIANA, CRITERIOS DE CALIDAD EN AGUAS
Y NIVELES PERMITIDOS DE INDICADORES MICROBIOLOGICOS DE
CONTAMINACION FECAL.

En Colombia actualmente la normatividad para el recurso hidrico esta
reglamentada por el Decreto Unico Reglamentario del Sector Ambiente y
Desarrollo Sostenible, Decreto 1076 de 2015. El cual compilo la normativa vigente
al momento de su expedicion. De acuerdo con el art. 76 del Decreto 3930 de
2010, el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible fijara mediante resolucion,
los usos del agua y criterios de calidad para cada uso. Mientras se expide las
regulaciones, continuaran transitoriamente vigentes, entre otros, los articulos: 38 a
43, del Decreto 1594 de 1984, los cuales establecen Niveles guia de calidad
microbiolégica (Tabla 1).

Tabla 1.Niveles guia de calidad microbiol6gica discriminado por el uso. Decreto 1594 de 1984.

Uso del Agua Indicadores microbioldgicos-valor guia Articulo
Coliformes totales  Coliformes fecales
(NMP/100mL) (NMP/100mL)
Para potabilizacion Tratamiento 20000 2000 38
convencional
Desinfeccion 1000 39
Uso agricola 5000 1000 40
Fines recreativos Contacto primario 1000 200 42
Contacto secundario 5000 43
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad microbiol6gica del agua y el sedimento de cuatro fuentes de
abastecimiento del acueducto rural el Saladito, Timbio, Cauca

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Describir las principales fuentes de contaminacion en las microcuencas
Salinas, Presidente, Cristalares y Silencio.

2) Establecer la concentracion de bacterias indicadoras de contaminacion
fecal en el agua y los sedimentos colectados.

3) Evaluar la presencia de H. pylori en las muestras de agua colectadas,
empleando técnicas de biologia molecular.

4) Generar recomendaciones para el control y manejo de las fuentes de
contaminacion en las zonas de drenaje de las fuentes de agua superficial.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El area de estudio comprende dos microcuencas 1) Presidente y 2) Cristalares.
Para efectos del presente estudio, las dos microcuencas se subdividieron a su vez
en dos zonas de drenaje cada una, por tanto desde este momento se hablara de
las microcuencas Salinas, Presidente, Cristalares y Silencio. Las microcuencas
pertenecen a la subcuenca rio las Piedras que a su vez es vertiente de la cuenca
rio Patia (Tabla 2). La microcuencas Presidente y Cristalares pertenecen a la
jurisdiccion politico-administrativa de los municipios de Sotara y Timbio,
respectivamente, en el departamento del Cauca. La posicion geogréfica del area
de estudio se presenta en la Figura 2.

Tabla 2. Jerarquizacion de las microcuencas.

Estaciones de .
Quebrada Microcuenca Subcuenca Cuenca
muestreo
CAl Salinas : .
. rio Presidente
CA2 Presidente rio Las Piedras Patia
CR1 C_r |stal_ares rio Cristalares
CR2 Silencio
1046000 1048000 1050000 1052000 1054000
1 1 1 1 1
N
Cristalares W<<} -
g | 8
g y 2
S
)
CR1 [Eend
. Hencio
Colombia = \ :
s S Salinas ‘ s
§ -
nf:- Presidente |_©A
i g ‘ ~ g
& K
Departamento
del Cauca ) Leyenda
§- -
s ° Puntos de muestreo o
Municipio ~".~~— Red de drenajes
Timbio
g Microcuenca | &
Municipio " "
Sotara 0 750 1.5 3 4.5 6
T e \etros
104;000 104!‘!000 105;0“0 105;000 105:‘1000

Figura 2. Localizacion del &rea de estudio.
Microcuencas: Salinas, Presidente, Cristalares y Silencio; estaciones de muestreo, CAl, CA2, CR1 y CR2.
Red de drenaje. Puntos/estaciones de muestreo.
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3.2 IDENTIFICACION DE FUENTES DE CONTAMINACION

A falta de una division oficial de las microcuencas objeto de estudio dado su
tamafio, se empled cartografia de la zona y un Modelo de Elevacion Digital (DEM),
Del mismo modo se establecié las curvas de nivel y drenajes, empleando
programa ERDAS PC V. 7.5, esto con la ayuda del Grupo de Estudios
Ambientales (GEA) de la Universidad del Cauca. Con la Corporaciéon Autbnoma
Region el Cauca (CRC), se obtuvo una imagen satelital (SPOT) del area, la cual
se digitalizo para delimitar las coberturas, con la cual se gener6 un mapa
preliminar de las coberturas vegetales de cada una de las microcuencas empleado
el software ArcGis 10 (ESRI, Redlands, CA).

Con el fin de establecer las potenciales fuentes de contaminacién, puntual y/o
difusa, presentes en el area de drenaje de las quebradas y corroborar la
informacion del mapa preliminar, se realizaron visitas de campo sobre las
margenes del curso principal y las é&reas aledafias en la microcuenca. Los
recorridos partieron desde las estaciones de muestreos hasta el punto donde se
origina el flujo de agua. En el recorrido se tomo registro fotografico y toda la
informacion colectada en campo fue georeferenciada (registro de latitud y longitud)
empleando un Sistema de Posicionamiento Global (GPS Montana® 650, Garmin
International, Olathe, Kans.)

Posteriormente, la informacion recolectada se sistematizé y se definieron las
principales fuentes de contaminacién en las microcuencas. También, se
incorporaron las modificaciones que surgieron de las visitas de campo y se
elabor6 el mapa final de coberturas. De acuerdo al alcance del estudio, el detalle
de la imagen satelital y los hallazgos en el recorrido en campo, se realizé una
clasificacion en tres 3 categorias: Ripario, plantacion forestal y pastos. Las
categorias estan basadas en la Leyenda nacional de coberturas de la tierra.
Metodologia CORINE Land Cover adaptada para Colombia, escala 1:100.000
(IDEAM, 2010).

3.3 COLECCION DE MUESTRAS

Se realizaron 24 jornadas para colectar muestras de agua y sedimento en cada
una de las estaciones de muestreo, una por semana, entre finales de enero y julio
de 2015. Las muestras de agua se colectaron en botellas estériles de 500mL de
polipropileno, siguiendo las recomendaciones del Instituto Nacional de Salud (INS,
2011). El sedimento se colecté mediante un muestreador manual de PVC de 50cm
de largo con un diametro de 1 pulgada e introduciéndolo hasta 5¢cm en el fondo del
cauce (Garrido-Pérez el at., 2008). Posteriormente, el nucleo de sedimento se
almacené en bolsas whirlpack estériles .Tanto las muestras de agua como las de
sedimento se colectaron por triplicado. Todas las muestras se transportaron al
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laboratorio en contenedores de hielo a una temperatura de 4°C y se procesaron
dentro de las 6h siguientes a su colecta. Ver Anexo A.

3.4 REGISTRO DE LLUVIAS

En cada jornada de muestreo se les pregunto a los habitantes de dos viviendas,
por los dias donde se presentaron lluvias durante los 8 dias previos al muestreo.
Se selecciond una vivienda para CA1 y CA2 y la otra para CR1 y CR2, en razén
de la cercania entre las microcuencas.

3.5 MEDICION DE CAUDAL

Para calcular el caudal (Q) se empled el método de aforo por flotador en las
quebradas CAl, CA2, CR2 y aforo volumétrico en CR1, ver Anexo B. Estos
métodos son descritos detalladamente en el Manual de Procedimientos
Hidrométricos (CVC y Universidad del Valle, 2005). Para el primer método se
seleccionaron dos secciones transversales en un tramo recto de los cursos de
agua. Se calculé la velocidad del flujo (v) registrando el tiempo (t) que le toma a un
flotador recorrer la distancia (I) entre secciones. La velocidad del flujo es el
promedio de 20 observaciones (Ecuacion 1). Se dividieron las secciones
transversales en franjas de 10cm de ancho y se midieron las profundidades (h) de
cada franja, con el fin de calcular el area (A) de las secciones (Ecuacién 2). De
este modo para calcular el caudal se tuvieron en cuenta la velocidad del flujo y el
area media de las secciones transversales (Ecuacion 3).

l
(lego ti )/20
A=Y, (%) X 10 (m?) (Ecuacién 2)

Q= (%) X v (m3/s) (Ecuacién 3)

v = (m/s) (Ecuacion 1)

Para el método volumétrico fue necesario canalizar la quebrada en tubo de 4
pulgadas y posteriormente se registro el tiempo requerido para llenar un recipiente
de 20 L. De este modo el caudal esta dado por el volumen del recipiente (V) y el
tiempo de llenado (t). El caudal es el promedio de 5 observaciones (Ecuacion 4).

20
Q=—

i=o ti

(l/s) (Ecuacion 4)

La informacién de los aforos con flotador y volumétrico se registré en formatos de
captura de datos en campo. En los dos formatos se registré también los datos del
muestreo (Ej. nUmero de muestreo, dias de lluvia previos, estacion de muestreo
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etc.), condiciones ambientales durante la toma de muestras y fecha y hora del
muestreo y la recepcién de las muestras en el laboratorio, ver Anexo C.

3.6  ANALISIS FISICOQUIMICOS DEL SEDIMENTO

3.6.1 Determinacion del porcentaje de humedad del sedimento

Para determinar el contenido de humedad de las muestras de sedimento, se
tomaron 15g de muestra fresca en una capsula de porcelana y llevada a un horno
a 105°C durante 24h (Garrido-Pérez et al., 2008). El porcentaje de humedad se
calcul6 teniendo en cuenta el diferencial de peso entre la muestra fresca (my) y la
muestra seca (ms) (Ecuacion 5).

mf_ms

% humedad = X 100 (Ecuacion 5)

mg

3.6.2 Determinacion del porcentaje de materia organica del sedimento
Después de haber secado las muestras de sedimento a 105°C durante 24h se
llevaron a calcinacion en una mufla a 550°C por 1h (Garrido-Pérez et al., 2008). El
contenido de materia organica, fraccidon volatil, se calcul6 teniendo en cuenta el
diferencial de peso entre la muestra seca (ms) y la muestra calcinada (mc)
(ecuacion 6). La informacion empleada para determinar la humedad y el contenido
de materia organica se diligencio en un formato de registro, ver Anexo D.
s—Mc¢

% materia organica = mT X 100 (Ecuacion 6)

S

3.6.3 Andlisis granulométrico de sedimento por tamizado:

Una muestra de aproximadamente 1.5kg de sedimento se tomé para cada sitio
para el ensayo de granulometria. Las muestras de sedimento se colocaron un
recipiente metalico y se secaron en un horno a 110 + 5°C durante 24h, el peso fue
registrado (P;.) Posteriormente se colocO las muestras secas en recipientes con
agua y se dejo en remojo, hasta que todos los terrones se ablandaron. A
continuacion se lavaron las muestras sobre el tamiz de 75 pum (No.200) con
abundante agua. El material retenido se coloc6 un recipiente metalico y se seco en
un horno a 110 £ 5°C durante 24h, el peso fue registrado (Ps). El material seco se
tamizo de manera manual, el peso de cada fraccion retenida fue registrado, los
tamices utilizados fueron: 12,5mm (1/2”), 9,5mm (3/8”), 4,75mm (Ne4), 2,36mm
(Ne8), 1,10mm (Ne16), 600 um (Ne30), 300 um (Ne50), 150 ym (Ne100), 75um
(N2200). El peso de cada fraccion (Pn, n = numero de tamiz) se expresé como un
porcentaje del peso total, P1, (Ecuacion 7), incluyendo el peso de la fraccion < al
N°200 (P200), la cual se calcul6 por sustraccion (Ecuacion 8) (I.N.V.E — 123 — 07).
Los datos obtenidos se anotaron en un formato de registro, ver Anexo E).

19



%P, = i—" X 100 (Ecuacion 7)
1

Py00 = P; — P (Ecuacion 8)

3.6.4 Determinacion de la Textura de sedimento por el método de
Bouyoucos

Las muestras de sedimento se colocaron un recipiente metalico y se secaron al
aire a temperatura ambiente. La muestra se tamizo por el tamiz Ne200 (75um). Se
tomaron 50g del pasante y se colocO en un recipiente de dispersion (frascos
teteros), se llend con agua destilada hasta 2/3 partes, a continuacién se agrego
5ml de dispersante (Hexametafosfato de sodio) y se dejé reposar por 15min.
Luego la muestra se agito por 2h. Posteriormente se vertié la suspension en los
cilindros de dispersion. Se agito la muestra con el agitador manual vigorosamente
por 30s. Seguidamente se sumergié suavemente el hidrometro en la suspension.
Se tomo la lectura a las dos horas. Se registré la temperatura para hacer la
correccién por esta variable (IGAC, 2006). Los procedimientos para determinar las
caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de sedimento se muestran en el
Anexo F.

3.7 ANALISIS FISICOS DE LAS MUESTRAS DE AGUA

Los parametros fisicos que se midieron en las muestras de agua fueron pH,
turbiedad, color aparente y conductividad eléctrica y determinados en Laboratorio
de Ingenieria Ambiental, ver Anexo G. Las técnicas empleadas estan basadas en
los Métodos estandar para el andlisis del agua y aguas residuales (APHA, 1999).
Los datos obtenidos de las mediciones se anotaron en un formato de registro, ver
Anexo H).

3.7.1 pH

Se empled el método potenciométrico (SM 4500H+B). Se tomo una alicuota de
agua en un tubo cénico de 50mL. Se lavé el electrodo con agua destilada y se
secO con papel absorbente. El electrodo se sumergié en la muestra y agitando
suavemente para minimizar la incorporaciéon de CO; y lograr una medida mas
precisa. Después de que la lectura en pantalla se estabilizé y se realizé el registro
en unidades de pH.

3.7.2 Turbiedad

Se empled el método nefelométrico (SM 2130B). Se utilizé el turbidimetro HACH
2100P (HACH, USA). Se agito la muestra de agua. En una celda perfectamente
limpia se adicioné cuidadosamente la muestra, sin que se formaran burbujas. Se
tapod la celda y se coloco en el portaceldas. Se esperé unos segundos hasta que
en pantalla se mostro el resultado en Unidades nefelométricas de turbiedad (UNT).
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3.7.3 Color aparente

Se emple6 el método espectrofotométrico (SM 2120C). Se utilizd6 el
espectrofotometro HACH DR2010 (HACH, USA). Se encendié el equipo y se
program0 a una longitud de onda de 455nm. Se llen6 una celda con agua
destilada (blanco), se colocé en el portaceldas y se hace la puesta a cero.
Después se llend una celda con la muestra de agua (sin filtrar) y se coloco en el
portaceldas y luego de unos segundos, se visualizd6 en pantalla el resultado en
unidades de platino-cobalto (UPC).

3.7.4 Conductividad eléctrica

Se empled el método electrométrico (SM 2110B).Se utilizé el conductimetro
HANNA instruments HI 8733 (HANNA instruments, Espafia). Se tomo una alicuota
de agua en un tubo cénico de 50mL. La sonsa se sumergido en la muestra.
Después de unos segundos, se visualizé en pantalla el resultado en uS/cm.

3.8 ENUMERACION BACTERIAS INDICADORES DE CONTAMINACION
FECAL.

3.8.1 Pre-tratamiento del sedimento para andlisis microbioldgicos

Para los analisis microbiolégicos en laboratorio, las muestras de sedimento
recibieron un tratamiento previo, con el fin de separar las bacterias del sedimento,
procedimiento descrito por Byappanahalli et al. (2003). En resumen, se tomaron
69 de sedimento fresco en un tubo conico estéril de 50 mL y se le agregaron 35mL
de agua destilada estéril, la mezcla se llevé a agitacion en vortex durante 5min y
se dejo reposar por 30min (Abia et al., 2015). Posteriormente, se tomé el
sobrenadante y se trasfiri6 a un nuevo tubo coénico estéril de 50mL. Una vez
realizado este proceso, las muestras de agua y el sobrenadante se procesaron de
la misma forma para la enumeracion de las BICF.

3.8.2 Coliformes totales y E. coli

Para la deteccion de coliformes totales y E. coli, se emplearon volimenes de 1y
10ml de agua y 1 y 0,1ml de sobrenadante de sedimento, los cuales fueron
filtrados empleando una membrana de ésteres de celulosa estériles, de 0,45um de
poro y 47 mm de diametro (S-Pak Membrane Filters, Millipore HAWG04756). Los
filtros se sembraron sobre placas de Petri dispensadas con medio de cultivo Agar
Chromocult® Coliform (Merck, Darmstadt, Alemania), mezclado con suplemento
selectivo para E. coli/coliformes (Merck, KGaA, Alemania), e incubadas a 37°C +
0,5°C por 24h (APHA, 1999). Como controles positivo para E. coli y coliformes
totales se utilizaran la cepa Escherichia coli ATCC 25922, y Citrobacter freundi
ATCC 8090, respectivamente. Como control negativo se utilizara la cepa
Pseudomona aeruginosa ATCC 10145.
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3.8.3 Clostridium perfringens

Para la deteccion de esporas de C. perfringens se emplearon volimenes 100ml de
agua y 1ml de sobrenadante de sedimento, las muestras se llevaron a bafo
serolégico por 15min a 75°C (Schreiber et al., 2015), a fin eliminar células
vegetativas y seleccionar las esporas. Posteriormente, las muestras se filtraron
empleando una membrana de ésteres de celulosa estériles, de 0,22um de poro y
47 mm de diametro (Sartorius, 11407-47-ACN). Los filtros se colocaron sobre
placas de Petri dispensadas con medio de cultivo SPS (Agar selectivo para
Perfringens segun ANGELOTTI) (Merck 1.10235.0500) (ISO 6461-2, 1986),
posteriormente se adiciono medio de cultivo liquido sobre el filtro en placa de Petri
,con el fin de confinar el filtro entre dos capas de medio, finalmente las placas se
incubaron a 37°C + 1°C durante 20 h + 4h, en condiciones de anaerobiosis dentro
de una Jarra anaerobica, de cierre hermético (Merck 1.16387.0001) en presencia
de una bolsa AnaeroGen™ (Oxoid AN0025) y del indicador de anaerobiosis
Anaerotest® (Merck 1.15112.0001) (Lanao et al., 2008).

La técnica de filtracibn por membrana empleada en la enumeracion de las
bacterias se muestra en el Anexo |. La informacioén relacionada con el conteo de
colonias de coliformes totales, E. coliy C. perfringens se diligenciaron en formatos
de registro, ver Anexo J.

3.9 DETECCION DE ADN DE H. PYLORI

3.9.1 Extraccion de ADN gen6mico bacteriano.

Para la extraccion de ADN gendmico, las muestras de se concentraron a 4000 x
rpm durante 15min, el pellet resultante se aisl6 para extraer el ADN usando el
E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit siguiendo las instrucciones del fabricante (Omega,
USA). La concentracibn y calidad del ADN extraido se determind por
espectrofotometria mediante la relacion de absorbancia A260/A280, usando un
espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000™ (NanoDrop, DE). EI ADN extraido se
almacend a -30°C hasta su uso.

3.9.2 Multiplex PCR.

La presencia de H. pylori se determind por los alelos s y m del gen vacA y el gen
CagA, segun metodologia descrita y estandarizada previamente en el Laboratorio
de Genética Humana, Universidad del Cauca (Acosta et al., 2013). Fue utilizada la
prueba PCR multiplex, empleando el estuche Qiagen Multiplex PCR® para
amplificar los genes vacA y CagA, con las secuencias de cebadores descritos en
la Tabla 3.
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Tabla 3.Primers utilizados en este estudio para deteccion de H. pylori en el ADN extraido.

Regién de ADN  primer Secuencia (5°-3") Tamafio producto Referencia

amplificado de PCR (bp)

vacA sl/vacA s2 VAI-F ATGGAAATACAACAAACACAC 259/286 (Atherton et al.,
VAI-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 1995)

vacA ml/vacA m2 VAG-F CAA TCTGTCCAATCAAGCGAG 567/642 (Atherton et al.,
VAG-R GCGTCTAAATAATTCCAAGG 1999)

cagA cag5c-F GTTGATAACGCTGTCGCTTC 350 (Chattopadhyay
cag5c-R GGGTTGTATGATATTTTCCATAA et al., 2004)

La reaccion incluyéo una mezcla de 5uL de ADN gendmico bacteriano, 1x de
Qiagen Master Mix®, 0,3pmol/uL de cada cebador, 2uL de agua libre de RNAsas
en un volumen de 14uL de reaccién. Los productos de amplificacién se
evidenciaron en geles de agarosa al 1,5% por mediante visualizacion bajo luz
ultravioleta usando colorante EZ-VISION® THREE, teniendo como referencia las
bandas de amplificacion de las cepas NCTC 11637 (genotipo: cagA, vacA s1/ml)
y 3062 (genotipo: cagA negativo, vacA s2/m2) de H. pylori.

Las muestras fueron llevadas al termociclador (MyCycler Termal Cycler™,
BIORAD) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial durante 10min
a 95 °C, 15 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30s, hibridacion a 57°C por
90s y extension a 70°C por 45s. Ademas, 25 ciclos mas de desnaturalizacion 94°C
durante 30 s, 54°C por 60s, y extension a 72°C por 60s y finalmente una extensién
final a 72°C durante 5min. Las técnicas moleculares empleadas en la deteccién de
H pylori se muestran en el Anexo K. La informacién relacionada con la prueba y
los resultados se apuntaron en un formato de registro, ver Anexo L.

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico SPSS
version 19.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Se emple6 un analisis
de varianza ANOVA, y el coeficiente de correlacion de Spearman para analizar las
diferencias y correlaciones en los conjuntos continuos. Para las variables
continuas, se empled la prueba chi X2 Los datos microbioldgicos fueron
transformados a log;, antes de llevar a cabo todos los analisis estadisticos. Todos
los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de significativa de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MICROCUENCAS Y
DESCRIPCION DE LAS FUENTES DE CONTAMINACION

Las fuentes de abastecimiento seleccionadas para este estudio corresponden a
fuentes superficiales tipicas para zonas montafiosas. Estas fuentes son captadas
por el acueducto rural El Saladito para abastecer a 6515 usuarios de una
comunidad rural en municipio de Timbio. En la Tabla 4 se presentan algunas
caracteristicas de las microcuencas. Las cuatro microcuencas en términos de
extension se pueden ordenar de mayor a menor area (ha) de la siguiente manera:
CA2 > CA1 > CR2 > CR1. En términos de altitud, CA1 se encuentra en un rango
de 2550 a 2250 msnm, CA2 de 3000 a 2250 msnm, CR1 de 2150 a 1900 msnm y
CR2 de 2170 a 1850 msnm. En las Figura 3 y 4 se muestran la distribucion de los
tres tipos basicos de cobertura vegetal que se presentan en estas areas:

o Bosque plantado, con plantaciones forestales de eucalipto (Eucalyptus
grandis) y pino (pinus patula), siendo esta Ultima la especie mas masificada en la
zona de las microcuencas Salinas y Presidente, representado aproximadamente el
68 y 36%, respectivamente, del area total de las microcuencas.

o Bosque natural y/o ripario, donde se evidencia procesos de deforestacion y
perdida de cobertura boscosa natural, esta principalmente asociados a las
margenes de las quebradas (riparios), y conformados por especies arboreas como
roble (Quercus humboldtii), aliso (Alnus acuminata), chilco (Fuchsia magellanica),
guayacan (Lafoensia speciosa), arrayan (Myrrcianthes sp), impamo (Clusia sp),
aguacatillo (Ocotea sp) y encenillo (Weinnmania sp); la microcuencas Cristalares y
Silencio presentan 51 y 48%, respectivamente, de su area total con este tipo de
cobertura.

o Pastos, en esta zona se presentan procesos de ganaderia extensiva con
densidades bajas y asociadas a pequefios productores. La ocupacién del area
total de las microcuencas con pastos van desde un 18% para CR1 hasta de un
52% para CR2. Cabe mencionar que en los recorridos se pudieron observar muy
pocos cultivos, y los que se encontraron correspondieron a: maiz, lulo y plantas
medicinales. A través del uso de imagenes satelitales no fue posible la
individualizacion del tipo de cobertura dada la baja resolucion de las mismas. En
cuanto a la poblacion que habita en las microcuencas, no se observaron grandes
asentamientos, presentandose una dispersion en la distribucién de las viviendas al
estar distantes unas de otras. El registro fotografico de los recorridos por las
microcuencas se presenta en el Anexo M.
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Tabla 4.Principales caracteristicas de las microcuencas Salinas, Presidentes, Cristalares y Silencio.

Microcuenca Area Coberturas vegetales
(ha) Bosque plantado Bosque natural Pastos
(%) (%) (%)
Salinas 200,87 67,67 14,64 17,78
Presidente 326,46 36,22 29,49 38,28
Cristalares 57,99 5,95 51,32 42,73
Silencio 64,86 0 47,91 52,09

En los recorridos por los cursos de agua se pudo evidenciar que en las
microcuencas tienen lugar eventos de grandes lluvias con arrastre de arboles y
material cercano a los corrientes. Las caracteristicas topograficas e hidrologicas
de las microcuencas facilitan el drenaje rapido del agua pluvial generando picos
muy altos de caudal, asociadas a arrastre de material y aumento en la turbiedad.
En la Figura 5 se presenta la bocatoma de la quebrada Cristalares después de un
evento de lluvia en horas de la noche.

Los eventos de lluvias torrenciales ocasionan el taponamiento de las bocatomas,
lo que conlleva a la decision de suspender el flujo de agua hacia la red de
distribucion dada la alta turbiedad con el fin de evitar que el agua contaminada
llegue a los usuarios. Sin embargo y dado el manejo del acueducto esto no
siempre ocurre de manera inmediata, ocasionando que en algunos casos el agua
llegue en estas condiciones hasta los usuarios. De acuerdo con la informacion
suministrada por la comunidad, durante el periodo de lluvias ocurren cambios
rapidos en la calidad del agua, basicamente asociados con el aumento de la
turbiedad percibida, con una duracion promedio de algunas horas.
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Figura 5. Bocatoma quebrada Cristalares, antes y después de un episodio de lluvia.
(A) condiciones después de un evento de lluvia torrencial en horas de la noche. (B) Condiciones normales en
periodo sin lluvias.

En la Tabla 5 se detalla para cada microcuenca las fuentes de contaminacion,
identificadas durante los recorridos, que potencialmente pueden afectar la calidad
de los cuerpos de agua. No se observaron vertimientos directos de agua residual,
siendo las fuentes de contaminacién difusas las que imperan. El acceso del
ganado a las fuentes de agua para abrevar y para pasar de una zona de pastoreo
a otra y la falta de un perimetro de proteccion efectivo en la margen de los cauces,
son las principales préacticas que estarian afectando la calidad del agua. Por otra
parte, y no menos relevante son los sistemas sépticos de las viviendas, las cuales
se localizan especialmente en la parte alta y media de las microcuencas distantes
de los cursos principales de agua. Las viviendas se encuentran distantes unas de
otras y presentando una baja densidad poblacional. La presencia de vida silvestre,
contribuye a la contaminacion microbiolégica de fondo, algunos animales
encontrados durante los recorridos fueron: aves, armadillos y murciélagos (Anexo
M). Vias secundarias y terciarias delimitan las areas de drenaje, la escorrentia de
estas vias aporta grandes volimenes de agua lluvia, contribuyendo al deterioro de
la calidad del agua con el aporte de sélidos y contaminantes. En estas zonas es
comun la inestabilidad del terreno, lo que se evidencia con movimientos de tierra 'y
deslizamientos, descargando a los cuerpos de agua compuestos del suelo como
solidos, sales, nutrientes y microorganismos.
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Tabla 5.Fuentes de contaminacidon encontradas durante el recorrido por las microcuencas Salinas,
Presidente, Cristalares y Silencio.

Microcuenca Fuentes de contaminacion

Salinas Acceso del ganado al cauce principal, ganado (vacuno y ovino), drenaje via para acceso a
extraccion de madera, animales silvestres, animales domésticos, sistemas sépticos (Viviendas
y escuela rural).

Presidente Ganaderia extensiva, acceso del ganado al cauce principal, drenaje de via sin pavimento,
deslizamiento de tierra, aplicacion estiércol (cultivos a pequefia escala), sistemas sépticos
(viviendas), estanque piscicola, animales silvestres, aves de corral).

Cristalares Acceso del ganado al cauce principal, ganado, Sistemas sépticos (Viviendas), animales
silvestres, drenajes de via en proceso de pavimentacion, deslizamiento de tierra.

Silencio Acceso del ganado al cauce principal, ganado, sistemas sépticos (Viviendas), animales
silvestres, deslizamiento de tierra.

Nota: El orden de mencién de las fuentes de contaminacién esta relacionada con la frecuencia con la cual se
encuentra en la zona.

4.2 DESCRIPCION DE LOS PERIODOS SECOS Y DE LLUVIAS

En la Tabla 6 se presentan aquellos muestreos que presentaron periodos de
lluvias 8 dias previos a la realizacién de los mismos. Cabe mencionar que ningun
muestreo se realizé en condiciones de lluvia en si. Las condiciones climéticas al
momento de realizar la coleccion de las muestras en mas de 80% fueron soleadas
y en los restantes fueron nubladas. Desde el primer muestreo hasta el nimero 11,
en mas del 80% de los casos, estuvieron precedidos de lluvias. A partir del
muestreo 11 y hasta el final del periodo de monitoreo se presentd un tiempo seco.
De este modo, el periodo de lluvias se presentd en la primera mitad del estudio,
comprendido entre la ultima semana del mes de enero y la tercera semana del
mes de abril. El periodo seco se presentd entre la Ultima semana del mes abril
hasta la Ultima semana del mes de julio. A partir de este momento todos los
analisis consideraron dada la ocurrencia de estos dos periodos climaticos durante

Tabla 6.Muestreos con lluvias los dias previos.

Muestreo
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 17 18 19 0 21 2 2B 24

CAl
CA2
CR1
CR2

Nota: Las casillas azules corresponden a lluvias.
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4.3 VARIACION TEMPORAL DEL CAUDAL

El comportamiento mensual del caudal para cada una de las estaciones se
presenta en la Figura 6. El comportamiento detallado del caudal, con una
frecuencia de monitoreo semanal se presenta en el Anexo N. El niumero de
muestreos por cada mes y para quebrada se presenta en la tabla de muestreos
(ver Anexo O). El valor para el mes de enero corresponde a una sola observacion,
cuatro para los meses de febrero a abril y tres para el mes de mayo. Para los
meses de junio y julio, las estaciones CA1 y CA2 tuvieron 4 observaciones y para
el caso de las estaciones CR1 Y CR2 en los mismos meses tuvieron tres y cinco
observaciones, respectivamente. Cabe aclarar que dado el alcance del estudio y el
cronograma para su cumplimiento no fue posible hacer el seguimiento completo
de un ciclo anual.

En principio, se evidencidé que las cuatro fuentes de abastecimiento son de
diferentes tamafios; de mayor a menor se clasificaron de la siguiente
manera: CA2 > CA1 > CR2 > CR1. Esta clasificacibn se presentd en el mismo
orden en relacion al &rea de cada microcuenca. En este sentido, se presentd una
relacion positiva entre el area de las microcuencas y el caudal que transportan las
quebradas. En otras palabras, a mayor area de captacién mayor es el caudal de la
fuente de abastecimiento.

Luego, a partir de un analisis de varianza ANOVA, ver Anexo P, se determin6 que
no hay diferencias significativas en el caudal en los tres primeros meses, para las
cuatro estaciones, lo cual coincide con el periodo de lluvias. Las lluvias originan
picos de caudal intermitentes, lo cual aumenta la variabilidad entre los muestreos.
De otro lado, con el inicio del periodo seco, se observé un descenso progresivo del
caudal y diferencias significativas entre los meses para las cuatro estaciones.
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Figura 6. Variacion mensual del caudal.

4.4 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL SEDIMENTO

4.4.1 Granulometriay textura

En general, de acuerdo a las caracteristicas granulométricas y a la carta del
sistema unificado de clasificacion del suelo (SUCS), las muestras de sedimento se
pueden clasificar como arena limosa, con grava, alrededor de 1-3,5% de particulas
duras de grava, angulares, de 12 mm de tamafio maximo; arena redondeada y
subangular de granos gruesos a finos; con cerca de 80% de arena aluvial. La

Al
— AT
CE1
— R

distribucion de tamafio de particulas en las muestras se presenta en porcentaje de

gravas, arenas, limos y arcillas en la Tabla 7. Como se puede observar, el material
caracterizado son arenas limpias con un pasante del tamiz No. 200 de entre 11y

15%. Las curvas granulométricas para el sedimento de cada estacién se
presentan en el Anexo Q.
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Tabla 7. Distribucion tamafo de particulas

CAl
CA2
CR1
CR2

Clasificacion y tamafio de particulas

Grava

(75-4,75 mm)

3,54
1,00
2,41
2,02

Arenas

(4,75-0,075 mm)

83,52
88,26
82,33
85,89

Limo
(75-2 um)

12,75
9,56
12,77
9,94

Arcillas
(<2 um)

0,2

1,18
2,50
2,16

Sistema unificado de clasificacién del suelo (SUCS)
[Unidad: Porcentajes (%)]

4.4.2 Humedad

En relacion con la humedad del sedimento o contenido de agua, que se define
como la razén entre el peso del agua de los poros, o espacio intersticial, y el peso
de los sdlidos del sedimento (granos), se determiné calculando la pérdida de peso
debida a la evaporacion del agua al poner una muestra de sedimento en un horno
a 105°C por 24 h. El comportamiento mensual de la humedad para cada una de
las estaciones se presenta en la Figura 7. El comportamiento detallado, con una
frecuencia de monitoreo semanal, se presenta en el Anexo R.
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Figura 7.Variacion mensual del porcentaje de humedad.
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En general, el porcentaje de humedad en las muestras esta entre un 30 y 45%.
Con la finalidad de establecer diferencias en el porcentaje de humedad entre las
estaciones de muestreo y entre los meses, se realizé un analisis de varianza
ANOVA, ver Anexo S. Se determind que, si hay diferencias significativas entre
algunas de las estaciones. Sin embargo, no hay diferencias significativas para
cada estacion entre los meses a lo largo del periodo de monitoreo. Esto dado la
variabilidad que se presenta tanto en las réplicas como entre muestreos. Esta
caracteristica no se ve influenciada por las lluvias. Teniendo en cuenta lo
anteriormente mencionado, el contenido de humedad (% = desviasion estandar)
en el sedimento de cada estacion durante los 24 muestreos se resumio de la
siguiente manera: CAl (32,50 + 6,84%), CA2 (39,08 +8,43%), CR1 (37,59 +
8,19%), CR2 (34,61 + 6,55%).

4.4.3 Materia orgénica

En cuanto a la materia organica en el sedimento, que se refiere a los compuestos
organicos presente en la matriz, se determiné por la pérdida de peso debida a la
calcinacion de las muestra de sedimento en una mufla a 550°C. EIl
comportamiento mensual del contenido de materia organica para cada una de las
estaciones se presenta en la Figura 8. EI comportamiento detallado, con una
frecuencia de monitoreo semanal, se presenta en el Anexo T.

En general, el contenido materia organica en las muestras esta entre un 2,5y 6%
en relacion al peso seco de las muestras. Con la finalidad de establecer
diferencias en el porcentaje de materia organica entre las estaciones de muestreo
y entre los meses, se realizd un andlisis de varianza ANOVA, ver Anexo U. Se
determindé que si hay diferencias significativas entre todas y cada una de las
estaciones. Sin embargo, y al igual que con la humedad, no hay diferencias
significativas para cada estacion entre los meses a lo largo del periodo de
monitoreo, lo cual también se puede deber a la variabilidad que se presenta tanto
en las réplicas como entre muestreos. Esta caracteristica tampoco se ve
influenciada por las lluvias. Considerando lo anteriormente mencionado, el
contenido de materia organica en el sedimento de cada estacion durante los 24
muestreos se resumio de la siguiente manera: CA1 (3,02 + 0,74%), CA2 (5,57 +
1,28%), CR1 (4,37 + 1,53%), CR2 (3,55 %+ 0,87%).
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45 CARACTERISTICAS FiSICAS DEL AGUA

Las caracteristicas fisicas del agua que se monitorearon fueron: pH, turbiedad,
color aparente y conductividad eléctrica. Las pruebas se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad del Cauca. Al momento de
la medicion, por lo general, las muestras estuvieron a una temperatura de
6,0 + 2,0 °C.

Para los parametros pH, turbiedad, color aparente y conductividad eléctrica sus
valores medios se compararon con los valores de referencia estipulados en la
normatividad colombiana. En el decreto 1594 de 1984 no se tienen en cuenta
todos los paramétricos fisicos evaluados para la destinacion del agua para los
diferentes usos. Por lo anterior y dado que el agua de las fuentes de
abastecimiento es empleada para consumo humano los resultados se compararon
con los valores de referencia establecidos en la resolucion 2115 de 2007. Cabe
mencionar que los valores estipulados en la normatividad mencionada hacen
referencia a agua potable, de este modo la comparacion se realiz6 frente a los
valores mas estrictos. Los valores maximos aceptables de las caracteristicas
fisicas del agua potable se resumen en la Tabla 8.
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Tabla 8. Valores maximos aceptables de las caracteristicas fisicas del agua potable. Resoluciéon 2115
de 2007.

Unidad Valor maximo aceptable
pH pH 6,5-9,0
turbiedad UNT 2
Color aparente UPC 15
Conductividad eléctrica uS/cm 1000

451 pH

El pH o potencial de hidrogeno es el parametro mas estable en cuanto a su
comportamiento. En términos generales los valores de pH oscilaron entre 6,6 y
7,8; siendo estos valores cercanos a neutralidad y normales en aguas naturales
(Figura 9). Los valores de pH estuvieron dentro del rango establecido por la
normatividad colombiana para agua de consumo humano.
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Figura 9. Variacion mensual del pH. La franja gris corresponde al rango por la normatividad
colombiana para agua de consumo humano.

45.2 Turbiedad

El porcentaje de meses, durante el periodo de monitoreo, que se ajustaron al valor
maximo permitido para la turbiedad de 2UNT, con una tolerancia del 5%, se
presentd de la siguiente manera: CA1 (29%), CA2 (0%), CR1 (0%) y CR2 (29%).
Tomando como limite SUNT se presenta un aumento del porcentaje de meses que
si cumplen con los estandares: CAl (100%), CA2 (43%), CR1 (71%) y CR2
(100%) (Figura 10). Para fines de este estudio se consideré como valor maximo de
turbiedad 5UNT, criterio sustentado en el trabajo de Guzman et al., 2015.
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4.5.3 Color aparente

El porcentaje de meses, durante el periodo de monitoreo, que se ajustaron al valor
maximo permitido para la color aparente de 15UPC, con una tolerancia del 5%, se
presentdé de la siguiente manera: CA1 (14%), CA2 (29%), CR1 (29%) y CR2
(43%). Tomando como limite 20UPC se presenta un aumento del porcentaje de
meses que si cumplen con los estdndares: CA1 (71%), CA2 (14%), CR1 (29%) y
CR2 (86%) (Figura 11). El valor maximo permisible para agua de consumo es de
15UPC y de 20UPC del agua cruda para desinfeccion (articulo 39 del decreto
1594 de 1984, transitoriamente vigente).

45.4 Conductividad eléctrica

La ultima caracteristica fisica que se evalué fue la conductividad eléctrica, la cual
mide la capacidad de una sustancia para dejar circular corriente eléctrica. Esta
depende de la presencia de iones en solucion y por lo tanto proporciona una
indicacién util de los soélidos disueltos totales, o sales, presentes en un agua
(Ratnayaka et al., 2009). Durante el periodo de monitoreo se mantuvo con un
comportamiento muy regular en términos de variacion en el tiempo. Los valores
mensuales para todas las estaciones estuvieron, por mucho, por debajo del valor
maximo de referencia que es de 1000uS/cm (Figura 12).

14_,00—
—CA1
CR1
1>.00— CR=
10.00—
—_
| S
p—t
— S.00—
=
—
=
o
r— 6,00
=
|

s iy ) 1 e '
4,00 - 3 | n N 3
— — =3 4 il : =
>.00— / L v i — -

,00—

T T T LI T — =K
enero febrerzo mar=o abiil mayo Jurio Julio

Mes

Figura 10. Variacién mensual de la turbiedad.
La franja de color gris claro representa el valor maximo permitido por la norma colombiana (2UNT). La franja
de color gris oscuro representa valor maximo permitido considerado en este estudio (5UNT).
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Figura 11. Variacion mensual del color aparente.
La franja de color gris claro representa el valor maximo permitido por la norma colombiana (15UPC). La franja
de color gris oscuro representa valor maximo permitido considerado en este estudio (20 UPC).
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46 ENUMERACION BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACION
FECAL (BICF)

Empleado el método de filtracion por membrana y dos medios selectivos se realizo
la cuantificacién de coliformes totales, E. coliy C. perfringens en las muestras de
agua y sedimento (Figura 13).

—— =

Figura 13.Placas de cultivos microbiolégicos.
Placas de cultivos microbioldgicos. (A) Colonias de E. coli (violaceas), coliformes (rojizas), en conjunto son
coliformes totales; medio de cultico agar Chromocult, membrana de 0,45um, incubacién a 37°C por 24h. (B)
Colonias de C. perfringens (negras) medio de cultico agar SPS, membrana de 0,22um, incubaciéon en
anaerobiosis a 37°C por 24h.

4.6.1 Sedimento

Un tratamiento previo de “lavado” permitié la liberacion de las bacterias, adheridas
a las particulas de sedimento, a una fase liquida. Posteriormente, las pruebas
microbioldgicas se realizaron del mismo modo para agua como para sedimento. El
comportamiento de los parametros microbiolégicos en el sedimento a lo largo del
periodo de estudio semana a semana se pueden ver detalladamente en el Anexo
V.

4.6.1.1 Variacion temporal de la concentracion de BICF

La variacion de la concentracion de coliformes totales, E. coli y C. perfringens
para cada una de las estaciones de muestreo en una serie de tiempo mensual se
presentan en las Figuras 14, 15 y 16, respectivamente. Cabe mencionar
inexistencia de reglamentacion frente a la cantidad de bacterias en el sedimento,
por lo cual no hubo valores de referencia para comparar.
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En primer lugar en la Figura 14, en general, las concentraciones de para
coliformes totales en las cuatro estaciones y durante el periodo de estudio
estuvieron, en un 90%, en un rango de 6,00 a 7,25 Log1oUFC/Ps. En segundo
lugar, se observa en Figura 15, en general, las concentraciones de para E. coli en
las cuatro estaciones y durante el periodo de estudio estuvieron, en un 85%, en un
rango de 4,5 a 6,0 Log;oUFC/Ps. Por ultimo, en Figura 16, en general, las
concentraciones de para C. perfringens en las cuatro estaciones y durante el
periodo de estudio estuvieron, en un 80%, en un rango de 5,5 a 6,5 LogoUFC/Ps.
Mediante un andlisis de varianza ANOVA se establecio que no se presentan
diferencias estadisticamente significativas durante los diferentes meses, y
tampoco entre estaciones, salvo para coliformes totales.
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Figura 14. Variaciéon mensual de la concentracion de coliformes totales en las muestras de agua.

39



T
juali

I SERET=]

mayo

abail

T
ITAr=o
hies

T

febreio

T
[=RRT=E R

(s45/24n01807) M02°q

Figura 15. Variacion mensual de la concentracion de E. coli en las muestras de agua.
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Figura 16. Variacion mensual de la concentracion de C. perfringens en las muestras de agua.
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4.6.1.2 Variacion de la concentracion de BICF, segun periodo de lluvias

En la Figura 17 se muestra la concentracion de las BICF en las cuatro estaciones
de muestreo para periodo seco y de lluvias. De forma descriptiva y en general la
concentracion de coliformes totales fue ligeramente mayor en periodo seco; en
cuanto E. coli mostro una concentracion ligeramente mayor en periodo de lluvias.
Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas en las concentraciones
de coliformes totales, E. coli y C perfringens en funcion de las lluvias. Solo para
coliformes totales se presentaron diferencias significativas entre las estaciones.
Los niveles mas altos se presentaron en CR1 Y CR2 seguidos de CA2 y
finalmente CAL.
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Figura 17. Concentracién de las BICF en las muestras de agua para periodo seco y de lluvias.
Caja: media + error estandar, bigote: media + desviacion estandar. La caja negra corresponde al periodo de
lluvias, la blanca al periodo seco.

4.6.1.3 Relacion entre las caracteristicas fisicoquimicas del sedimento y
concentracion de BICF, segun periodo de lluvias

Se empleod el coeficiente de correlacion de Spearman para establecer la relacion
entre la las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del sedimento. Las
variables a relacionar fueron: humedad, materia organica, coliformes totales, E.
coliy C. perfringens. Los resultados de las correlaciones se presentan en la Tabla
9. Se observé que de las 10 relaciones establecidas 9 fueron correlaciones
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positivas, 7 a un nivel de significancia p < 0,01. Hay una dependencia entre la
humedad y la materia organica, en al menos un 65%. La concentracion de
coliformes totales, E. coli y C perfringens se correlacionan con la humedad en un
13, 17 y 18%, respectivamente. El contenido de materia organica se correlaciono
con los coliformes totales y E. coli en un 14 y 20%, respectivamente. Por ultimo,
se presentd correlacion entre todas las BIFC. Los coliformes totales se
correlacionaron con E. coli y C perfringens con un 63 y 43%, respectivamente y
E. coli con C. perfringens con un 31%.

Tabla 9. Correlacion entre humedad, materia organica, coliformes totales, E. coliy C. perfringens.

Humedad Materia Coliformes E. coli C. perfringens
organica totales
Humedad 1,000
Materia organica 0,654 1,000
Coliformes totales 0,134* 0,142* 1,000
E. coli 0,170 0,196 0,626 1,000
C. perfringens 0,181 0,086 0,434 0,311 1,000

Nota: Coeficientes de correlacién de Spearman significativo al nivel p<0,01. N= 288. Los resultados

significativos estan en negrilla y cursiva.
* p<0,05.

4.6.2 Agua
46.2.1 Nivel de contaminacion fecal

Para determinar cual era el grado contaminacion se tomé como referencia: el
Decreto 1594/84, transitoriamente vigente para los aspectos relacionados con las
caracteristicas microbiolégicas del agua. El reglamento técnico del sector de agua
potable y saneamiento basico Ras -2000, titulo B, los valores guia de los paises
europeos empleado en el trabajo de Alcamo et al. (2015) y los valores sugeridos
por Wiedenmann et al. (2006). En la Tabla 10 se resumen los valores de
referencia para establecer el nivel de contaminacién. También, el uso potencial del
agua de acuerdo con la concentracidén de los tres indicadores de microbiol6gicos
empleados en este estudio. Es pertinente establecer lo siguiente: E. coli por
definicién hace parte del grupo de coliformes fecales y constituye la mayor parte
de este grupo, en este sentido los coliformes fecales y E. coli son analogos (Neill,
2004). Por lo tanto, a efectos practicos, los criterios e indices que se describe a
continuacion para coliformes fecales también se aplican para E. coli.

Tabla 10. Niveles de contaminacion fecal.

Descripcién Coliformes totales *  Coliformes fecales” . perfringens °©
Consumo humano. 0 0 0
Recreacional. Contacto primario. 500 200 10
Riego 5000 000 0 -
Recreacional. Contacto secundario. 5000 2000 e
Excede todos los limites. >5000 >2000 e

% Decreto 1594 de1984. Transitoriamente vigente. Complicado en el decreto 1076 de 2015.
P Alcamo et al. (2015).

¢ Wiedenmann et al. (2006)

[Unidades: UFC/ 100 ml]
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En la Figura 18 se muestra para cada estacion de muestreo e indicador
microbioldgico, la frecuencia de muestras en cada nivel de contaminacion descrito
en la Tabla 11. De manera acorde, las fuentes superficiales no cuentan con las
caracteristicas microbiolégicas para ser de consumo humano. En términos
generales las fuentes se ubican en nivel 2 y 3 definidos para uso recreacional y de
riego respectivamente. Las concentraciones mas bajas las presenta la quebrada
Silencio identificada con el codigo CR2, lo que implica la idoneidad para el
contacto primario, mas del 90% de las muestras se encontraron en este nivel para
el indicador E. coli. Las quebradas Cristalares (CR1) y Salinas (CAl) presentan
concentraciones medio-bajas. La quebrada presidente (CA2) presenta valores de
nivel medio.

100%

Coliformes totales . E. coli I C. perfringens.
90%
80%
70%
60%
S50% — —— —1 — P
0% -0 —B —8 —8 - — —a —
30% |-
20% +
10%
0% T T = il T T T

cal Caz2 CR1 CR2 cal Caz2 CR1 CR2 Cal CA2 CR1 CR2

Representa valores estandar para uso recreacional de contacto primario como la natacién.
Representa agua utilizable para riego.

L-] Representa calidad para realizar actividades de contacto secundario, donde hay pocas posibilidades de ingestion del agua.

Figura 18. Niveles de contaminacion fecal.
Nota: nimero de muestras por estacion: 72.

4.6.2.2 Variacion temporal de la concentracion de las BICF

La variacion de la concentracién de coliformes totales, E. coli y C. perfringens
para cada una de las estaciones de muestreo en una serie de tiempo mensual se
presentan en las Figuras 19, 20 y 21, respectivamente. EI comportamiento de los
parametros microbiolégicos en el sedimento a lo largo del periodo de estudio
semana a semana se pueden ver detalladamente en el Anexo W. Ademas, y dado
que ninguna de las estaciones de muestreo presento valores para consumo
humano las concentraciones de los indicadores se compararon con los niveles
para uso recreacional de contacto primario.

Un primer aspecto a considerar de la Figura 19 es que en general se observa una
tendencia de aumento de la concentracién de coliformes totales con el paso de los
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meses, esto podria ser explicable ya que con la disminucién del caudal se
presenta un menor factor de dilucion. En este sentido, y empleado el coeficiente
de Spearman se determind que hay una correlacibn negativa entre la
concentracion de coliformes totales y el caudal. La Unica correlacién
estadisticamente significativa se presentd en la estacion CAl (r, = —0,498;p =
0,01;n = 72). En segunda estancia, y de acuerdo con la Figura 19, el porcentaje
de meses, durante el periodo de monitoreo, que se ajustaron al valor maximo
permitido para coliformes totales, con una tolerancia del 5%, para las estaciones
de muestreo se presentd de la siguiente manera: CA1l (86%), CA2 (29%), CR1
(29%) y CR2 (100%).

Para el caso de E. coli en la Figura 20 se observa para las estaciones CA1y CA2
una tendencia de aumento en la concentracion con el trascurso de los meses, lo
cual coincide con la disminucion del caudal, del mismo modo ocurri6 con los
coliformes totales como ya se menciond. Una correlaciéon negativa se presento
entre la concentracién de E. coliy el caudal para CA1 (r; = —0,321;p =0,01;n =
72) y para CAl (r, = —0,303;p = 0,01;n = 72). Por otro lado, el porcentaje de
meses, durante el periodo de monitoreo, que se ajustaron al valor maximo
permitido para E. coli, con una tolerancia del 5%, para las estaciones de muestreo
se presento de la siguiente manera: CAl (86%), CA2 (57%), CR1 (100%) y CR2
(100%).

El dltimo indicador evaluado fue C. perfringens y como se observa en la Figura 21
este microorganismo tiene un comportamiento diferente al de los dos anteriores,
puesto que se observa una tendencia de disminucién en la concentracién con el
trascurso de los meses, para este caso no se podria en aplicar la disminucién del
caudal en el mismo sentido previamente mencionado. De hecho, se presenta una
correlacion positiva entre C. perfringens y el caudal. Para tres de las estaciones se
presentaron correlaciones positivas estadisticamente significativas, CAl (r; =
0,680;p = 0,01;n = 72), CR1 (r; = 0,574;p = 0,01;n = 72), CR2 (1, = 0,380;p =
0,01;n = 72); en otras palabras, al aumentar el caudal aumenta la concentracion
de C. perfringens. Por otra parte, el porcentaje de meses, durante el periodo de
monitoreo, que se ajustaron al valor maximo permitido para C. perfringens, con
una tolerancia del 5%, para las estaciones de muestreo se presentd de la
siguiente manera: CAl (71%), CA2 (71%), CR1 (57%) y CR2 (86%).
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Figura 19. Variacion mensual de la concentracion de coliformes totales en las muestras de agua. La
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Figura 21. Variacion mensual de la concentracién de C. perfringens en las muestras de agua. La franja
de color gris representa los valores para agua de uso recreacional de Contacto primario.

4.6.2.3 Variacion de la concentracién de las BICF, segun periodo de
lluvias

En la Figura 22 se muestra la concentracién de las BICF en las cuatro estaciones
de muestreo para periodo seco y de lluvias. En cuanto a la abundancia de las
bacterias se cumple que: coliformes totales > E. coli > C. perfringens. La relaciéon
entre coliformes totales y E coli es clara, dado que el segundo esta contenido en el
primero. En relacién a las lluvias, si se presentaron diferencias significativas en las
concentraciones de coliformes totales, E. coli y C perfringens. En general los
coliformes totales y E. coli presentaron mayor concentracion durante los periodos
secos, caso contrario ocurrié con C. perfringens.
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Figura 22. Concentracion de las BICF en las muestras de agua para periodo seco y de lluvias.

Caja: media * error estandar, bigote: media + desviacion estandar. La caja negra corresponde al periodo de
lluvias, la blanca al periodo seco. Linea punteada, niveles permisibles para uso recreacional de contacto
primario.

4.6.2.4 Relacion entre las caracteristicas fisicas del agua y la
concentracion de BICF, segun periodo de lluvias

Se empleod el coeficiente de correlacidbn de Spearman para establecer la relacion
entre la las caracteristicas fisicas y microbiologicas del agua. Las variables a
relacionar fueron: turbiedad, color aparente, coliformes totales, E. coli y C.
perfringens. Los resultados de las correlaciones en periodo seco se presentan en
la Tabla 12 y para periodo de lluvias en la Tabla 13.

Tabla 11. Matriz de Correlacién entre turbiedad, color aparente, coliformes totales, E. coli y C.
perfringens, para época seca.

Turbiedad Color Coliformes E. coli C.
aparente totales perfringens
Turbiedad 1,000
Color aparente 0,600 1,000
Coliformes totales 0,220 0,116 1,000
E. coli 0,347 0,478 0,106 1,000
C. perfringens 0,513 0,272 0,058 0,023 1,000

Nota: Coeficientes de correlacion de Spearman significativo al nivel p<0,01. N= 156. Los resultados
significativos estan en negrilla y cursiva.

47



Tabla 12. Matriz de correlacion entre turbiedad, color aparente, coliformes totales, E. coli y C.
perfringens, para época de lluvias.

Turbiedad Color Coliformes E. coli C.
aparente totales perfringens
Turbiedad 1,000
Color aparente 0,658 1,000
Coliformes totales 0,400 0,166 1,000
E. coli 0,469 0,174* 0,744 1,000
C. perfringens 0,239* 0,313 0,055 0,096 1,000

Nota: Coeficientes de correlacién de Spearman significativo al nivel p<0,01. N= 132. Los resultados significa

estan en negrilla y cursiva
* p<0,05.

Un primer aspecto a resaltar es la correlacion positiva, estadisticamente
significativa, que existe entre la turbiedad y todas las otras variables, tanto para
periodo seco como de lluvias. Hay una dependencia entre la turbiedad y el color
aparente, en al menos en un 60%. Esto es explicable dado que para la medicién
del color aparente la muestra de agua no se filtra, de este modo las particulas en
suspension (turbiedad) tienen influencia en la lectura de color. La concentracion de
coliformes totales, E. coliy C perfringens se correlacionan con la turbiedad en un
22, 34 y 51%, respectivamente, en periodo seco. Para periodo de lluvias la
correlacion entre la turbiedad, coliformes totales y E. coli, aumento, para C.
perfringens, disminuyo, siendo respectivamente del 40, 47 y 24%. En segunda
instancia la correlacion entre el color aparente, E. coliy C. perfringens en periodo
seco fue de un 48 y 27% y para periodo de lluvias 17 y 31%, respectivamente.
Para terminar, no se presentd correlacion entre las BIFC, salvo para coliformes
totales y E. coli en periodo de lluvias, con un 74%.

4.6.2.5 Relacion entre las BICF de agua y sedimento, segun periodo de
lluvias

Se empled el coeficiente de correlacion de Spearman para establecer la relacion
entre la concentraciéon de coliformes totales, E. coli y C. perfringens en el
sedimento y la columna de agua subyacente. Los resultados de las correlaciones
en periodo seco se presentan en la Tabla 13 y para periodo de lluvias en la Tabla
14.

Tabla 13. Matriz de correlacidn entre coliformes totales, E. coli y C. perfringens de agua y sedimento,
para periodo seco.

Coliformes totales E. coli C. perfringens
(A
A) A)
Coliformes totales (S) 0,348 -0,504 0,128
E. coli (S) 0,234 -0,254 0,241
C. perfringens (S) 0,087 -0,361 0,213

Nota: Coeficientes de correlacion de Spearman significativo al nivel p<0,01. N= 156. Los resultados
significativos estan en negrilla y cursiva.
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Tabla 14. Matriz de correlacidn entre coliformes totales, E. coli y C. perfringens de agua y sedimento,
para época de lluvias.

Coliformes totales E. coli C. perfringens
A ) )
Coliformes totales (S) 0,259 -0,059 0,001
E. coli (S) 0,264 0,069* 0,094
C. perfringens (S) 0,227 -0,113 -0,022

Coeficientes de correlacion de Spearman significativo al nivel p<0,01. N= 132. Los resultados significativos en
negrilla y cursiva.

Como se ve en la Tabla 14, de las 9 relaciones establecidas entre la concentracion
de bacterias en el sedimento y la columna de agua por encima durante el periodo
seco 7 son correlaciones significativas al nivel p<0,01. En particular, y para
periodo seco llama la atencién la correlacion negativa que existe entre E. coli en
agua frente a coliformes totales, E. coli y C. perfringens en sedimento, siendo
respectivamente del -50, -25 y -36%. En otras palabras, se puede decir que en
ausencia de lluvias, el aumento de E. coli genero una disminucion de las BICF en
el sedimento. Sin embargo, lo anterior no se aplica para coliformes totales y C.
perfringens en agua. Correlacion positiva se presenta entre coliformes totales en
agua con coliformes totales y E. coli en sedimento con un 35 y 23%,
respectivamente. Del mismos modo C. perfringens en agua se correlaciono con E.
coli y C. perfringens en sedimento con un 24 y 21% respectivamente. Para el
periodo de lluvias una correlacién positiva existe entre coliformes totales en agua
frente a coliformes totales, E. coli y C. perfringens en sedimento, siendo
respectivamente del 26, 26 y 23%.
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4.7 DETECCION DE ADN DE H. PYLORI

La deteccion de H. pylori en las muestras de agua se llevé a cabo mediante el
método multiplex PCR, estandarizado con anterioridad en el Laboratorio de
Genética Humana, Universidad del Cauca. EI método inicio con la concentracion
de las muestras de agua por centrifugacion, seguido por un protocolo de
extraccion de acidos nucleicos convencional. La amplificacion de los genes CagA
y VacA se realiz6 en una sola reaccion y de manera simultanea para la detecciéon
de H pylori. A la reaccién de PCR se le incorpor6 un control interno para detectar
posibles inhibiciones con el objetivo de descartar falso negativos. ADN de cepas
de referencia se empleé como controles positivos.

De un total de 288 muestras analizadas, 92 (32,9%) fueron positivas para H.
pylori. En todas las estaciones de muestreo H. pylori fue detectado. La positividad
se distribuyd de la siguiente manera: 24 (26,1%) para CA1, 21 (23,3%) para CA2y
CR1 y 26 (28,3%) para CR2. Algunos productos de PCR de H. pylori aislados a
partir de muestras de agua se muestran en la Figura 23.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

bp
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa.

Tefiido con EZ-VISION® THREE, de los productos de PCR de ADN de H. pylori aislados a partir de muestras
de agua. El carril 1, marcador de peso molecular HyperLadder™ 50bp; carril 2 y 18 control positivo (NCTC
11638); carril 3 y 19 control positivo (NCTC 3062), CA1,; carril 4-6, CA2; carril 7-9, CR1; carril 11-13, CR2 carril
14,16 y carril 10 y 17 controles negativos. Los carriles 4-7, 11, 13-15 son positivos para H. pylori.

4.7.1 Frecuencia de H. pylori, segun estaciones de muestreo y periodo de
lluvias

En la Tabla 15 se muestran la frecuencia de positividad de H. pylori para cada
estacién de muestreo y para periodo seco y de lluvias. En general, se observa un
aumento en el porcentaje de casos positivos durante el periodo de lluvias,
pasando del 24,4 al 40,9%.
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Tabla 15. Positividad de H. pylori segln la estacion de muestreo en periodo seco y de lluvias.

Periodo seco Periodo de lluvias

H. pylori H. pylori

negativo positivo negativo positivo

n (%) n (%) n (%) n (%) Total
CAl 28 (71,8%) 11 (28,2%) 20 (60,6%) 13 (39,4%) 72 (100%)
CA2 29 (74,4%) 10 (25,6%) 22 (66,7%) 11 (33,3%) 72 (100%)
CR1 31 (79,5%) 8 (20,5%) 20 (60,6%) 13 (39,4%) 72 (100%)
CR2 30 (76,9%) 9 (23,1%) 16 (48,5%) 17 (51,5%) 72 (100%)
Total 118 (75,6%) 38 (24,4%) 78 (59,1%) 54 (40,9%) 288 (100%)

4.7.2 Frecuencia de H. pylori, segun las caracteristicas fisicas del agua
(turbiedad y color aparente)

En la Tabla 16 se presentan los valores de turbiedad y color aparente en el agua
en funcion de la positividad de H. pylori. En general se observan valores mas altos
de turbiedad en las muestras positivas para H. pylori. Sin embrago, mediante una
prueba de varianza ANOVA se estableci6 que esa diferencia no es
estadisticamente significativa, ver Anexo X.

Tabla 16. Variacion en la turbiedad y el color aparente de acuerdo a la positividad de H. pylori.

H. pylori

Negativo positivo

Turbiedad Color aparente Turbiedad Color aparente

(UNT) (UPC) (UNT) (UPC)

media + DS media + DS media + DS media + DS
CAl 3,02 +1,45 19,96 £ 11,33 3,18 +1,81 20,83 £ 11,37
CA2 5,46 + 2,55 33,96 + 14,09 6,36 + 4,85 40,67 £ 26,25
CR1 4,36 +2,78 24,22 + 20,17 4,61 + 3,05 27,10 £ 22,82
CR2 2,73+1,51 14,50 + 14,79 2,24 + 0,81 10,50 + 7,90

4.7.3 Frecuencia de H. pylori, segun concentracién de BICF

En la Tabla 17 se presentan las concentraciones de coliformes totales, E. coliy C.
perfringens en el agua en funcién de la positividad de H. pylori. En general se
observaron pequefias diferencias en cuanto a la concentracion de las BICF en
relacion a la presencia de H. pylori. Sin embargo, esas diferencias no son
estadisticamente significativas.

Tabla 17.Variacién en la concentracién de coliformes totales, E. coli y C. perfringens de acuerdo a la
positividad de H. pylori.

H. pylori

negativo positivo

coliformes E.coli C. perfringens coliformes E.coli C. perfringens

totales totales

media + DS media + DS media + DS media + DS media £ DS media + DS
CAl 252+0,34 2,04 £ 0,55 0,87 + 0,37 2,55+ 0,36 2,07 +£0,51 0,83 + 0,39
CA2 2,73+0,25 2,42 +0,30 0,94 +0,25 2,71+0,31 2,38+0,38 0,97 £ 0,35
CR1 2,80%0,22 1,91+0,44 0,92 +0,33 2,75 +0,22 1,97 £0,51 1,03+0,26
CR2  2,63+0,27 1,52 + 0,57 0,84 + 0,35 2,56 + 0,29 1,45+ 0,63 0,81 + 0,20

[Unidad: log,q UFC /100mL ]
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5. DISCUSION

El estudio de las caracteristicas de las microcuencas en el marco de la vigilancia
sanitaria, permiti6 avanzar en la identificacion de las principales fuentes de
contaminacion que afectan la calidad del agua abastecida por el acueducto El
Saladito, Timbio, Cauca. Esta informacion es valiosa para la busqueda de
soluciones que permitan mejorar la calidad microbiologica de las fuentes
abastecimiento.

5.1 CONTAMINACION DE LOS CUERPOS DE AGUA

Los resultados de inspeccidn sanitaria en las microcuencas, mostraron que las
areas con presencia de ganado y accesos a las quebradas son una fuente
primaria de contaminacién (Garcia-Armisen y Servais, 2007). La llegada de la
contaminacion a los cuerpos de agua esta relacionada con procesos erosivos,
escorrentia superficial y drenajes de vias (Rochelle-Newall et al., 2015). Los
eventos de lluvias fuertes, la deforestacion y las practicas forestales comerciales
intensifican la llegada de microrganismos y sélidos (Khan et al., 2015)

El uso del suelo en las cuencas hidricas es un factor importante relacionado con la
calidad del agua (Delpla y Rodriguez, 2014). De acuerdo con las caracteristicas de
las microcuencas se puede observar que éstas presentan un uso del suelo
principalmente forestal dividido entre plantaciones forestales con fines comerciales
y bosque natural; en segundo lugar, se presentan areas dispuestas para el
pastoreo de ganado. La escorrentia superficial es el principal vehiculo para el
ingreso de contaminantes a las fuentes de agua en este tipo de areas (Meneses et
al., 2015; Schreiber et al., 2015). La evidencia recolectada en campo muestra que
las microcuencas son especialmente vulnerables a la escorrentia pluvial. En las
zonas con presencia de ganado la escorrentia puede arrastrar microorganismos
fecales y patégenos hacia las corrientes de agua (Diaz et al., 2010), en la zonas
de erosion puede aumentar los procesos erosivos y por lo tanto la cantidad de
particulas que entran al cauce (Sliva et al., 2001) del mismo modo puede ocurrir
en superficies tales como las vias (Montgomery, 2007). De acuerdo con Curriero
et al. (2001) los eventos de lluvias fuertes seguidos de escorrentia contribuyen
significativamente al riesgo de brotes de enfermedades transmitidas por el agua.

5.2 CALIDAD FISICA Y MICROBIOLOGICA DE LOS CUERPOS DE AGUA

De los resultados de las caracteristicas fisicas del agua el pH tuvo un
comportamiento estable en el tiempo. ElI pH aunque podria decirse que no tiene
efectos directos sobre la salud, si puede influir en los procesos de tratamiento del
agua, como la coagulacion y la desinfeccion (OMS, 2008). La turbiedad y color
demostraron ser las caracteristicas fisicas de mayor relevancia para el analisis de
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la calidad del agua (Delpla y Rodriguez, 2014). La mayoria de los resultados no se
mantuvieron dentro de los valores maximos permitidos considerados en la norma.
Ademas, se evidencié un amplio rango de dispersion, asi como variabilidad en los
datos y altos valores, especialmente durante el periodo de lluvias. Esta variabilidad
de los valores de turbiedad y de color, podria tener relacion con la eficacia de la
desinfeccidn, aspecto que debe considerarse ante la posibilidad de tratamiento
(Montoya et al., 2011).

En cuanto a la turbiedad es originada por las particulas en suspension o coloides
(arcillas, limo); es decir, aquellas que por su tamafo, se encuentran suspendidas y
reducen la transparencia del agua en menor o mayor grado. La turbiedad también
ha sido asociada con el riesgo microbiolégico potencial en el agua para consumo
humano. Se ha demostrado que en el proceso de eliminacién de los organismos
patégenos, por la accién de agentes quimicos como el cloro, las particulas
causantes de la turbiedad reducen la eficiencia del proceso y protegen fisicamente
a los microorganismos del contacto directo con el desinfectante. Por esta razon,
este parametro debe mantenerse en valores minimos para garantizar la eficacia
del proceso de desinfeccion (Dearmont et al., 1998).En lo referente a la turbiedad
considerar un valor menos estricto hizo que el porcentaje de muestras aptas para
consumo aumentaran; sin embargo lo referente a la turbiedad, entre mas bajo sea
su valor, menor serd el riesgo para la salud (OMS, 2011).

En relacion al color aparente, este se define como a aquel que presenta el agua
cruda o natural, debido no solo a sustancias en solucién, sino también a materia
en suspension. Esta caracteristica del agua puede estar ligada a la turbiedad o
presentarse independientemente de ella. El color natural del agua se atribuye
comunmente a la presencia de taninos, lignina, acidos humicos, acidos grasos,
acidos fulvicos, etcétera. El color es un factor critico en el agua natural en el
momento de ser purificada producir agua de buena calidad para usos domésticos
e industriales (Chow et al., 2007). Debido a que el color del agua se origina, en
muchos casos, por la presencia de compuestos de naturaleza organica, se
recomienda que la desinfeccion se realice luego de que este haya sido removido,
para evitar que la aplicacién de cloro como desinfectante pueda dar origen a la
formacion de trihalometanos, compuestos que tienen efecto cancerigeno
(Richardson et al., 2007). De acuerdo con el articulo 39 del decreto 1594 de 1984,
transitoriamente vigente, el valor maximo de color en el agua para aplicar
desinfeccion es de 20UPC. Lo referente al color aparente , incluso con un valor
menos estricto, no se lograron valores adecuados para consumo, en especial para
las estaciones CA2 y CR1 donde solo el 14 y 29% de los meses presentaron
valores dentro del nivel de 20UPC; respectivamente.

Considerando los resultados obtenidos para estos dos parametros, la calidad de
las fuentes de agua fue de un nivel regular, para la cual el proceso de tratamiento
recomendado seria una filtracién lenta en mdultiples etapas o filtracién directa
(Ministerio de Desarrollo Econdmico, 2000; Ops and Cepis, 2005). Sin embargo,
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los picos de alta turbiedad, definidos como todo incremento de turbiedad en el
agua que conlleva a la suspensiéon del servicio (Montoya et al., 2011) y que
influyen altamente en la operacion de los sistema de potabilizacion (Dearmont et
al., 1998; Montoya et al., 2011) deben ser evaluados dadas las condiciones de las
microcuencas, mencionadas anteriormente, relacionadas con los eventos de
lluvias fuertes, el aumento subito de caudal y arrastre de particulas. Cabe
mencionar que junto con los picos de turbiedad se presentan generalmente picos
de microorganismos fecales (Kistemann et al., 2002), estos dos parametros se ven
fuertemente influenciados por las condiciones climaticas (Delpla y Rodriguez,
2014).

Los resultados del monitoreo a las fuentes de abastecimiento durante 24 semanas
supone sustentabilidad del agua para uso recreacional de contacto primario. Las
mejores caracteristicas en términos de calidad las presento la estacion CR2 y las
mas deficientes CA2. Las lluvias tuvieron una influencia importante en el caudal
que transportan las quebradas, que a su vez tuvieron una influencia en el
comportamiento de las BICF. Del mismo modo la turbiedad y el color presentaron
una correlacion con la concentracion de las BICF.

Los resultados para coliformes totales y E. coli mostraron concentraciones mas
altas durante el periodo seco al contrario de lo que se pudo pensar que sucederia,
se puede suponer que los niveles caudal mas altos en época de lluvias estaria
relacionados con esto, dado el poder de dilucion del agua. Durante el periodo de
lluvias se observé una correlacion significativa entre estos dos indicadores. Para
periodo seco no ocurrié lo mismo, dado que la concentracion de coliformes totales
tuvo un incremento mas pronunciado con el paso del tiempo y la disminucion del
caudal. Es importante recordar que la presencia no es una indicacion directa de
contaminacion por agentes patdégenos. Por otro lado, la presencia de E. coli en las
muestras de agua es indicativa de contaminacion fecal, lo que expone a la
poblacién consumidora a un peligro por la presencia de agentes patdgenos (OMS,
2011).

Para C. perfringens los resultados mostraron concentraciones mas altas durante
los periodos de lluvias. En general concentracion de C. perfringens se observé que
fueron menores en al menos una unidad logaritmica a los de E. coli lo que
coincide con el con lo reportado por Byamukama et al. (2005). En las heces
humanas las concentraciones de E. coli son de al menos 2 6rdenes de magnitud
mayores que las de C. perfringens (Bisson et al., 1980). Si bien el monitoreo de C.
perfringens no es un parametro que este contemplado en la normatividad
colombiana, su presencia indica el riesgo de la presencia de de quistes de Giardia
y ooquistes de Cryptosporidim en el agua de consumo, los cuales se consideran
patdgenos transmitidos por el agua. El andlisis de estos protozoos es complejo y
costoso, por lo que algunos autores sugieren el uso de esporas de C. perfringens
como un indicador conservador para la presencia y el destino de Giardia y
ooquistes de Cryptosporidium en los sistemas acuaticos debido a su
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supervivencia, tamafio y la asociacion con particulas (Bisson et al., 1980; Payment
y Franco, 1993). Un estudio epidemiol6gico en sistemas de agua dulce demostro
efectos adversos para la salud cuando el nivel promedio de C. perfringens estuvo
por encima de 10 UFC/100mL, sefialo entonces, que los bajos niveles de este
indicador puede estar asociada con un riesgo para la salud humana. El vinculo
entre los niveles de C. perfringens y los resultados negativos en la salud humanas
apoya el uso de este organismo como un sustituto de patégenos humanos,
especificamente, protozoos y virus entéricos (Wiedenmann et al., 2006). En este
sentido, las esporas de C. perfringens se pueden usar para medir la eficacia de la
eliminacion de protozoarios y virus por procesos de filtracion (OMS, 2011).

5.3 EL SEDIMENTO MATRIZ DE INTERES PARA LA SALUD PUBLICA

Hay que mencionar que los resultados de este estudio indican que las
concentraciones de BICF son significativamente mas altas en los sedimentos que
en la columna de agua, lo cual es consistente con estudios previos alrededor del
mundo: Sudafrica (Abia et al.,, 2015), Nueva Zelanda (Devane et al., 2014);
Republica Democréatica del Congo (Tshibanda et al., 2014), Estados Unidos
(Brinkmeyer et al., 2015), Bélgica (Ouattara et al., 2011); Suiza (Thevenon et al.,
2012) y Canada (Droppo et al., 2011). Este estudio aporta evidencia que respalda
la consideracion del sedimento como reservorio de BICF y en consecuencia de
patégenos.

Los resultados sugieren que la presencia de BICF en el sedimento esta
relacionada con el contenido de materia organica y el contenido de agua en el
espacio intersticial, generado por el tamafio de particulas. El sedimento pueden
representar un ambiente propicio para la supervivencia bacteriana por periodos
mas prolongados que en el agua (Pote et al., 2009) debido a la disponibilidad de
nutrientes y materia organica soluble (Jamieson et al., 2005) asi como la
proteccion ante depredadores, como los protozoos, (Kunkel et al., 2013) y a la
exposicién a los rayos de luz UV (Liang et al., 2013). Howell et al. (1996) indican
gue la supervivencia de BICF esta influenciada por el tamafio de las particulas del
sedimento.

La distribucion de tamafio de particulas, contenido de materia organica y la
humedad a menudo se han sido mencionadas como factores que afectan la
supervivencia de las bacterias en los sedimentos. Burton et al. (1987) encontraron
que la supervivencia de E. coli era mayor en sedimento con un contenido de al
menos 25% de arcillas (< 2um), presumiblemente debido a una mayor adhesién a
las particulas de sedimento mas fino. Otros estudios han mostrados que la E. coli
sobrevive mejor en sedimento con predominio de particulas grandes con tamafos
de 125 a 500mm; talvez porque las particulas grandes de sedimento facilita el
incremento de porosidad, permeabilidad y disponibilidad de nutrientes (Cinotto,
2005). De modo similar, se ha observado diferentes efectos del contenido materia
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organica en la supervivencia de la E. coli. (Banning, 2003) sugirid que el
incremento de la disponibilidad de nutrientes podria tener un pequefio efecto en la
permanencia de la E. coli debido a la competencia por los nutrientes con otros
microrganismos. Por otro lado Lee et al. (2006) monitoreo el crecimiento E. coli en
un ambiente en ausencia de materia organica, los niveles de E. coli medidos en
estos estuvieron por debajo del limite de deteccion. Garzio-Hadzick et al. (2010)
sugiere que la concentracion de E. coli no tiende a variar sustancialmente en
suelos con bajo contenido de materia organica y baja proporciéon de particulas
finas. Una correlacion significativa entre la humedad y E. coli fue reportada por
(Byappanahalli et al., 2003).

El sedimento como reservorio de BICF y patdgenos puede afectar la calidad
microbioldgica del agua a través de resuspension de los sedimentos y la liberacion
de estos microrganismos desde la cama de sedimentos a la columna de agua. La
resuspension del sedimento puede darse como resultado actividades humanas y/o
una serie de procesos naturales como el viento, lluvias y la bioturbacién (Wang et
al.,, 2015). En particular, los eventos de Illuvias fuertes pueden generar
resuspension (Cho et al., 2010b; Fries et al., 2008; Shelton et al., 2014) y se
correlacionan con brotes de enfermedades transmitidas por el agua debidas al
consumo de agua contaminada (Curriero et al., 2001).

Actualmente no se cuenta con parametros de referencia en la normatividad
colombiana ni internacional para evaluar la calidad microbiol6gica del sedimento,
el seguimiento de sustancias quimicas de interés y metales pesados son los que
estan reglamentados para esta matriz, dado que juegan un papel muy importante
en la acumulacién de estos contaminantes. Sin embargo, la evaluacién de BICF
en los sedimentos puede representar un indice mas estable de la calidad del agua
en términos generales o de largo plazo que en el agua (Pachepsky y Shelton,
2011). Ademas, el vinculo que existe entre los sedimentos y el transporte de
patdgenos argumenta la necesidad de hacer una gestion sobre estos (Falbo et al.,
2013). La no inclusién de evaluacion de la calidad microbiologica del sedimento
como parte de los programas de monitoreo podria subestimar la carga microbiana
real de la cuenca y puede representar un posible riesgo para la salud humana en
un evento de resuspension de sedimentos (Obasohan et al., 2010).

5.4 HELICOBACTER PYLORI PRESENTE EN LAS FUENTES DE
ABASTECIMIENTO

Este estudio pudo demostrar la presencia de H. pylori en las cuatro fuentes de
agua superficial evaluadas, sumandose a la evidencia de la presencia de este
patdogeno en diferentes muestras de agua alrededor del mundo: Puerto Rico
(Holman et al., 2014), Estados Unidos (Hegarty et al., 1999), México (Mazari-
Hiriart et al., 2001), Japon (Fujimura et al., 2004), Inglaterra (Watson et al., 2004),
Pakistan (Khan et al., 2012), Irag (Al-Sulami et al., 2012), Espafia (Queralt et al.,

56



2005), Suecia (Hultén et al., 1998), Peru (Hulten et al., 1996) y Gambia (Bunn et
al., 2002). Segun la bibliografia disponible y consultada este estudio seria el
primero en mostrar la presencia de ADN de H. pylori en muestras en agua en
Colombia. Este estudio aporta evidencia que respalda la trasmision del H. pylori a
través del agua.

La presencia de H. pylori en las todas fuentes de abastecimiento evaluadas
sugiere la posibilidad de que la poblacion que consume el agua y/o algun producto
como frutas y hortalizas que son regadas con el agua estaria expuesta
potencialmente a adquirir la infeccion. Estudios indican que la inoculacion de agua
con heces de individuos infectados con H. pylori puede actuar como un medio de
transmision de persona a persona para la infeccion por H. pylori (Janzon et al.,
2009; Vale y Vitor, 2010). La capacidad del H. pylori para cambiar a formas viables
no cultivables (VNC) permite que las bacterias sobrevivan y persisten en
ambientes acuaticos por incluso varios dias (Adams et al., 2003).

Cabe mencionar que la PCR al ser una técnica cualitativa no permite diferenciar,
por si sola, si el ADN de H. pylori encontrado pertenece a células vivas o a células
muertas, tampoco establece la concentracion de la bacteria en las muestras,
siendo estas limitaciones intrinsecas de la técnica. De este modo no se puede
afirmar que la presencia de ADN en H. pylori constituya un riesgo inminente de
contraer la infeccion, se requieren de estudios complementarios para corroborar
esta hipotesis.

Las investigaciones siguientes deben estar dirigidas a determinar el nimero de
células de H. pylori en las muestras de agua, las formas en las que se encuentra y
la viabilidad o no de estas. Lo anterior con el fin de establecer el riesgo para la
salud publica de la posible transmision de esta bacteria, en funcién de la
concentracion de H. pylori y si esta representa una concentracion infecciosa y su
viabilidad. En este sentido Vale y Vitor (2010), mencionan que la dosis infecciosa
de H. pylori en humanos puede ser de 10° células.

Es necesario dejar de manifiesto que la literatura menciona que el agua puede ser
un reservorio de H. pylori pero existen varias rutas mas para la transmision de la
infeccion (Ahmed et al., 2009; Nurgalieva et al., 2002). La infeccién con H. pylori
no implica un Unico modo de transmisién, la posibilidad de mudltiples vias fue
indicado por Goodman et al. (1996). Una de ellas las practicas sanitarias
deficientes (Nurgalieva et al., 2002).

Conocer la fuente de la infeccion es un paso necesario hacia la prevencién. Salih
(2009) sugiri6 hervir el agua como una medida preventiva. En relacion a lo
anterior, de acuerdo con una encuesta de corte transversal en Kazajstan se
encontré que las personas con un alto indice de agua limpia, basado en la
frecuencia con que hervian el agua, almacenamiento y reutilizaciéon de agua y la
frecuencia de bafo, eran menos propensos a tener la infeccion (Nurgalieva et al.,
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2002). Hoy en dia, es muy recomendable hervir el agua para beber, o incluso para
el lavado de las manos y los platos. Esta sencilla medida es especialmente
recomendada para aquellos que carecen de un sistema de purificaciéon de agua
confiable dentro de la comunidad.

Considerando todo lo antes mencionado, la posibilidad de transmision de H. pylori
a través del agua tiene algunas implicaciones, por una parte la transmision de la
infeccion se podria prevenir mediante la aplicacion de medidas de higiene, agua
potable y saneamiento (Nurgalieva et al., 2002). Por otra parte, es probable que
haya una crisis en las décadas siguientes de disponibilidad de agua potable, y la
carga de esta crisis recae especialmente en los paises en desarrollo (OMS y
UNICEF, 2014). Si se considera el cambio climatico y como este afecta la
demografia del planeta y la disponibilidad del agua el problema es aun mas grave,
afectando de este modo las dindmicas de transmision de la infeccion (Ahmed et
al., 2009). Los cambios futuros en el clima s6lo aumentara la propagacion de
patbgenos en el agua, sefiala Hofstra (2011) en una revision de los posibles
impactos a futuro causados por el cambio climatico sobre los agentes patdgenos
en las aguas superficiales. Esta situacion sera mas problematica en los paises en
desarrollo, donde las infraestructuras para hacer frente a las inundaciones y las
medidas adecuadas de proteccion de la salud publica son insuficientes.

Actualmente, la lucha contra con las infecciones transmitidas por el agua, se
centran en las enfermedades infecciosas con alta mortalidad, como el colera y
otras enfermedades diarreicas. Sin embargo, la prevencion de infecciones
asociadas a enfermedades crénicas (por ejemplo, H. pylori y cancer gastrico) debe
ser una prioridad de las organizaciones de salud en las préximas décadas (Aziz et
al., 2013).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio surgieren que la escorrentia en las microcuencas
abastecedoras constituye una fuente importante de contaminacion microbioldgica
difusa de los cuerpos de agua. Una gestion adecuada en las microcuencas
requiere de medidas de control para limitar la llegada de contaminacion.

Las concentraciones de los indicadores microbiologicos evaluados reflejaron
niveles de contaminacion del recurso hidrico que no la hacen viable para un uso
directo para consumo humano. Los resultados también mostraron que existen
diferencias temporales en las concentraciones, influenciadas principalmente por
las lluvias. Los 6515 usuarios acueducto rural El Saladito, Timbio, Cauca, se
encuentran expuestos a un riesgo sanitario, al consumir el agua cruda.

En conclusion, este estudio proporciono evidencia de la presencia de H. pylori en
las muestras de agua de las fuentes de abastecimiento de acueducto rural El
Saladito, Timbio, Cauca. Lo cual, sin duda, esto prevé un mejor escenario para
investigar el rol que desempefia el agua como vector de infeccion por H. pylori

Este estudio pudo establecer que el sedimento del fondo de los cauces es un
potencial reservorio de bacterias de origen fecal y en consecuencia de patdégenos.
Se hace énfasis en que se debe considerar al sedimento como una fuente de
contaminacion fecal. La eventual resuspension del sedimento durante los eventos
de alto flujo puede poner en riesgo la calidad microbiolégica del agua. También se
seflala la importancia de una mayor investigacion de la dindmica y las
interacciones entre los dos compartimentos - la columna de agua y el sedimento,
en relacion con las bacterias de origen fecal, asi como la supervivencia de
patdgenos.

La principal limitacion de este estudio fue el pequefio rango temporal y la falta de
muestras durante evento de lluvias torrenciales. Se reconoce que una carga
bacteriana elevada podria haber ocurrido durante las lluvias, desafortunadamente,
el plan de muestreos no fue suficiente para tener eventos de escorrentia
asociados a lluvias torrenciales.

59



7. RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio en relacion a la
contaminacion microbioldgica de las fuentes de abastecimiento se sugieren
algunas medidas para su manejo y control:

o Hacer un monitoreo de la calidad microbiolégica de las fuentes de
abastecimiento es una actividad importante que permite hacer un seguimiento de
la efectividad de las practicas encaminadas a su mejoramiento. El monitoreo de la
calidad de agua en zonas rurales de Colombia presenta muchas dificultades que
se deben tener en cuenta (Wright et al., 2014).

o Considerar al sedimento como una fuente de contaminacion y realizar
estudios donde se evalué la distribucidn (horizontal y vertical) de los
microorganismos indicadores y patégenos presentes en el sedimento y la
dindmica de intercambio de estos con la columna de agua.

o Las concentraciones 10000 veces mayores en el sedimento que en la
columna de agua y la presencia del patbgeno humano Helicobacter pylori en el
agua, cuestiona la evaluacion tradicional de la calidad microbiolégica de las
fuentes de abastecimiento, por tanto se debe valorar las normas actuales con los
resultados de estos estudios de tal forma que les sirvan a las autoridades
ambientales para establecer politicas y normas en procura de la proteccion de la
poblacion que consume el agua (Holman et al., 2014; Pachepsky y Shelton, 2011)

o Establecer la técnica PCR como herramienta en estudios de monitoreo del
patégeno Helicobacter pylori en otros ambientes acuéaticos similares y desarrollar
estudios en los cuales se evalué la presencia y abundancia del Helicobacter pylori
no solo en el agua, sino también en el sedimento y en la biopeliculas que se
forman en el sistema de abastecimiento (Linke et al., 2010; Zhang et al., 2012).

o Entre las consecuencias mas ampliamente previstas y aceptadas del
cambio climatico global son el aumento en la frecuencia y severidad de una
variedad de fendbmenos meteoroldgicos extremos, entre ellos las lluvias fuertes.
Las fuentes de abastecimiento muestran una especial vulnerabilidad a estos
eventos de lluvias fuertes. Khan et al. (2015) presentan en su revision algunas
estrategias eficaces de mitigacion para este y otros fenOmenos meteoroldgicos
extremos. En particular para lluvias fuerte plantean: diversificacion de las fuentes
de abastecimiento. Pre filtracion del agua superficial antes de la llegada al sistema
de potabilizacion. Procesos de desinfecciébn. Suministro de dispositivos de
filtracion en las viviendas y kits de pruebas de calidad de agua. Suministro y
almacenamiento alterno de agua. Hervir el agua. Implementacion plan de un
contingencia en el sistema de tratamiento ante el prondstico de un evento de esta
naturaleza.
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o A fin de reducir el transporte de bacterias de origen fecal, patdgenos,
sedimentos y nutrientes a las aguas superficiales por la escorrentia superficial
pluvial (Walters et al., 2011) sugieren que la aplicacion de franjas de proteccién
riberefias podrian ser Gtiles. Practicas de reforestacion y manejo del uso del suelo
pueden contribuir al mejoramiento de la calidad del agua (Delpla y Rodriguez,
2014). Llevar a cabo estas actividades es especialmente complicado cuando el
acueducto no es duefio del area en cuestion. Por esta razon el trabajo en conjunto
con la comunidad que habita o es propietaria de los terrenos en la cuenca es de
vital importancia. Por dltimo y no menos importante debe ser el aislamiento de los
cursos de agua para el ganado. Suministrar bebederos y pasos alternativos para
el ganado deben estar en el plan de actividades. Cabe mencionar que se debe
pensar en el futuro actuando en el presente, con el fin de garantizar cantidad y
calidad en el recurso hidrico.
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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

ADN acido desoxirribonucleico

BICF Bacterias indicadoras de contaminacion fecal
CAl guebrada Salinas

CA2 guebrada Presidente

CR1 guebrada Cristalares

CR2 quebrada Silencio

CRC Corporacion Autonoma Regional del Cauca
CvC Corporacion Autbnoma Regional del Valle del Cauca
FM filtracion por membrana

GPS sistema de posicionamiento global

IGAC Instituto Geogréfica Agustin Codazzi

INS Instituto Nacional de Salud

ISO International Organization for Standardization
NCTC National Collection of Type Cultures

NMP numero mas probable

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

PCR polymerase chain reaction

SM Standard Methods

SPSS Statistical Package for the Social Sciences
SUCS Sistema Unificado de Clasificacion de Suelos
UFC unidades formadoras de colonia

UN United Nation

UNICEF United Nations International Children's Emergency Fund
UNT Unidades nefelométricas de turbiedad

UPC Unidades platino cobalto

USEPA United States Environmental Protection Agency
VNC Viable no cultivable
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ANEXOS
Anexo A. Registro fotogréafico coleccion de muestras.

,‘— - --‘
e » b ’J' -

Muestreo agua.

Muestreo sedimento.
Anexo B. Registro fotografico Aforos de caudal.
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Anexo C. Formatos de captura de datos en campo.

FORMATO DE CAPTURA DE DATOS EN CAMPO PARA TOMA

Y REMISION DE MUESTRAS DE AGUA Y SEDIMENTO

AFORO CON FLOTADOR

UNIVERSIDAD DEL CAUCA

Laboratorio de Genética Humana

PAGINA 1DE1
FECHA 07/01/2015
VERSION 04
CODIGO FORLAO1

1. DATOS DE MUESTREO

ACUEDUCTO SALADITO

NUMERO DE MUESTREO OINOCRONCEVIOXOXCRVICECACACACEVACKCATIONOROXO)
PRECIPITACIONES DIAS 0 1 2 5 i g 5 3
ANTERIORES AL MUESTREO (HOY) (AYER) (ANTEAYER)

BOCATOMA CATANA CRISTALARES

FUENTE DE ABASTECIMIENTO SALINAS  [] PRESIDENTE [] CRITALARES  [] EL SILENCIO O
ID MUESTRA AGUA ACAL [ A-CA2 O A-CR1 0 A-CR2 O

ID MUESTRA SEDIM. SCAl [ S-CA2 O S-CR1 O S-CR2 O

2. CONDICIONES AMBIENTALES

SOLEADO [] NUBLADO [ PARCIALMENTE NUBLADO [] PRECIPITACION [

3. MUESTREO Y RECEPCION DE MUESTRA EN LABORATORIO.

PROCESO RESPONSABLE FECHA HORA FIRMA OBSERVACIONES
MUESTREO pes TEMPERATURA DE
— 0
HEGEBEION " RECEPCION ( C)
4. OBSERVACIONES:
5. CALCULO DE CAUDAL A PARTIR DE AFORO CON FLOTADOR.
NUMERO DE REPETICIONES | TIEMPO (s)
1 SECCION A SECCION B

VERTICAL

PROFUNDIDAD

ANCHO

AREA

VERTICAL

PROFUNDIDAD

ANCHO AREA

0

0

IN|O|n | wIN

9

® (NS (WN(=

® (NS (WN|=

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

TIEMPO PROMEDIO (s)

VELOCIDAD MEDIA (m/s)

AREA SECCION (m?)

LONGITUD A-B (m)

CAUDAL (m?/s)

TOTAL

TOTAL
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FORMATO DE CAPTURA DE DATOS EN CAMPO PARA TOMA | PAGINA 1DE1
Y REMISION DE MUESTRAS DE AGUA'Y SEDIMENTO FECHA 07/01/2015
VERSION 04
AFORO VOLUMETRICO
UNIVERSIDAD DEL CAUCA CODIGO | FORLAOZ
Laboratorio de Genética Humana
1. DATOS DE MUESTREO
ACUEDUCTO SALADITO
NUMERO DE MUESTREO DQROOOPOROVMHIONBOEOIBOOODOOR®
PRECIPITACIONES DIAS 0 1 2 3 g . g
ANTERIORES AL MUESTREO (HOY) (AYER) | (ANTEAYER)
BOCATOMA CATANA CRISTALARES
FUENTE DE ABASTECIMIENTO SALINAS  [] PRESIDENTE [ ] CRITALARES ] ELSILENCIO [
ID MUESTRA AGUA ACAL [ A-CA2 O AGRL ] A-CR2 O
ID MUESTRA SEDIM. SCA1 [ S-CA2 H S-CR1 O S-CR2 ]
2. CONDICIONES AMBIENTALES
SOLEADO [J NUBLADO [ PARCIALMENTE NUBLADO [] PRECIPITACION [

3. MUESTREO Y RECEPCION DE MUESTRA EN LABORATORIO

PROCESO RESPONSABLE FECHA HORA FIRMA | OBSERVACIONES

MUESTREO i TEMPERATURA DE
; = RECEPCION (  °C)

RECEPCION «

4. OBSERVACIONES

5. CALCULO DE CAUDAL A PARTIR DE AFORO VOLUMETRICO

REPETICION

TIEMPO
(s)

AW |—

TIEMPO
PROMEDIO (s)

VOLUMEN (L)

CAUDAL (L's)
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Anexo D. Formato de registro calculo de porcentaje de humedad y materia
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Anexo E. Formato de registro analisis granulométrico sedimento.

T Uhreiverpidad def Cavuen
] .\1 4 Facultad de Ingenieria (el
T fps Loboratone de Matenales, Suelos y Pavimanzos

[
Obra
Remitente . ) .
Muesira N¢ : Descripcion @ Fecha

N PASA

0 ) 1 a3t ‘ 20¢
SAAMETRO DE PARTICULAS (nm)
FESO = 3 T
TaMVICES RETENICO ¥ RETENIDO RETENIOD % PASA COEFIGIENTE DE
Q.1 ! SCUMULARG
- i s UNIFORMIDAD
- r=5<l Cu = D60
| (o]
— COEFICIENTE DE
— CURVATURA
- - - ’
R e = cc = D 30
L - D10 * D60
| = CLASIFICACION
AASHO
i USCE
Uhsemvacones
Ingeniera S Geotecndloge
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Anexo F. Registro fotogréfico pruebas fisicoquimicas del sedimento.
Laboratorio de Ingenieria Ambiental y Laboratorio de Materiales, Suelos y
Pavimentos, Universidad del Cauca.

Procesamiento muestra sedimento.
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Prueba de textura método de Bouyoucos, Laboratorio de suelos.
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Anexo G. Registro fotografico pruebas fisicas del agua. Laboratorio de
Ingenieria Ambiental, Universidad del Cauca.
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Gacm> pr2o10 [ n-
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L\ @

732 Pt

Equipos pruebas fisicoquimicas, laboratorio ingenieria ambiental.
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Anexo H. Formato de registro andlisis fisicos del agua.
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Anexo |. Registro fotograficos analisis microbiolégicos. Laboratorio de
Genética Humana, Universidad del Cauca
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Anexo J. Formato de registro analisis microbioldgicos.
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Anexo K. Registro fotografico pruebas moleculares.

CAJA# 5 AGUAS MUESTRAS3Y4
MUESTREO 1 6 (28/01/15- 04/03/15)

Banco de ADN extraido de muestras de agua, laboratorio de genética humana.

\‘Q

PCR, laboratorio de genética humana.
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Electroforesis, laboratorio de genética humana.
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Anexo L.

Formato de registro pruebas moleculares, multiplex PCR.
FORMATO MULTIPLEX PCR PAGINA 1DE1
FECHA | 08/01/2015
CONDICIONES DE LA PRUEBA-RESULTADOS VERSION o4
UNIVERSIDAD DEL CAUCA CODIGD FORLADS
Laboratorio de Genética Humana
FECHA: RESPONSABLE:
Condiciones de PCR
n Programi : Hp agua
Reactives | 1 muestra Muestras = Pasos | Temperatura Tiempo
H:0 20 1 95 10
MIX Q 50 ; z 11112]5
Mix Primer 20 pl 4 0 T
ADN 50 ul 5 Ir @ paso 2 por 15 cidos
TOTAL 140 w B X 30"
7 54 15
B 72 1
9 Ir a paso 6 por 25 ciclos
Concentracion Gel Voltios Tiempo 10 72 500
11 15 ]
12 END
GEL N*:
FOTO N=:
Ph | VARIANTE
542 m2
567 m1
serzse | milsl
se7ze6 | mils2
s2mse | m2isl
242286 | m2/s2
360 cagh
285 52
255 s1
OBSERVACIONES:
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Anexo M. Registré fotografico de los recorridos por las microcuencas
Salinas, Presidente, Cristalares y Silencio.

Ganaderia extensiva.

Plantacion forestal.
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Bosque natural.

e

Animales silvestres.
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Procesos de erosion.
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Animales domésticos.
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Anexo N. Comportamiento del caudal durante los 24 muestreos en las cuatro

estaciones.
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Anexo O. Tabla de muestreos por mes.

mes

enero
febrero
marzo
abril
mayo
junio
julio

Total

Numero de muestreos

CAl

A W A B~ AP

12

CA2

B N LS I S S N

CR1

g w w b b b P

CR2

g w w b~ b b~ P

Total

16
16
16
12
14
18
96
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Anexo P. Andlisis de varianza ANOVA para el caudal.

Salida software estadistico SPSS version 19.0 para Windows:
Analisis de varianza univariante

Factores inter-sujetos

Etiqueta del valor N
Tiempo 1 enero 12
2 febrero 48
3 marzo 48
4 abril 48
5 mayo 36
6 junio 42
7 julio 54
Estacion de muestreo 1 CAl 72
2 CA2 72
3 CR1 72
4 CR2 72
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente:Caudal (L/s)
Suma de cuadrados
Origen tipo 111 gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 474232,570° 27 17564,169 343,644 ,000
Interseccion 538231,189 1 538231,189 10530,525 ,000
Mes 24485,808 6 4080,968 79,844 ,000
Estacion de muestreo 340450,943 3 113483,648 2220,314 ,000
Mes * Estacion de muestreo 15458,519 18 858,807 16,803 ,000
Error 13288,996 260 51,112
Total 1155481,502 288
Total corregida 487521,566 287
a. R cuadrado = ,973 (R cuadrado corregida = ,970)
Pruebas post hoc
Tiempo
Comparaciones multiples
Caudal (L/s)
Bonferroni
Diferencia de Intervalo de confianza 95%
() Tiempo (J)Tiempo medias (1-J) Error tip. Sig. Limite inferior Limite superior
enero febrero -3,4444 2,30740 1,000 -10,5240 3,6353
marzo -1,4012 2,30740 1,000 -8,4809 5,6784
abril -,4850 2,30740 1,000 -7,5646 6,5946
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mayo 8,7708" 2,38308 ,006 1,4590 16,0827
junio 13,6875" 2,34014 ,000 6,5074 20,8676
julio 22,1831" 2,28162 ,000 15,1825 29,1836
febrero enero 3,4444 2,30740 1,000 -3,6353 10,5240
marzo 2,0431 1,45933 1,000 -2,4344 6,5207
abril 2,9594 1,45933 915 -1,5182 7,4369
mayo 12,2152" 1,57626 ,000 7,3789 17,0515
junio 17,1319" 1,51055 ,000 12,4972 21,7666
julio 25,6274 1,41821 ,000 21,2760 29,9788
marzo enero 1,4012 2,30740 1,000 -5,6784 8,4809
febrero -2,0431 1,45933 1,000 -6,5207 2,4344
abril ,9163 1,45933 1,000 -3,5613 5,3938
mayo 10,1721" 1,57626 ,000 5,3358 15,0084
junio 15,0887" 1,51055 ,000 10,4540 19,7235
julio 23,5843" 1,41821 ,000 19,2329 27,9357
abril enero ,4850 2,30740 1,000 -6,5946 7,5646
febrero -2,9594 1,45933 ,915 -7,4369 1,5182
marzo -,9163 1,45933 1,000 -5,3938 3,5613
mayo 9,2558" 1,57626 ,000 4,4195 14,0922
junio 14,1725" 1,51055 ,000 9,5378 18,8072
julio 22,6681 1,41821 ,000 18,3166 27,0195
mayo enero -8,7708 2,38308 ,006 -16,0827 -1,4590
febrero -12,2152" 1,57626 ,000 -17,0515 -7,3789
marzo -10,1721" 1,57626 ,000 -15,0084 -5,3358
abril -9,2558" 1,57626 ,000 -14,0922 -4,4195
junio 4,9167 1,62379 ,057 -,0655 9,8988
julio 13,4122" 1,53827 ,000 8,6925 18,1320
junio enero -13,6875" 2,34014 ,000 -20,8676 -6,5074
febrero -17,1319" 1,51055 ,000 -21,7666 -12,4972
marzo -15,0887" 1,51055 ,000 -19,7235 -10,4540
abril -14,1725" 1,51055 ,000 -18,8072 -9,5378
mayo -4,9167 1,62379 ,057 -9,8988 ,0655
julio 8,4956" 1,47087 ,000 3,9826 13,0085
julio enero -22,1831" 2,28162 ,000 -29,1836 -15,1825
febrero -25,6274" 1,41821 ,000 -29,9788 -21,2760
marzo -23,5843" 1,41821 ,000 -27,9357 -19,2329
abril -22,6681" 1,41821 ,000 -27,0195 -18,3166
mayo -13,4122" 1,53827 ,000 -18,1320 -8,6925
junio -8,4956" 1,47087 ,000 -13,0085 -3,9826

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 51,112.
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*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

Subconjuntos homogéneos
Estacion de muestreo

Caudal (L/s)

Comparaciones multiples

Bonferroni
Intervalo de confianza 95%
(I)Estacion de (J)Estacion de | Diferencia de Limite Limite
muestreo muestreo medias (I-J) | Error tip. Sig. inferior superior
CAl CA2 53,7375 | 1,19154 ,000 -56,9053 -50,5697
CR1 49,4142 | 1,19154 ,000 46,2463 52,5820
CR2 29,2850 | 1,19154 ,000 26,1172 32,4528
CA2 CAl 53,7375 | 1,19154 ,000 50,5697 56,9053
CR1 103,1517" | 1,19154 ,000 99,9838 106,3195
CR2 83,0225" | 1,19154 ,000 79,8547 86,1903
CR1 CAl -49,4142" [ 1,19154 ,000 -52,5820 -46,2463
CA2 -103,1517"| 1,19154 ,000 -106,3195 -99,9838
CR2 -20,1292°| 1,19154 ,000 -23,2970 -16,9613
CR2 CAl -29,2850" [ 1,19154 ,000 -32,4528 -26,1172
CA2 -83,0225" [ 1,19154 ,000 -86,1903 -79,8547
CR1 20,1292 | 1,19154 ,000 16,9613 23,2970

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = 51,112.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.
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Anexo Q. Curvas granulométricas del sedimento
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Anexo R. Comportamiento de la humedad del sedimento durante los 24 muestreos
en las cuatro estaciones.
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Anexo S. Analisis de varianza ANOVA para humedad.

Salida software estadistico SPSS version 19.0 para Windows:

Analisis de varianza univariante

Factores inter-sujetos

Etiqueta del valor

Estacion de muestreo

Tiempo

~N OO O A W DN P B OWOWDN B

CAl
CA2
CR1

CR2
enero

febrero
marzo
abril
mayo
junio

julio

72
72
72

72
12

48
48
48
36
42
54

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente:% Humedad

104

Estacion de muestreo Tiempo Media Desviacion tipica

CAl enero 38,643500 6,2611418 3
febrero 35,442283 6,2230950 12
marzo 33,368408 7,9527361 12
abril 35,271250 6,9168414 12
mayo 32,445022 6,1896861 9
junio 29,952250 5,2752786 12
julio 26,993183 4,5104990 12
Total 32,503669 6,8411727 72

CA2 enero 37,029633 8,1575913 3
febrero 41,615583 5,5148998 12
marzo 40,325758 5,4500444 12
abril 39,915583 12,7385898 12
mayo 34,017267 8,6000314 9
junio 40,135600 9,7330189 12
julio 37,690542 6,3601506 12
Total 39,075571 8,4270277 72

CR1 enero 37,155933 7,8655783 3
febrero 37,147750 4,7252687 12
marzo 34,462467 8,3072757 12
abril 43,797642 11,5032973 12
mayo 34,827978 3,5329252 9




junio 34,414478 6,3244055 9

julio 39,126480 8,3852626 15

Total 37,589464 8,1929165 72
CR2 enero 27,767767 5,8698697 3

febrero 35,837300 6,7824127 12

marzo 34,256067 6,6212253 12

abril 35,878408 5,8311908 12

mayo 36,988678 5,4902516

junio 37,692911 9,8635189

julio 31,011313 2,4503955 15

Total 34,614842 6,5485934 72
Total enero 35,149208 7,5493399 12

febrero 37,510729 6,1900718 48

marzo 35,603175 7,4787069 48

abril 38,715721 10,0074831 48

mayo 34,569736 6,1778771 36

junio 35,476683 8,7338942 42

julio 33,856881 7,5446754 54

Total 35,945886 7,9317521 288

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente:% Humedad

Suma de cuadrados
Origen tipo 1 gl Media cuadrética F Sig.
Modelo corregido 4312,116 27 159,708 3,021 ,000
Interseccion 290317,033 1 290317,033 5492,097 ,000
Estacion de muestreo 1132,535 3 377,512 7,142 ,000
Mes 841,400 6 140,233 2,653 ,016
Estaciéon de muestreo * Mes 1616,161 18 89,787 1,699 ,040
Error 13743,826 260 52,861
Total 390182,687 288
Total corregida 18055,942 287

a. R cuadrado =,239 (R cuadrado corregida =,160)

Medias marginales estimadas

Gran media

Variable dependiente:% Humedad

Media

Error tip.

Intervalo de confianza 95%

Limite inferior

Limite superior

35,829

,483

34,877

36,781

Pruebas post hoc
Estacion de muestreo

Comparaciones multiples
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% Humedad

Bonferroni
Intervalo de confianza 95%
(I)Estacion de (J)Estacion de | Diferencia de Limite Limite
muestreo muestreo medias (I-J) | Error tip. Sig. inferior superior
CAl CA2 -6,571901" | 1,2117580 ,000 -9,793477 -3,350325
CR1 -5,085794" | 1,2117580 ,000 -8,307371 -1,864218
CR2 -2,1111721,2117580 ,496 -5,332748 1,110404
CA2 CAl 6,571901" | 1,2117580 ,000 3,350325 9,793477
CR1 1,486107 | 1,2117580 1,000 -1,735469 4,707683
CR2 4,460729" | 1,2117580 ,002 1,239153 7,682305
CR1 CAl 5,085794" | 1,2117580 ,000 1,864218 8,307371
CA2 -1,486107 | 1,2117580 1,000 -4,707683 1,735469
CR2 2,974622 | 1,2117580 ,089 -,246954 6,196198
CR2 CAl 2,111172 1,2117580 ,496 -1,110404 5,332748
CA2 -4,460729" | 1,2117580 ,002 -7,682305 -1,239153
CR1 -2,974622 | 1,2117580 ,089 -6,196198 ,246954

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = 52,861.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

Subconjuntos homogéneos

Tiempo

% Humedad

Comparaciones multiples

Bonferroni
Diferencia de Intervalo de confianza 95%

() Tiempo (J)Tiempo medias (1-J) Error tip. Sig. Limite inferior Limite superior

enero febrero -2,361521 | 2,3465593 1,000 -9,561304 4,838263
marzo -,453967 | 2,3465593 1,000 -7,653750 6,745817
abril -3,566512 | 2,3465593 1,000 -10,766296 3,633271
mayo 579472 |  2,4235160 1,000 -6,856432 8,015377
junio -,327475|  2,3798455 1,000 -7,629388 6,974438
julio 1,292327 | 2,3203399 1,000 -5,827010 8,411663

febrero enero 2,361521 2,3465593 1,000 -4,838263 9,561304
marzo 1,907554 1,4840944 1,000 -2,645989 6,461097
abril -1,204992 1,4840944 1,000 -5,758535 3,348551
mayo 2,940993 1,6030052 1,000 -1,977395 7,859382
junio 2,034046 1,5361837 1,000 -2,679319 6,747411
julio 3,653848 1,4422805 ,250 -, 771401 8,079096

marzo enero 453967 |  2,3465593 1,000 -6,745817 7,653750
febrero -1,907554 1,4840944 1,000 -6,461097 2,645989
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abril -3,112546 1,4840944 776 -7,666089 1,440997
mayo 1,033439 1,6030052 1,000 -3,884950 5,951827
junio ,126492 1,5361837 1,000 -4,586873 4,839856
julio 1,746294 1,4422805 1,000 -2,678955 6,171542
abril enero 3,566512 2,3465593 1,000 -3,633271 10,766296
febrero 1,204992 1,4840944 1,000 -3,348551 5,758535
marzo 3,112546 1,4840944 776 -1,440997 7,666089
mayo 4,145985 1,6030052 ,215 -, 772404 9,064373
junio 3,239037 1,5361837 ,7155 -1,474327 7,952402
julio 4,858839" 1,4422805 ,018 ,433591 9,284088
mayo enero -,579472 2,4235160 1,000 -8,015377 6,856432
febrero -2,940993 1,6030052 1,000 -7,859382 1,977395
marzo -1,033439 1,6030052 1,000 -5,951827 3,884950
abril -4,145985 1,6030052 ,215 -9,064373 772404
junio -,906947 1,6513478 1,000 -5,973662 4,159768
julio ,712855 1,5643729 1,000 -4,087001 5,512710
junio enero 327475 2,3798455 1,000 -6,974438 7,629388
febrero -2,034046 1,5361837 1,000 -6,747411 2,679319
marzo -,126492 1,5361837 1,000 -4,839856 4,586873
abril -3,239037 1,5361837 ,755 -7,952402 1,474327
mayo ,906947 1,6513478 1,000 -4,159768 5,973662
julio 1,619802 1,4958266 1,000 -2,969738 6,209342
julio enero -1,292327 2,3203399 1,000 -8,411663 5,827010
febrero -3,653848 1,4422805 ,250 -8,079096 , 771401
marzo -1,746294 1,4422805 1,000 -6,171542 2,678955
abril -4,858839" 1,4422805 ,018 -9,284088 -,433591
mayo -,712855 1,5643729 1,000 -5,512710 4,087001
junio -1,619802 1,4958266 1,000 -6,209342 2,969738

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 52,861.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
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Anexo T Comportamiento del contenido de materia orgéanica en el sedimento
durante los 24 muestreos en las cuatro estaciones
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Anexo U Analisis de varianza ANOVA para materia organica

Salida software estadistico SPSS version 19.0 para Windows:

Analisis de varianza univariante
Factores inter-sujetos

Etiqueta del valor

Estacion de muestreo

Tiempo

~N OO OB~ WON P B OODN P

CAl
CA2
CR1

CR2
enero

febrero
marzo
abril
mayo
junio

julio

72
72
72

72
12

48
48
48
36
42
54

Estadisticos descriptivos

Variable dependiente:% Materia Organica

109

Estacion de muestreo Tiempo Media Desviacion tipica

CAl enero 3,199633 ,9267111 3
febrero 3,208217 ,5002131 12
marzo 3,182042 ,9269297 12
abril 3,299492 , 1751587 12
mayo 2,482389 ,3954324 9
junio 3,112608 ,9660422 12
julio 2,681267 ,3510401 12
Total 3,024221 ,7435819 72

CA2 enero 4,637500 ,8933432 3
febrero 5,379692 1,1623077 12
marzo 5,335358 ,7681329 12
abril 5,703908 1,7872644 12
mayo 5,341122 ,71629418 9
junio 5,905892 1,7669593 12
julio 5,937608 1,0490091 12
Total 5,571279 1,2812586 72

CR1 enero 4,263633 1,1075948 3
febrero 3,971292 ,7998047 12
marzo 4,183417 1,2183922 12
abril 5,227675 2,3103168 12
mayo 3,138722 ,7105770 9




junio 4,169933 1,2325797 9

julio 5,016733 1,5814784 15

Total 4,366783 1,5346030 72
CR2 enero 2,754000 ,3935324 3

febrero 3,353333 ,8711051 12

marzo 3,424750 ,5849137 12

abril 3,699417 1,2315853 12

mayo 3,818256 ,9192720

junio 4,193200 1,0056796

julio 3,305467 ,3021535 15

Total 3,551071 ,8666251 72
Total enero 3,713692 1,0913022 12

febrero 3,978133 1,2060771 48

marzo 4,031392 1,2185476 48

abril 4,482623 1,8785649 48

mayo 3,695122 1,2789555 36

junio 4,368814 1,6585023 42

julio 4,227028 1,5997201 54

Total 4,128339 1,4957678 288

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente:% Materia Organica

Suma de cuadrados
Origen tipo 1 gl Media cuadrética F Sig.
Modelo corregido 318,543 27 11,798 9,480 ,000
Interseccion 3744,017 1 3744,017 3008,471 ,000
Estacion de muestreo 193,046 3 64,349 51,707 ,000
Mes 18,925 6 3,154 2,534 ,021
Estaciéon de muestreo * Mes 33,684 18 1,871 1,504 ,088
Error 323,568 260 1,244
Total 5550,547 288
Total corregida 642,111 287

a. R cuadrado = ,496 (R cuadrado corregida = ,444)

Medias marginales estimadas

Gran media

Variable dependiente:% Materia Organica

Media

Error tip.

Intervalo de confianza 95%

Limite inferior

Limite superior

4,069

,074

3,923

4,215

Pruebas post hoc
Estacion de muestreo

Comparaciones multiples
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% Materia Organica

Bonferroni
Intervalo de confianza 95%
(I)Estacion de (J)Estacion de | Diferencia de Limite Limite
muestreo muestreo medias (I-J) | Error tip. Sig. inferior superior
CAl CA2 -2,547058" | ,1859280 ,000 -3,041366 -2,052751
CR1 -1,342563" | ,1859280 ,000 -1,836870 -,848255
CR2 -,526850" [ ,1859280 ,030 -1,021158 -,032542
CA2 CAl 2,547058" | ,1859280 ,000 2,052751 3,041366
CR1 1,204496" | ,1859280 ,000 ,710188 1,698803
CR2 2,020208" | ,1859280 ,000 1,525901 2,514516
CR1 CAl 1,342563" | ,1859280 ,000 ,848255 1,836870
CA2 -1,204496" | ,1859280 ,000 -1,698803 -,710188
CR2 ,815713" [ ,1859280 ,000 ,321405 1,310020
CR2 CAl ,526850" [ ,1859280 ,030 ,032542 1,021158
CA2 -2,020208" | ,1859280 ,000 -2,514516 -1,525901
CR1 -815713" | ,1859280 ,000 -1,310020 -,321405

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1,244.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

Subconjuntos homogéneos

Tiempo

% Materia Organica

Comparaciones multiples

Bonferroni
Diferencia de Intervalo de confianza 95%

() Tiempo (J)Tiempo medias (1-J) Error tip. Sig. Limite inferior Limite superior

enero febrero -,264442 ,3600480 1,000 -1,369152 ,840268
marzo -,317700 ,3600480 1,000 -1,422410 ,787010
abril -,768931 ,3600480 ,707 -1,873641 ,335779
mayo ,018569 ,3718559 1,000 -1,122370 1,159509
junio -,655123 ,3651553 1,000 -1,775503 ,465258
julio -,513336 ,3560250 1,000 -1,605703 ,579030

febrero enero ,264442 ,3600480 1,000 -,840268 1,369152
marzo -,053258 ,2277143 1,000 -,751938 ,645422
abril -,504490 ,2277143 ,580 -1,203170 ,194190
mayo ,283011 ,2459596 1,000 -,471649 1,037672
junio -,390681 ,2357067 1,000 -1,113883 ,332521
julio -,248894 ,2212986 1,000 -,927889 ,430100

marzo enero ,317700 ,3600480 1,000 -,787010 1,422410
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febrero ,053258 ,2277143 1,000 -,645422 ,751938
abril -,451231 2277143 1,000 -1,149911 247449
mayo ,336269 ,2459596 1,000 -,418391 1,090930
junio -,337423 ,2357067 1,000 -1,060625 ,385780
julio -,195636 ,2212986 1,000 -,874631 ,483359
abril enero ,768931 ,3600480 ,707 -,335779 1,873641
febrero ,504490 2277143 ,580 -,194190 1,203170
marzo 451231 2277143 1,000 -,247449 1,149911
mayo ,787501" ,2459596 ,032 ,032840 1,542161
junio ,113809 ,2357067 1,000 -,609394 ,837011
julio ,255595 ,2212986 1,000 -,423400 ,934590
mayo enero -,018569 ,3718559 1,000 -1,159509 1,122370
febrero -,283011 ,2459596 1,000 -1,037672 471649
marzo -,336269 ,2459596 1,000 -1,090930 ,418391
abril -,787501" ,2459596 ,032 -1,542161 -,032840
junio -,673692 ,2533771 ,175 -1,451111 ,103727
julio -,531906 ,2400320 ,579 -1,268379 ,204568
junio enero ,655123 ,3651553 1,000 -,465258 1,775503
febrero ,390681 ,2357067 1,000 -,332521 1,113883
marzo ,337423 ,2357067 1,000 -,385780 1,060625
abril -,113809 ,2357067 1,000 -,837011 ,609394
mayo ,673692 ,2533771 175 -,103727 1,451111
julio ,141787 ,2295145 1,000 -,562417 ,845990
julio enero ,513336 ,3560250 1,000 -,579030 1,605703
febrero ,248894 ,2212986 1,000 -,430100 ,927889
marzo ,195636 ,2212986 1,000 -,483359 ,874631
abril -,255595 ,2212986 1,000 -,934590 ,423400
mayo ,531906 ,2400320 579 -,204568 1,268379
junio -,141787 ,2295145 1,000 -,845990 ,562417

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1,244.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
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Anexo V. Comportamiento de los indicadores de contaminacion fecal en el
sedimento durante los 24 muestreos en las cuatro estaciones.
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Anexo W. Comportamiento de los indicadores de contaminaciéon fecal en el
agua durante los 24 muestreos en las cuatro estaciones
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Anexo X. Andlisis de varianza ANOVA para parametros fisicos del agua y
positividad de H. pylori.
Andlisis de varianza univariante

Factores inter-sujetos

Etiqueta del valor N

H. pylori (presencia/ ausencia) 0 negativo 196

1 positivo 92
Estacion de muestreo 1 CAl 72

2 CA2 72

3 CR1 72

4 CR2 72

Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas
error®
Variable dependiente: Turbiedad (UNT)
F gll gl2 Sig.
6,420 7 280 ,000
Contrasta la hipotesis nula de que la varianza error de la
variable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.
a. Disefio: Interseccion + H_pylori + Estacion de muestreo +
H_pylori * Estacion de muestreo
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Turbiedad (UNT)
Suma de

Origen cuadrados tipo 111 gl Media cuadrética F Sig.
Modelo corregido 455,936% 7 65,134 10,976 ,000
Interseccién 3971,396 1 3971,396 669,247 ,000
H_pylori 2,515 1 2,515 424 ,516
Estacién de muestreo 434,291 3 144,764 24,395 ,000
H_pylori * Estacién de muestreo 15,424 3 5,141 ,866 459
Error 1661,556 280 5,934
Total 6601,399 288
Total corregida 2117,493 287

a. R cuadrado = ,215 (R cuadrado corregida = ,196)
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Medias marginales estimadas

Gran media
Variable dependiente: Turbiedad (UNT)

Media

Intervalo de confianza 95%

Error tip.

Limite inferior

Limite superior

3,995

,154

3,691

4,299

Pruebas post hoc
Estacion de muestreo

Turbiedad (UNT)

Comparaciones multiples

Bonferroni
Intervalo de confianza 95%
(I)Estacion de (J)Estacion de | Diferencia de Limite Limite
muestreo muestreo medias (1-J) | Error tip. Sig. inferior superior
CAl CA2 -2,6483" [ 40600 ,000 -3,7271 -1,5695
CR1 -1,3610" [ ,40600 ,005 -2,4398 -,2822
CR2 ,5191( ,40600 1,000 -,5597 1,5979
CA2 CAl 2,6483"| 40600 ,000 1,5695 3,7271
CR1 1,2872°| ,40600 ,010 ,2084 2,3660
CR2 3,1674" ,40600 ,000 2,0886 4,2462
CR1 CAl 1,3610" ,40600 ,005 ,2822 2,4398
CA2 -1,2872"°| ,40600 ,010 -2,3660 -,2084
CR2 1,8802°| ,40600 ,000 ,8014 2,9590
CR2 CAl -5191| ,40600 1,000 -1,5979 ,5597
CA2 -3,1674"| ,40600 ,000 -4,2462 -2,0886
CR1 -1,8802° |  ,40600 ,000 -2,9590 -,8014

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 5,934.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
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