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RESUMEN

El impacto que ha tenido el cambio climatico en la seguridad alimentaria y la
agricultura, ha dejado una repercusion en el deterioro de la calidad del agua, como
consecuencia de la presencia de indicadores microbianos y patdgenos, es por ello que
para esta investigacion se planted la necesidad de evaluar el efecto del cambio
climatico sobre la prevalencia de indicadores microbianos, patdgenos y factores
fisicos quimicos en aguas superficiales del rio La Villa, en su parte alta, media y baja,
durante dos épocas del afio, seca y lluviosa del 2016. Se utiliz6 una metodologia
basada en la determinacion de indicadores microbioldgicos de agua como coliformes
totales, coliformes termotolerantes, Streptococcus spp. , y Anaerobios spp., mediante
la técnica de filtro de membrana, ademas del aislamiento de patdgenos asociados
(Vibrio spp. y Salmonella spp) por cultivo de enriquecimiento y uso de medios
selectivos, asociados a la medicion de parametros fisico- quimicos; como pH,
temperatura, turbiedad, oxigeno disuelto, conductividad y alcalinidad, en cada sitio de
muestreo. Para el analisis de los datos se utilizo el analisis de varianza, con el cual se
determind diferencias significativas siendo la época seca con mayor ocurrencia de
coliformes termotolerantes, mientras que en la época lluviosa hubo mayor ocurrencia
de coliformes totales y Streptococcus, que coliformes termotolerantes y anaerobios, lo
cual no fue significativo, a nivel de los puntos de captacion de las potabilizadoras de
Azuero, arrojaron que hay gran variedad y diversidad de microbiota asociada. De
acuerdo a la asociacion de los indicadores con las bacterias patdgenas, se encontro
una mayor ocurrencia de esta ultimas para la época seca con un valor de 56.1% y una
probabilidad de 0.432, y con respecto al nivel del rio, la parte media, se aislaron con
mayor frecuencia (65.9%), de esta manera el patdgeno con mayor aislamiento lo fue
Salmonella spp., con una distribucion de 16%, mientras que Vibrio cholera de 8%. De
igual forma, los analisis estadisticos mediante la prueba de Duncan indican que hay
diferencias entre los niveles del rio, siendo el nivel bajo el que registr6 mayor
ocurrencia de coliformes totales y termotolerantes; en tanto que la ocurrencia de
Streptococcus fue mayor en la parte alta. EI pH y temperatura se mantuvieron
constantes para ambas épocas, y pocas variaciones en los otros parametros fisicos
quimicos. Se concluye que el crecimiento de bacterias indicadoras en la Cuenca del
Rio La Villa es altamente significativo para las dos épocas, con diferencias entre los
puntos de muestreo y predominio en el caso de patdgenos, como Salmonella spp.

Palabras Claves: Coliformes totales, Coliformes termotolerantes, Streptococcus,
Anaerobios, Salmonella spp. Vibrio spp, parametros fisico quimicos, época seca,
época lluviosa.
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Abstract

The impact that climate change has had on food security and agriculture, has left an
impact on the deterioration of the quality of water, as a result of the presence of
pathogenic microbial indicators, so that for this research is He raised the need to
evaluate the effect of climate change on the prevalence of pathogenic microbial
indicators and chemical physical factors in surface waters of the rio La Villa, to the
high, medium and low, during two seasons, dry and rainy in the 2016 was used a
methodology based on the determination of water microbiological indicators such as
total coliforms, coliforms thermotolerant, Streptococcus spp. and Anaerobes, using
the technique of membrane, as well as the isolation of pathogens associated filter
(Vibrio spp., and Salmonella spp.) for enrichment and growing use of selective media,
associated with the measurement of physico - chemical parameters; as pH,
temperature, turbidity, dissolved oxygen, conductivity and alkalinity, in each
sampling site. The analysis of variance, which was determined significant differences
being the time dry with greater occurrence of thermotolerant coliforms, while during
the rainy season there was a greater occurrence of coliforms was used for data
analysis and Streptococcus, Thermo-tolerant coliforms and anaerobes, which was not
significant, the Azuero water catchment points level, showed that there is great variety
and diversity of associated microbiota. According to the Association of indicators
with pathogenic bacteria, is found a higher occurrence of this latest for the dry season
with a value of 56.1% and a probability of 0.432, and with respect to the level of the
River, the middle part, were isolated most frequently (65 (. 9%), thus the pathogen
with greater insulation spp., with a distribution of 16%, while Vibrio was Salmonella
cholera of 8%.Similarly, the statistical analyses through Duncan's test indicate that
there are differences between the levels of the River, being the level under which
registered higher occurrence of coliforms and Thermo-tolerant; While the occurrence
of Streptococcus was greater in the upper. The pH and temperature were kept constant
for both seasons. It is concluded that the growth of indicator bacteria in the basin of
the Rio La Villa is highly significant for two times, with differences between
sampling points and middle in the case of pathogens such as Salmonella spp.

Key words: Coliforms, coliforms thermotolerant, anaerobic bacteria, Streptococcus,
Salmonella spp. Vibrio spp., physical parameters, chemical, dry season, rainy season.
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INTRODUCCION

El cambio climéatico global es realmente la causa de serios impactos en las
poblaciones humanas y los organismos vivientes, trayendo como consecuencia, la
reduccién dramética de disponibilidad de agua, el aumento de las enfermedades y

brotes epidemiolégicos, debido al cambio en los biotopos acuéticos (AIDA, 2011).

Se predice que el cambio climético global inducido por el hombre y causado por gases
de invernadero provocaradn aumentos en la temperatura y precipitacion, (Kart et al.,
1995). De alli, que existe la posibilidad que también ocurra paralelamente, un
aumento en los patdgenos microbianos especificos transmitidos por el agua, que

prefieren estas temperaturas mas calidas.

Es por ello que las amenazas principales en la diversidad de la cuenca del rio La Villa,
se originan en los cambios de uso de la tierra, mediante la tala, la quema, la
potrerizacion y la intensa degradacion con perdida de cobertura boscosa del suelo.
La posible contaminacion de acuiferos y cauces de agua por el aumento desmedido de
vertimiento de materia organica sin tratamiento, con el aumento subsecuente de la
demanda biolégica de oxigeno, aumentando la polucién bioldgica, trayendo como
consecuencia la perdida de biodiversidad

Es asi, que los resultados durante seis afios de monitoreo por ANAM vy los estudios
realizados en el rio La Villa (ANAM, 2002) y el Santa Maria (CATIE PRODESO,
2006), confirman que los rios de las cuencas prioritarias en Azuero presentan
contaminacién principalmente por la alta carga organica y que, por su importancia en
el desarrollo de las provincias de Herrera y Los Santos, estan sometidos a presiones
antropicas que tienden a incrementarse (Arcia et al., 2004).

La importancia radica fundamentalmente en que el rio La Villa es utilizado
primordialmente para el consumo humano y doméstico, un volumen de agua es usada
por el Instituto de Acueductos y Alcantarillados (IDAAN); al igual que es principal
fuente para el riego de cultivos agricolas y pastos para cria de ganado vacuno, y la
crianza avicola; ademas se usa para la recreacion. Existen tres puntos importantes: el
balneario Los Olivos, El Taguara en Macaracas y el de La Arena en Chitré, asimismo
que las personas también se bafian en cualquier parte del rio. Esta agua es usada para

actividades comerciales e industriales, como la fabrica Nestlé, alcoholes y azlcar en
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Pesé. Pero asi como se sustrae el agua, también se usa como receptora de descarga de
actividades humanas (Gonzélez, 2003).

En esta investigacion se presenta un estudio realizado en la Cuenca del Rio La Villa,
la cual es una de las Cuencas mas importantes de la Republica de Panam4,
especialmente para las provincias de Herrera y Los Santos, ya que es utilizada como
fuente de agua potable para algunos lugares de estas dos provincias. Estudios
realizados anteriormente en esta cuenca demostraron que la calidad del agua de toda
la cuenca es buena; mientras que al comparar los puntos de muestreos, demostraron
que la parte alta contiene una calidad muy buena; la parte media una calidad buena
con tendencia a disminuir y la parte baja una calidad de regular a mala. (Arden &
Price y ANAM, 2002).

El proyecto de investigacion, fue desarrollado, en unos 12 meses, la recopilacion de
datos de las evaluaciones de los indicadores microbianos y patdgenos, asi como una
fase de evaluacion de parametros fisico quimicos, relacionados al impacto que ha

tenido el cambio climatico sobre ellos, mediante las variables de temperatura.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del cambio climatico sobre la
composicion, diversidad, incidencia y distribucion de, indicadores microbianos,
patogenos y factores fisicos quimicos en sitios de importancia para consumo y uso

agricola de la cuenca del Rio La Villa.
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1.1. Antecedentes

El mayor efecto que puede tener el impacto del cambio climatico, es sobre la
ocurrencia de los indicadores bioldgicos, y el deterioro de la calidad de agua de las
fuentes superficiales, que trae como consecuencia la transmision de enfermedades
diarreicas (OMS, 2000). Las fluctuaciones climaticas de alguna manera tienen un
efecto sobre la disponibilidad y calidad de agua. De esta misma manera, los aumentos
de la temperatura media anual y disminucion de la precipitacion, que se preven para

futuros afios, tendré impactos significativos en la agricultura (Bouroncle et al, 2014).

Bacterias patogenas como E. coli spp., Vibrio spp., Klebsiella spp, Shigella spp,
Proteus spp, Salmonella spp. y Enterococos spp. , fueron aisladas a lo largo del cauce
del rio Surco, Lima, PerG por Osores (et al, 2009), la exposicion a elevadas
concentraciones de bacterias en aguas recreativas, en el Sur de California se ha
asociado al incremento de contraer infecciones como la gastroenteritis (Semenza et
al., 2017). Asi mismo en otro estudio De Vicente (1991), estudiando la relacion
entre Pseudomona aeruginosa, Streptococcus fecales, coliformes totales y fecales en
masas de agua en Malaga, Espafia, concluyd que los residuos domésticos son la
mayor fuente de Pseudomona aeruginosa en las aguas de rio y mar provocando

contaminacion.

Posteriormente estudios en Canada efectuados por bacteridlogos que
tradicionalmente utilizaban estreptococos fecales, coliformes totales y fecales como
indicadores bacteridlogos de calidad del agua, comenzaron a determinar otros
microorganismos tales como Pseudomona aeruginosa y Candida albicans dando
como resultado una mejoria en la vigilancia de la calidad microbiana del agua
(Pajares, 2001).

La abundancia de aguas en Panama ha sido clave para establecer un sistema de
abastecimiento para las poblaciones, la operacion del Canal, la agricultura, la
industrializacién y la produccién energética. El Informe Ambiental de 1999 de la
Autoridad Nacional del Ambiente (ANAM) sefiala que el vertimiento de residuos

solidos, aguas servidas industriales y agro téxicos al cauce de las quebradas, rios y
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lagos, agrava draméticamente la disponibilidad del recurso, especialmente en la
region litoral del Arco Seco (provincias de Coclé, Herrera y Los Santos) (MINSA,
2007).

En ese entonces la Autoridad Nacional del Ambiente (ANAM) en conjunto con la
Agencia de Cooperacion Internacional del Japon (JICA) realizaron un monitoreo que
incluyé 35 cuencas hidrogréficas de las 52 que hay en el pais, el estudio concluy6 que

en algunos rios el agua no era apta para ninguna actividad humana (Arcia, 2011).

Estudios sobre la calidad del agua en los principales rios de Panamé efectuados por la
Universidad de Panama y la Universidad Tecnologica de Panama, revelan un gran
deterioro de los mismos, con elevadas concentraciones de materia organica y alta
carga bacteriana (ANAM, 2003). Por otra parte andlisis fisicos, quimicos Yy
microbioldgicos realizados por el laboratorio del Ministerio de Salud (MINSA) en la
provincia de Los Santos en el 2009 confirmaron la contaminacion de origen fecal en
el cauce del rio Estivana y como antecedente al nuevo hallazgo, examenes realizados
en los afios 2005 y 2006 por esta misma entidad, detectaron la contaminacion del rio
Estivana por heces fecales provenientes de las lagunas de oxidacion de las porquerizas
(MINSA, 2009).

El estudio de la valoracion de la diversidad biologica y beneficios ambientales que
derivan de la cuenca del Rio La Villa, son importante para los procesos de
conservacion, preservacion sostenible de la peninsula de Azuero, asi como propicia el
manejo adecuadamente sostenible de los ecosistemas que interactan con la cuenca,
sobre todo porque en los Gltimos afios el fendmeno de el nifio, ha tenido repercusiones
en el rio, trayendo los problemas de merma de los caudales y sedimentacion con la

disminucion de las precipitaciones.

Falta por elucidar cuan frecuente los patégenos V. cholerae (non-01/non-0139),
Aeromonas spp., Salmonella, Pseudomona aeruginosa y bacteri6fagos, estan
presentes en las aguas superficiales y cual es el nivel critico donde estos se

convierten en una amenaza a la salud publica.
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La importancia de evaluar el impacto del cambio climatico sobre la prevalencia de los
indicadores microbianos y los organismos patdgenos, permitird, determinar la calidad
microbiol6gica real que nuestras plantas potabilizadora se enfrentan en los
procesamientos y eliminacion de los mismos, que tiene uso para el consumo humano,
asi como para las actividades que requieren su uso, como las actividades agricolas y
pecuarias, la cual tiene un reflejo en las actividades de exportaciones de frutas y
legumbres la cual el mercado Europeo (normas EUREGAP), asi como el mercado
Norteamericano, demanda, relacionado con el comercio internacional, demanda de
productos de calidad, y en la parte microbiol6gica son muy exigentes, porque uno de
los mayores usos del agua del rio La Villa, aparte del uso para agua potable es

precisamente para el riego agricola.

Los resultados durante los seis afios de monitoreo de la ANAM vy los estudios
realizados en el rio La Villa (ANAM, 2010) y el Santa Maria (CATIE, 2006),
confirman que los rios de las cuencas prioritarias en Azuero presentan contaminacion
principalmente por la alta carga organica y que, por su importancia en el desarrollo de
las provincias de Herrera y Los Santos, estdn sometidos a presiones antropicas que
tienden a incrementarse. La cuenca del Rio La Villa posee una perturbacion antropica.

Debido principalmente a las actividades agropecuarias (ANAM, 2009).

El rio La Villa es utilizado primordialmente para el consumo humano y doméstico, un
volumen de agua es usada por el Instituto de Acueductos y Alcantarillados (IDAAN)
y el sistema de acueducto de Macaracas; principal fuente para el riego de cultivos
agricolas y pastos para cria de ganado vacuno, y la crianza avicola; ademas se usa
para la recreacion. Existen tres puntos importantes: el balneario Los Olivos, El
Taguara en Macaracas y el de La Arena en Chitré, asimismo que las personas también
se bafian en cualquier parte del rio. Esta agua es usada para actividades comerciales e
industriales, como la fabrica Nestlé, alcoholes y azlcar en Pesé. Pero asi como se
sustrae el agua, también se usa como receptora de descarga de actividades humanas
(CONAMA, 2000).

El departamento de Proteccién y Ambiente de la Autoridad Nacional del Ambiente

(ANAM), expreso que con el paso de los afios la contaminacion del rio La Villa se
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incrementa, sobre todo, en la parte baja de la cuenca donde esta la mayor cantidad de
la poblacion; debido a la descarga de 2.2 millones de galones de aguas negras diarias
sin ningln tratamiento. Un estudio realizado por la empresa Arden & Price
Consulting, en el afio 2002, revela que las aguas negras de los distritos de Macaracas,
Pesé, La Villa y Chitré no estan siendo tratadas y son enviadas directamente al rio,
otro factor contaminante son los vertederos adyacentes a la cuenca, como son el de
Las Minas, La Villa, Macaracas y Chitré. El estudio demuestra que en Macaracas y
Pesé, operan grandes proyectos porcinocultores que no tienen el sistema de
tratamiento adecuado siendo contaminantes para el rio Estivand, afluente importante

del rio La Villa, y la quebrada Pesé ().

Se predice que el cambio climatico global inducido por el hombre y causado por gases
de invernadero provocaran aumentos en la temperatura y precipitacion, asi como
tormentas de grandes intensidades (Kart et al., 1995). El aumento en la precipitacion y
las escorrentias de agua contaminara las aguas superficiales, aumentara los brotes de
enfermedades transmitidas por via hidrica (Rose et al., 2000). Se espera que la
temperatura global promedio aumente a una tasa de 0.2°C a 0.5°C por década
(Houghton et al., 1996). Con estos cambios climaticos potenciales, que tienen como
resultado temperaturas mas calidas del agua global, existe la posibilidad que también
ocurra paralelamente, un aumento en los patdgenos microbianos especificos

transmitidos por el agua, que prefieren estas temperaturas mas calidas.

1.2. Calidad Microbiologica del Agua

La calidad microbiologica del agua resulta de gran importancia, dado el riesgo
asociado con el consumo de agua contaminada por bacterias patdgenas, virus,
protozoarios y helmintos provenientes de las heces fecales de humanos y animales
(OMS, 2004).

A nivel global, el principal problema relacionado con la calidad del agua lo constituye
la eutrofizacion, que es el resultado de un aumento de los niveles de nutrientes
(generalmente fosforo y nitrégeno) y afecta sustancialmente a los usos del agua. Las

mayores fuentes de nutrientes provienen de la escorrentia agricola y de las aguas
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residuales domésticas (también fuente de contaminacién microbiana), de efluentes
industriales y emisiones a la atmdsfera procedentes de la combustion de combustibles
fosiles y de los incendios forestales. Los lagos y los pantanos son especialmente
susceptibles a los impactos negativos de la eutrofizacion debido a su complejo
dinamismo, con un periodo de residencia del agua relativamente largo, y al hecho de
que concentran los contaminantes procedentes de las cuencas de drenaje agricolas
(Mayer et al., 2009).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que un 24% de las enfermedades que
ocurren en el mundo estan asociadas a factores ambientales, entre ellos el agua de

calidad insegura y precarias condiciones higiénicas (OMS, 2004).

Dado esto, podemos decir que los microorganismos mas importantes que se
encuentran en el agua son: Bacterias, Virus, Hongos, Protozoos y algunos tipos de
Algas. Estos proceden en su mayoria de los desechos humanos y animales, que de
alguna manera llegan a contaminar las vertientes de agua, mares y rios; son
transmitidos indirectamente a poblaciones susceptibles a través de las aguas de
distribucién inadecuadamente tratadas o a traves de aguas recreacionales fuertemente
impactadas con aguas residuales y desechos fecales de animales domésticos. (Suarez,
2001).

Es por esta razén, que se da la importancia de determinar el tipo de microorganismo
presente en el agua y su concentracion, materiales indispensables para conocer la
calidad de la misma y para la toma de decisiones en relacién al tratamiento y
conservacion de ecosistemas, para asi evitar el riesgo de contaminacion de las
personas y el ambiente. No obstante, existe una gran dificultad para determinar la
presencia de todos los microorganismos patdgenos implicados en los procesos de
contaminacién ambiental. Dicha determinacion muchas veces implica costos
elevados, tiempo, y laboratorios que estén verdaderamente especializados para este
tipo de andlisis. Frente a estas dificultades y a la necesidad de hacer una evaluacion
rapida y fiable de la presencia de patdgenos en el agua, se ha planteado la necesidad

de trabajar con determinados grupos indicadores (Campos, 1999).
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1.3 Calidad del agua del Rio La Villa

Un estudio realizado en la cuenca del rio La Villa lo ubica en la categoria de aguas de
calidad regular o poco contaminada con tendencia a mala calidad en la parte media y
baja; por tal motivo, en los Ultimos afios aumentaron los sitios de muestreo en la
cuenca para incluir los rios Esquiguita, Gato, Estivand, y Pesé. Los resultados
confirman que la calidad de agua en toda la cuenca se encuentra en el rango de poco
contaminada (Arden & Price, 2007).

También se han realizado monitoreos en la cuenca entre los rios Tonosi y La Villa,
los rios Guararé, Mensabé y Purio; se ha demostrado que a través de los afos, el
indice de calidad de agua haya variado entre aceptable y poco contaminada, con una
tendencia a disminuir la mala calidad (ANAM, 2007).

La cuenca del Rio La Villa vy la region entre las cuencas de los rios Tonosi estan
dentro de las diez cuencas prioritarias a nivel nacional, debido a la condicién delicada
en que se encuentran sus cursos de agua y a la importancia que tienen para el
desarrollo de las provincias de Herrera y Los Santos. Ambas provincias requieren de
disponibilidad en cantidad de agua, para aprovechar su potencial de desarrollo
socioecondmico. (ANAM, 2002, CATIE, 2006).

1.4 Contaminantes de la Cuenca del Rio La Villa

La contaminacion de este rio se incrementa, sobre todo en la parte baja de la cuenca
donde esta la mayor cantidad de poblacion. Hay una descarga de 2.2 millones de
galones de aguas negras diarias, de vertederos, porcinas y sistemas industriales, que
van al rio sin ningan tratamiento, procedente de las ciudades de Chitré, La Villa,

Macaracas y Peseé,( ver en anexo fig.No.45), (Arden & Price, 2002).
1.5 Indicadores de calidad del agua

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento similar
a los patdgenos, concentracién y reaccion frente a factores ambientales, pero son mas

faciles, rapidos y econémicos de identificar. Una vez se ha demostrado la presencia de
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grupos indicadores, se puede inferir que los patdgenos se encuentran presentes en la
misma concentracion y que su comportamiento frente a diferentes factores como pH,
temperatura, presencia de nutrientes, tiempo de retencion hidraulica o sistemas de
desinfeccion es similar a la del indicador (Campos, 1999).
Para que un microorganismo sea indicador de contaminacion fecal debe reunir las
siguientes caracteristicas (Fernandez et al., 2001):

- Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.

- Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotermos.

- Estar presente cuando los microorganismos patdgenos intestinales lo estan.

- Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion.

- Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales

homeotermos.

- Su tiempo de supervivencia debe ser igual 0 un poco superior al de las bacterias

patogenas, su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior al de

los patdgenos de origen fecal.

- Debe ser facil de aislar y cuantificar.

- No debe ser patdgeno.

1.6 Bacterias Indicadoras

Dado que la enumeracién de bacterias o grupos de bacterias indicadoras de
contaminacioén fecal es utilizada para valorar la calidad sanitaria de alimentos,
sedimentos y aguas destinadas al consumo humano, la agricultura, la industria y la
recreacion; no existe un indicador universal, por lo que los especialistas deben
seleccionar el apropiado para la situacion especifica en estudio. Dentro del rango de
los indicadores, se encuentra el grupo de bacterias coliformes, E. coli,
Bifidobacterium sp., Clostridium perfringens y el grupo Estreptococos fecales, de ahi
gue su presencia en el ambiente indique contaminacion de origen fecal y el riesgo de

aparicion de gérmenes patégenos. (Murria, 1990).

1.6.1 Coliformes totales: perteneciente a la Familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gram negativos, no esporulados, anaerobios y aerdbicos facultativos que fermentan la
lactosa con produccion de gas cuando se incuban a 35°C durante 48 horas (Brock,

2004). Se pueden encontrar normalmente en el intestino de animales de sangre
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caliente y estan casi siempre en el material fecal. Las coliformes presentes en el
ambiente (suelo, vegetacion) no pueden producir gas a partir de la lactosa bajo las
anteriores condiciones (Gomez y Acevedo, 2001). Los mismos son indicadores de

contaminacion fecal en el agua.

Los coliformes son una familia de bacterias que se encuentran cominmente en las
plantas, el suelo y los animales, incluyendo a los humanos. En general, las bacterias
coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa superficial del agua o en los
sedimentos del fondo. Por su amplia diversidad, los coliformes ha sido dividos en dos
grupos: coliformes totales y coliformes fecales. EIl grupo coliformes esta formado por
los siguientes géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter (Rheinheimer, 1987).
Este grupo incluye Enterobacter aerogenes y Klebsiella pneumoniae. Para analizar la
presencia de coliformes totales y coliformes fecales existen diversas pruebas, entre
éstas tenemos: prueba Colilert, prueba de presencia-ausencia (P-A), Filtracion por
membrana (La cual consiste en la filtracion de un volumen determinado con el
objetivo de obtener un crecimiento de bacterias que se puedan identificar con
facilidad), (APHA, 1995).

Tradicionalmente, se les ha considerado como indicadores de contaminacion fecal en
el control de calidad del agua destinada al consumo humano; en razon de que, en los
medios acuaticos, los coliformes son mas resistentes que las bacterias patdgenas
intestinales y porque su origen es principalmente fecal. Por lo tanto, su ausencia

indica que el agua es bacteriol6gicamente segura (Shekwolo y Brisbe, 1999).

Asi mismo, su nimero en el agua es proporcional al grado de contaminacién fecal;
mientras mas coliformes se aislan del agua, mayor es la gravedad de la descarga de

heces.

1.6.2 Coliformes fecales (termotolerantes): representan la fraccion de coliformes, en
general, de intestinos y materias fecales de hombre y animales de sangre caliente

(coliformes termotolerantes).
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1.6.2.1 Escherichia coli: son organismos mesofilos pertenecientes a la Familia

Enterobacteriaceae, todas son bacilos gram negativos, glucosa positiva, lactosa
positiva inmovil, aerobios, anaerobios facultativos. Su temperatura éptima en un
medio complejo es de 44.5°C, y la minima de 8°C, y la maxima de 48°C (Brock,
2004). E. coli es casi exclusivamente de origen fecal y su presencia es una
confirmacion efectiva de contaminacion fecal (Klein, et al., 2004.).

Los indicadores mas utilizados para evaluar la contaminacién fecal de los cuerpos de
agua son; E. coliy el grupo de las bacterias coliformes, (Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), 1970).

1.6.3 Estreptococos fecales: Los estreptococos son organismos anaerobios
facultativos y Gram Positivos que a menudo aparecen formando cadenas o por pares
y son catalasa-negativa (los Estafilococos son catalasa positivos). Los estreptococos
se subdividen en grupos, mediante anticuerpos que reconocen a los antigenos de
superficie. Estos grupos incluyen una o mas especies. Las agrupaciones de
estreptococos mas importantes son A, B, y D. Entre los grupos de estreptococos, la
enfermedad contagiosa (especificamente faringitis) es causada por el grupo A, el cual
se enfatiza aqui Streptococcus pneumoniae (es la causa principal de pulmonia
humana), Streptococcus mutans y otros estreptococos llamados viridans (entre las

causas de caries dental) no pertenecen a grupos antigénicos. (Geldreich, 1996).

Especies de Estreptococos grupo D de Lancefield (Enterococcus faecalis, E. faecium,
Streptococcus equinus, S. bovis) y algunas subespecies y una especie del grupo Q
(Streptococcus avium). El grupo Enterococos estaria incluido dentro de estreptococos
fecales y comprende las especies Enterococcus faecalis y E. faecium_y sus
subespecies (origen humano) y también se usa como indicador de contaminacién fecal

en agua. (Gray, 1996).

1.6.3.1 Habitat normal de los Estreptococos

El habitat normal de los estreptococos fecales es el intestino del hombre y los
animales de sangre caliente, por lo tanto, son indicadores de contaminacion fecal,

sobre todo en muestras de lagos, estuarios, rios, etc. La identificacion de las especies
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puede proporcionar informacion sobre la fuente de contaminacion debido a que
algunas especies son especificas de sus huéspedes; por ejemplo, una predominancia
de S. bovis 0 S. equinum indicaria una contaminacién por heces no humanas. La
informacion de los estreptococos fecales es til si se acompafia del indice de
coliformes fecales. Los estreptococos fecales han sido utilizados por las autoridades
sanitarias de diferentes paises para evaluar la calidad sanitaria de sus recursos
naturales. En el pasado, el principal papel de este grupo de microorganismos fue la
utilizacion de la proporcion coliformes fecal/estreptococo fecal como un indicador de
la naturaleza de la fuente fecal; sin embargo, factores como: las diferencias de los
rangos de muerte en el ambiente entre estos dos indicadores, la supervivencia variable
de los grupos de especies de estreptococos fecales y los métodos para la
determinacion de estos ultimos; hizo que su empleo fuera cuestionable. (Jay, 1992;
Gray, 1996).

1.6.3.2 Valor de los Estreptococos

Hay diversidad de opiniones en cuanto al valor de los estreptococos fecales como
indicador de contaminacion fecal. En investigaciones realizadas en paises tropicales
se plantea que estas bacterias pueden estar presentes de forma natural en las
corrientes; y no reflejan necesariamente el grado de contaminacién de dichas aguas,
por lo que se considera la hipdtesis de que la fuente de la alta concentracion de

bacterias indicadoras en las corrientes es el suelo. (Patterson, 1996).

Por otra parte, los riesgos asociados con las actividades en aguas naturales destinadas
a la recreacion; en los que se incluyen enfermedades del tracto respiratorio superior,
enfermedades gastrointestinales, infecciones del oido e infecciones de la piel han
ocasionado que algunos investigadores de Canada recomienden como el indicador
mas apropiado en aguas marinas el grupo enterococos; porque sobreviven en ellas
méas que los coliformes fecales. También son elegidos cuando hay un tiempo o
distancia considerable entre la fuente de contaminacion fecal y el area de bafio.
Ademas, existe una correlacion positiva entre la enfermedad gastrointestinal y los
niveles de Enterococos en aguas marinas, aunque la ausencia de ellos no indique

carencia de riesgo. (Patterson ,1990).
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1.6.4 Los Microorganismos Anaerobios

Los anaerobios sulfito-reductores constituyen un grupo asociado a los Clostridium
spp y como tal formadores se caracterizan por ser organismos Gram positivos,
anaerobicos, formadores de esporas; que estdn normalmente en las heces, aunque en
nimero mucho mas reducido que E. coli. Su representante méas caracteristico es
Clostridium perfringens_(OMS, 1995) que, de acuerdo a un estudio realizado en los
sistemas hidroldgicos de Estados Unidos, fue detectado en un 73% de las muestras,
demostrando asi su presencia en las aguas naturales al igual que los coliformes. Son
deteriorantes, ya que producen malos olores y, con mucha frecuencia,
ennegrecimiento del producto cuando éste tiene hierro, formando un precipitado
oscuro de sulfuro de hierro. Estos microorganismos tienen la capacidad de reducir los
sulfitos a sulfuros a partir de aminoacidos y compuestos azufrados; y para su
deteccion se utiliza la evidente coloracion negra dada por la formacion del
precipitado (Mac Faddin, 1980; Francy et al, 2000).

La ventaja mas importante es que sus esporas sobreviven en el agua mucho mas
tiempo que los organismos del grupo coliformes y son resistentes a la desinfeccion

(Payment y Franco, 1993).

1.7 Relacion entre patogenos e indicadores

La contaminacion fecal del agua puede incorporar una variedad de diversos
organismos patdgenos intestinales bacterianos cuya presencia esta relacionada con
enfermedades. Las bacterias patdgenas intestinales se hayan diseminadas a lo largo y
ancho del planeta, aquellas cuya presencia ha sido detectada en agua contaminada
incluyen Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae, Yersinia, E. coli enterotoxigénica, los
cuales pueden ser causantes de enfermedades. La presencia de dichos
microorganismos indica la existencia de contaminacién fecal y la busqueda de dichos
indicadores de contaminacion fecal proporciona de esa forma un medio de controlar la
calidad del agua. (OPS, 1987).
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1.8 Patdgenos en agua

Las bacterias patdgenas de transmisién hidrica provienen de seres humanos y de
animales de sangre caliente. Estos agentes microbianos llegan a los cursos de agua a
través de las descargas de aguas residuales sin tratar o con tratamiento deficiente,
drenaje de lluvias, escorrentias que pasan por los corrales de ganado. En las zonas
rurales la practica de la defecacion a campo abierto también constituye una fuente de
contaminacién de las aguas superficiales. Se ha demostrado la presencia de bacterias
patdgenas en aguas superficiales. La presencia de algunas representa un serio riesgo y
su eliminacion del agua de consumo humano es de alta prioridad debido a que su
ingestién podria ocasionar una epidemia con consecuencias graves para la salud de la
poblacion. Otras se presentan en forma natural en las aguas y normalmente no son
patogenas, pero pueden causar enfermedades en personas con ciertas deficiencias
organicas que facilitan la infeccion. Estos microorganismos se denominan bacterias
patdgenas oportunistas.

Estas bacterias se transmiten por via oral. La mayoria tiene un tiempo de persistencia
en el agua que va de corto a moderado, baja resistencia al cloro y una dosis infectiva
alta. Se ha demostrado que en algunas bacterias como la Salmonella, el reservorio
animal cumple un papel importante. También se sabe que la mayoria de bacterias
patdgenas no se multiplican en el ambiente, pero algunas, como el Vibrio cholerae,

pueden multiplicarse en aguas naturales (Aurazo, 2010).

1.8.1 Género Salmonella spp.

Salmonella spp., es la enterobacteria de mayor importancia a nivel de salud pablica
por producir trastornos del tracto gastrointestinal y septicemia no solo en el ser
humano, sino en todas las especies animales. (Selbitz et al 1995; Turnbull, 1979;
Lujan y Blas, 2007).

Los microorganismos del género Salmonella estan extensamente diseminados en la
naturaleza como comensales y como patdgenos del aparato digestivo de los
mamiferos domésticos y silvestres, aves, reptiles e insectos, en los cuales pueden
llegar a producir una amplia gama de enfermedades. Todas las salmonelas son

potencialmente patdgenas (Smith, et al: 1952; Mahajan, et al: 2003; Stanchi, 2007), al
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ser parésitos intracelulares y por medio de los macré6fagos en los que se encuentran, se
diseminan por todo el organismo afectado aprovechando la via linfatica y sanguinea
(Stanchi, 2007).

Esta bacteria causa la fiebre tifoidea la cual es una enfermedad potencialmente mortal,
es todavia comin en regiones como Asia, Africa y América Latina, donde afecta
aproximadamente a 21,5 millones de personas cada afio.

1.8.1.1 Enfermedades producidas por el género Salmonella spp

1.8.1.1.1 Salmonelosis

Constituye un grupo de infecciones producidas por microorganismos del género
Salmonella spp., adquiridas por la ingestion de alimentos o bebidas contaminadas y
caracterizadas por presentar sindromes febriles asociados a manifestaciones
gastrointestinales sistematicas, con frecuencia severas. Las manifestaciones clinicas
de las salmonelosis en humanos y animales se presentan basicamente bajo tres
modalidades las denominadas fiebres entéricas, entre las cuales la mas comdn es la
fiebre tifoidea producida por la Salmonella typhi, las gastroenteritis producidas por
varias sub-especies y la forma septicémica, caracterizada por la bacteriemia asociada
a lesiones focales. Dentro de las manifestaciones clinicas comunes esta la fiebre
acompafiada de dolor, abdominal, evacuaciones intestinales liquidas frecuentes, de
aspecto verdoso, fétidas, mucoides y en ocasiones con estrias de sangre (Saravia,
2008).

1.8.2. Género Vibrio spp

Las bacterias Vibrio spp son Gram negativas, facultativamente anaerdbicas, motiles,
en forma de baston curvilineo, con un Unico flagelo polar. EI género comprende al
menos doce especies patdgenas para los seres humanos. Algunas especies se asocian
principalmente con enfermedades gastrointestinales (Vibrio cholerae y Vibrio
parahaemolyticus), mientras que otras pueden causar enfermedades no intestinales,
como la septicemia (V. vulnificus). En las regiones de clima tropical y templado, las

especies de Vibrio que causan enfermedades estan presentes naturalmente en el medio
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marino, costero y estuario (salobre), y son muy abundantes en los estuarios. Los
vibrios patdgenos, en particular V. cholerae, también pueden recuperarse de las
cuencas de agua dulce de los estuarios (Desmarchelier, 2003), donde ademas pueden
introducirse por contaminacién fecal. La presencia de estas bacterias no suele guardar
relacién con el nimero de coliformes fecales, no obstante, es posible encontrar una
correlacion positiva entre la contaminacion fecal y los niveles de V. cholerae en zonas
donde se dan brotes de colera. También se ha demostrado en varias partes del mundo
que existe una correlacion positiva entre la temperatura del agua y el nimero de
vibrios. (Dalsgaard et al., 2006).

1.8.2.1. Vibrio cholerae

Es el agente etioldgico del cdlera, es una bacteria enteropatégena transmitida
directamente por aguas contaminadas, o indirectamente, cuando éstas contaminan
alimentos que se consumen sin coccidn. En los paises en desarrollo los brotes mas
severos se han atribuido a la contaminacion fecal de las aguas destinadas al consumo,
debido principalmente a la inadecuada provision de agua potable y el pobre
saneamiento ambiental. En la prevalencia del cOlera en Latinoamérica también ha
influido predominantemente la manipulacion poco higiénica de los alimentos
consumidos por la poblacién, en su mayoria perteneciente a bajos estratos culturales y
socioecondmicos; asi por ejemplo, en las epidemias que tuvieron lugar en Guatemala,
Pert, Ecuador, EI Salvador y Bolivia, la enfermedad se asocioé principalmente con
alimentos y bebidas comercializadas por vendedores ambulantes. (Tauxe et al., 2004).
En la actualidad, V. cholerae en una bacteria que estd bien caracterizada
bioguimicamente, y se clasifica es serogrupos en funcion de la composicion del
antigeno O del lipopolisacaridos (LPS) (Bauman, et al: 2000). De los cerca de 200
serogrupos identificados hasta el momento, solamente dos de ellos, O1 Y 0139, se
reconocen como los unicos responsables de las epidemias de cdlera. A su vez, el
grupo de cepas del serogrupo O1 se clasifica en dos biotipos: Clasico y El Tor, y en
cada uno de ellos se distinguen tres serotipos distintos: Inaba, Ogawa e Hikojima. El
resto de serogrupos se les denomina comdnmente como no-0O1/no-0139. Suelen
aislarse de fuentes ambientales y pueden producir casos esporadicos de gastroenteritis

y de infecciones extraintestinales. Aunque, de forma ocasional, se pueden encontrar
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cepas no-01/no-0139 que produzcan la toxina colérica u otros factores de virulencia,
pero sin causar ningun brote epidémico (Kaper, et al: 2002).

1.8.2.1.1 Enfermedades producidas por el género Vibrio spp
1.8.2.1.1.1. Coélera

El cdlera es una infeccidn intestinal aguda, grave, que se caracteriza por la aparicion
de evacuaciones diarreicas abundantes, con vomito y deshidratacion que puede llevar
al paciente a acidosis y colapso circulatorio en el término de 24 horas y en los casos

no tratados puede ocasionar la muerte.

El coOlera es causado por un agente infeccioso; se trata de un bacilo aerobio, Gram

negativo, con un solo flagelo polar que le da gran movilidad llamado V. cholerae.

El vibrion del célera sobrevive por periodos hasta de 7 dias fuera del organismo,
especialmente en ambientes himedos y templados; en el agua sobrevive unas cuantas

horas y algunas semanas si esta se encuentra contaminada con material organico.

Las causas del cdlera son diversas, como la contaminacion de moluscos con aguas
servidas, la contaminacion plena de los productos agricolas a causa de aguas
residuales; la contaminacion de alimentos en la preparacion de la comida; la ausencia
de una desinfeccion, como lo vendria a ser el simple lavado de manos. (Espinoza et
al., 2008).

1.9. Técnica de deteccidn e identificacion de indicadores y patdgenos

Debido a que las bacterias del grupo coliformes estan presentes en grandes cantidades
en los excrementos y pueden detectarse en concentraciones de hasta 1 por 100 ml,
constituyen un indicador de una gran sensibilidad para comprobar la contaminacion
fecal.

Se dispone de la técnica de la membrana filtrante, donde volumenes determinados de
agua pasan a través de un filtro de membrana que retiene la bacteria en su superficie.
En tanto que para analizar muestras de agua con posibles organismos pat6genos se
deberd incluir todas las etapas siguientes: concentracion de los microorganismos en

las muestras, inoculacion en un caldo de abono, sub-cultivos en medios de agar
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selectivos, y analisis bioquimicos y seroldgicos de las colonias sospechosas (OMS,
1987).

1.10. Técnica de filtro de membrana

La técnica de filtracion por membrana utiliza un mecanismo mediante el cual se
atrapan en la superficie de una membrana microorganismos cuyo tamafio es mayor
que el tamafio del poro (0,45 um); esto gracias a una bomba eléctrica que ejerce una
presion diferencial sobre la muestra de agua haciendo que se filtre. Los
microorganismos de tamafio menor que el especifico del poro pasan la membrana o
quedan retenidos en su interior, las bacterias quedan en la superficie de la membrana
y luego esta es llevada a un medio enriquecido, selectivo o deferencial, quien a través
de intercambio metabolico y una incubacion, evidencia el crecimiento de

microorganismos y Unidades Formadoras de Colonias.

Esta técnica es altamente reproducible y proporciona resultados numeéricos, es una
manera rapida y simple de estimar las poblaciones bacterianas en el agua, y
especialmente util al evaluar grandes volumenes o al realizar diariamente muchas

pruebas de Coliformes.

1.11 Técnica para concentracion y evaluacion de patdgenos en agua

La deteccion de varios patdgenos entericos es necesaria para la salud y seguridad
publica, ya que basta un solo organismo infeccioso para causar enfermedad en los
seres humanos. Los métodos tipicos de deteccion microbiana para evaluar las fuentes
de agua comienzan con un paso de filtraciobn o concentracion dirigido hacia aislar
concentraciones pequefias de patdgenos, es decir, de una a 10 unidades infecciosas, de

grandes volumenes de agua. (Reynolds, 2004).

Si bien la busqueda directa de bacterias patdgenas especificas no forma parte de los
examenes bacterioldgicos habituales a los que se someten las muestras de agua, habra
casos en que sera necesario efectuar examenes para la determinacién de gérmenes
patdgenos intestinales. Las posibilidades de obtener buenos resultados seran entonces

mayores si se analizan volimenes grandes de agua y si se usan medios selectivos para
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determinados gérmenes patogenos intestinales. Si bien los analisis incluiran todas las
etapas siguientes: concentracion de los microorganismos en la muestra, inoculacion
en caldo de abono, subcultivos en medios de agar selectivos, analisis bioquimicos y

seroldgicos de las colonias sospechosas. (OPS, 1987).

1.11.1 Enriquecimiento en medio selectivo para Salmonella spp

Se realiza en caldos de enriquecimiento, los cuales estimulan el crecimiento de formas
compatibles con Salmonella sp, e inhiben el desarrollo de bacterias intestinales y

coliformes.

Caldo Rappaport — Vassiliadis es un medio de enriquecimiento selectivo de
Salmonella sp en alimentos y otros ambientes. Mediante la utilizacion de este caldo,
es posible obtener algunas ventajas sobre otros medios nutritivos de enriquecimiento,
obteniéndose un rendimiento de alrededor del 100%, especialmente a una temperatura
de 43°C y previo enriquecimiento (Van Schothorst, et al: 2004). El medio cuenta con
una baja concentracion de verde de malaquita, cloruro de magnesio, y harina de soya
para asi obtener un mayor porcentaje de recuperacion de Salmonella sp. Ademas la

reduccion del pH a 5,2 mejora la selectividad (Trichopoulos, 1972; Iveson, 2004).

1.11.2. Enriguecimiento en medio selectivo para Vibrio spp

Vibrio spp crece muy rapidamente en agua peptonada alcalina, y al cabo de 6 a 8
horas esta presente en mayor cantidad que otros microorganismos. El enriquecimiento
en dicho medio favorece el aislamiento de Vibrio cholerae cuando hay pocos
microorganismos, como en muestras de personas convalecientes y de portadores

asintomaticos.
Se han descritos otros caldos de enriquecimiento para el cultivo de Vibrio cholerae.

Entre ellos se puede mencionar el medio de enriquecimiento de Monsur, que contiene

tripticasa, telurito de potasio. (Farfan, 2002).
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1.11.3 Aislamiento en Medios Selectivos, Agar XLD y Salmonella-Shigella para

Salmonella spp

1.11.3.1 Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

Medio para el aislamiento y diferenciacion de enterobacteridceas patdgenas,
especialmente especies de Shigella sp y Salmonella sp. El efecto inhibidor de este
medio de cultivo es débil; el desoxicolato genera la inhibicion de bacterias coliformes
y permite la dispersidn de cepas de Proteus sp que pueden llegar a confundirse con las
colonias producidas por Salmonella; adicionalmente, la diferenciacion entre
Salmonella sp y Shigella sp se da porque la primera produce fermentacion de la
Xilosa, descarboxilacion de Lisina y genera &cido sulfhidrico (Hurtado, 2001).

1.11.3.2 Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS) para Vibrio spp

Este medio es altamente selectivo para las especies de Vibrio sp debido a sus
componentes nutricionales y a la alta concentracion de sales, este medio junto en el
agua peptonada alcalina es utilizado para el aislamiento de Vibrio cholerae, no

requiere esterilizacion en autoclave, es diferencial y selectivo.

1.12. Aislamiento e Identificacion Bacteriana

La identificacion de un microorganismo es el mecanismo que se sigue para determinar
su especie, hasta donde es posible interpretar sus caracteristicas por observaciones y
ensayos adecuados, y los datos acumulados se comparan con descripciones publicadas
de varias especies. EI microorganismo se identifica adecuadamente, cuando le
descripcion de una especie es idéntica con las caracteristicas observadas. (Carpenter,
1979, citado en Castillo y Quintero, 2010).
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1.13  Parédmetros Fisicos Quimicos del Agua

La calidad del agua modificada por sustancias puede ser no toxica, de alli que los
aspectos fisicos quimicos sean importante, entre ellos se evalud en esta investigacion:

la turbidez, pH y temperatura, conductividad, alcalinidad y oxigeno disuelto.

1.13.1 Turbiedad

La turbiedad es una medida de la cantidad de materia en suspension que interfiera con
el paso de un haz de luz a través del agua. Se expresa en unidades de nefelometricas
de turbiedad (UNT) y se mide con un turbidimetro (OMS, 1998).Es producida por
materias suspendidas como arcilla 0 materia organica e inorganicas finalmente
divididas, compuestos organicos solubles coloreados, plancton y otros

microorganismos (APHA et al., 1995).

1.13.2 Temperatura

Es uno de los parametros fisicos mas importantes en el agua, pues por lo general
influye en el retardo o aceleracion de la actividad bioldgica, la absorcion de oxigeno,
la precipitacion de compuestos, la formacion de depositos, la desinfeccion y los
procesos de mezcla, floculacion, sedimentacion y filtracion. Multiples factores
principalmente ambientales, pueden hacer que la temperatura del agua varie

continuamente (Barrenechea, 2011).

1.13.3 pH

El pH es el contenido de ion hidrogeno en medio acuoso. Las aguas que poseen un
valor de pH superior a 7 son alcalinos y si es inferior son acidas. El agua de los rios
gue no esta afectada por la contaminacion presenta un pH entre 6.5 y 8.5, dentro del
cual los organismos acuaticos capturan y liberan dioxido de carbono durante la

fotosintesis y respiracién, respectivamente (Hem, 1985).

1.13.4. La Conductividad
El agua en condiciones naturales tiene iones en disolucién y su conductividad es

proporcional a las caracteristicas y cantidad de los mismos. Es por ello que se utilizan
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los valores de conductividad como indice aproximado de concentracion de solutos, es

un parametro que se mide en el terreno.

1.13.5. El Oxigeno Disuelto

Este parametro alcanza un nivel elevado en aguas superficiales limpias. Sus bajas
concentraciones suelen indicar la presencia de materia organica que deteriora la
calidad del agua, amenaza la mantencion de determinadas formas de vida acuaticas.
Se mide en el terreno, temperaturas elevadas interfieren con la validez de la medicion.
Es uno de los anélisis fundamentales de la calidad de agua. En un curso de agua

de buena calidad la cantidad de oxigeno disuelto es superior a 4 partes por millén;
cuando el resultado del analisis da un valor inferior, indica serios problemas de la

calidad del agua.

1.13.6. Alcalinidad

Es una caracteristica que tiene que ver directamente con la presencia de sales de
metales alcalino térreos como calcio o magnesio. la dureza puede ser alta o
ligeramente alta, los principales inconvenientes de la dureza es la resistencia a la
formacién de espuma, provoca incrustaciones en las tuberias, para agua potable un
agua de calidad satisfactoria, debe tener menos de 100 mg/l, por arriba de los 300

mg/l, no es apropiada para uso potable.

1.14. Normasy legislacion internacional para aguas superficiales de rios

La OMS ha establecido criterios internacionales para la concentracion de coliformes
totales y fecales admisibles en aguas superficiales, en colaboracion de sus estados
miembros y de igual forma los organismos internacionales (EPA, AWWA, APHA),

cuentan con normas Yy regulaciones de calidad de agua.

La norma establecida de acuerdo a la OMS, para el numero de coliformes aceptables
es hasta 1000 UFC/100ml, 100UFC de E.coli /100ml (Gerba et al., 2000).

En Estados Unidos, existen autoridades encargadas de velar por la calidad del agua asi

como también en Chile, Brasil y las de la Union Europea.
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Los niveles de coliformes fecales en Estados Unidos son de 200UFC/100ml y
Estreptococos 35UFC/100ml, segin la Unién Europea, establece que debe haber
500UFC Coliformes Totales /100ml, 100UFC de Coliformes Fecales /100ml,
100UFC Estreptococos Fecales /100ml.

Estos criterios establecidos en las normas sobre calidad de agua mejoran cada dia las
técnicas para medir la misma en el momento de interpretar los resultados de un
analisis como las normas de calidad microbioldgicas, normas relativas en cuanto a la
concentracion de quimicos y normas relativas a los productos secundaros de la
desinfeccion (MINSA,1999).

Cuadro N°1: Normas primarias anuales de calidad ambiental para cada uno de los

compuestos o elementos en las aguas superficiales

Grupo de Elemento o Unidad Valor

Compuesto

Indicadores Microbioldgicos

Coliformes Fecales UFC/100ml <10
Coliformes Totales UFC/100ml <200
Indicadores Fisicoquimicos
Conductividad Eléctrica mS/cm <600
DBO> mg/I <2
Oxigenos Disueltos mg/l >7.5
pH Rango 6.5-8.5
Solidos Disueltos mg/l <400
Solidos Suspendidos mg/l <24
Temperatura °C <0.5

Fuente: Biblioteca del Congreso Nacional de Chile (BSN),2006

1.15. Normas Panamefias para aguas superficiales.

Para asegurar la proteccion de la salud humana del pais y el mejoramiento de la

calidad del ambiente, es preciso aplicar las normas de calidad ambiental y los limites
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maximos permisibles para el caso de coliformes totales, el nivel permisible de estas

bacterias es de 100UFC/100ml en este tipo de agua, tal como se muestra en el cuadro

de abajo, establecido en el Decreto ejecutivo No. 75.

Cuadro N°2 : Niveles de la calidad de las aguas para uso recreativo con y sin

contacto.

Parametros

Unidad

Bajo Riesgo

Riesgo Medio

Contacto directo

Sin contacto

directo

Bacterioldgicos

Coliformes fecales

UFC/100ml

=<250 coliformes

fecales /100ml o

200 estreptococos
fecales/100ml

251- 450 coliformes
fecales/100ml o
201-500
estreptococos

fecales en 100ml

Fisico quimicos

pH Unidad de pH 6.5-8.5 6.5-8.5
Temperatura °C 3 3
Solidos flotantes - Ausentes Ausentes
Solidos mg/I <50 <50
suspendidos
Solidos disueltos mg/I <500 <500
Color Pt-Co <100 100-150
Turbiedad NTU <50 50-100
Oxigeno disuelto mg/I >7 6-7
DBO; mg/I <3 3-5

Fuente: Ministerio de Economia y Finanzas, 2008.
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Capitulo 11
Aspectos Metodologicos
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2.1. Ubicacidén del estudio

La cuenca del rio La Villa se encuentra ubicada en la vertiente del Pacifico, en la
Peninsula de Azuero, entre las coordenadas geograficas 7° 30" y 8° 00" de latitud norte
y 80° 12" y 80° 50" de longitud oeste. Su forma es alargada y bastante ancha en la

parte alta y mas angosta a medida que se aproxima al mar.

La cuenca del Rio La Villa tiene un area de drenaje de 1,284 km? y una elevacion
media de 170 msnm. El punto més alto de la cuenca es el Cerro Cacarafiado con una
elevacion de 997 msnm. Su rio principal, La Villa, tiene una longitud de 117

kilobmetros.

Esta cuenca se caracteriza por presentar un alto grado de deterioro ambiental, sobre
todo en la cubierta vegetal dentro de la misma. La deforestacion es alta debido al mal

uso del suelo, siendo la causa principal la ganaderia pastoril.

El estudio se realizo en tres puntos: en la parte alta, media y baja, (Figura 1) de la
Cuenca del rio La Villa. La parte alta esta localizada en Tres Puntas (Anexo Fig. No.
41) dentro de la Reserva Forestal EI Montuoso, en el distrito de Las Minas, entre los
corregimientos de El Toro y Chepo, Provincia de Herrera. El punto medio (figura 2)
se localiza en Macaracas, Balneario La Tahuara, Paso Viejo (Chupa), La Corneta,
(Anexo fig. No. 42) la cual es un distrito de la Provincia de Los Santos, localizado a

los pies del Cerro Canajagua.

El punto bajo esta localizado en Los Santos, especificamente en el area de la Represa
de Alcoholes Del Istmo S.A, en Las Cabras, Los Olivos y La Represa De La Fabrica
La Nestlé (Anexo fig. No. 43 y 44), la cual es un area de diversion para los santefios y

otros en el verano. Se incluyeron los puntos de las captaciones (Anexo fig. No. 46) de
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las potabilizadoras Roberto Reina y Rufina

Alfaro.

Figura 1: Ubicacion de los puntos altos, medio y bajo del monitoreo realizado al Rio La Villa. Fuente
Miambiente, 2009

Figura 2: Localizacion geografica de los sitios bajo estudio en la investigacion parte media y baja de la
cuenca del Rio La Villa, en Azuero

2.2 Disefio de la Investigacién

Este estudio utilizd un disefio completamente al azar de tipo descriptivo expofacto,
con la evaluacion de variables biologicas (indicadores y patdgenos), fisicas y
quimicas. EI muestreo se realizd6 de manera puntual y simple, realizandose en dos
épocas del afio: seca y lluviosa, para evaluar la variabilidad estacional en los puntos
alto, medio y bajo del rio Para este estudio, se eligieron diferentes puntos de

muestreo a lo largo de la cuenca del rio La Villa.

En cada punto de muestreo se tomé un total de 6 muestras de agua semanalmente en

cada época, con sus respectivas replicas, 3 para los indicadores microbioldgicos y 3
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para los patdgenos, dando un total de 36 muestras de agua por semana, totalizando
108 muestras por campafia y 216 entre las 2 épocas. En cada punto de muestreo se

evalu6 pardmetros fisicos quimicos.

2.3 Variables de la investigacion

2.3.1. Nivel de muestreo (alto -medio-bajo)

Se refiere a un sistema que esta caracterizado por la integracion e interrelacion de los
componentes bidticos y abidticos manteniendo un equilibrio dindmico y de
interaccion, una cuenca puede estar claramente dividida de acuerdo a las acciones
naturales o antropogénica en parte alta, media y baja, donde la parte alta es aquella
donde se conserva y no existe perturbacion alguna del hombre a los ecosistemas y
bosques, manteniéndose integra la biodiversidad, en la parte media, vemos una
perturbacion y fragilidad de los ecosistema acuaticos y terrestres que sostiene la
cuenca hidrogréfica, en la parte baja, existe un alta presion antropogénica, ya que es el

area donde se concentran las poblaciones (De La Cruz, 2008).

2.3.2. Epoca seca
El periodo entre diciembre y abril corresponde a la época seca. En esta época es

donde se presenta menor precipitacion pluvial (ETESA, 2010).

2.3.3. Epoca lluviosa
La época de lluvias se inicia en el mes de mayo y dura hasta noviembre, siendo los

meses de septiembre y octubre los mas lluviosos (ETESA, 2010).

2.3.4. Muestreos
Comprendio los puntos de monitoreo y toma de muestras, por campafia, de agua para

la evaluacion fisica y microbioldgica.

2.3.5. Parametros microbiologicos

Se refiere a la presencia de bacterias Coliformes totales y termotolerantes (fecales),
Streptococcus fecales, anaerobios, microbiota asociada al rio, que pueden afectar la
salud del ser humano. Se evaluaron a través de la determinacion de estos indicadores

de contaminacién bioldgica, y adicionalmente las bacterias patdgenas en agua, como
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Salmonella spp y Vibrio spp; aunque esto no se realiza habitualmente en los analisis
bacterioldgicos rutinarios (OMS, 1987).

2.4 Metodologia usada en la investigacion

Se efectud en dos fases: fase de campo y fase de laboratorio, en la Fase de Campo
para ambas épocas del afio y en cada estaciébn de monitoreo con sus respectivos
puntos de muestreos, se procedié a tomar muestras para analisis Microbiolégicos, v la
realizacion de analisis fisico con un multiparamétrico, y quimicos mediante titulacion
(alcalinidad).

2.4.1 Muestras en campo

Las muestras que se analizaron fueron tomadas especificamente en la cuenca del Rio
de la Villa; se tomaron en frascos estériles 100ml de agua, utilizando guantes de latex.
La toma de la muestra se realizd lo mas alejado posible de la orilla del rio,
sumergiendo el frasco unos 20 cm por debajo de la superficie, sujetado por el fondo
en posicion invertida y dandole la vuelta en sentido contrario a la corriente, fueron
etiquetados con el nimero de la muestra, punto de muestreo y la fecha de recoleccion
para que no hubiera confusién a la hora de procesar los datos; y luego se procedio a
colocarle la tapa y colocarlo en la nevera a 4 ° C para ser llevado al laboratorio de
Calidad de Agua del Ministerio de Salud, para su analisis microbioldgico, (anexo Fig.
No. 48)

Ademas se tomaron algunos parametros In situ tales como el pH, temperatura,
turbiedad, oxigeno disuelto, conductividad, usando un Multiparamétrico marca
HANNA, modelo 92132 (anexo fig. No. 41). Para ello se procedio a tomar muestras
de 1L en botellas de vidrio o plasticos, para los analisis de alcalinidad y fosfato y
nitrato y se refrigerd inmediatamente, metodologia sugerida por el Standard Methods
for the Examination of Water and Waste Water (APHA, 1999).
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2.4.2 Tecnicas para el procesamiento microbioldgico de la muestras.

La técnica utilizada deriva del Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater, (APHA, 1999). La cual se basa en la filtracion de un volumen
determinado, con el objetivo de obtener un crecimiento de bacterias que se pueda
identificar con facilidad. El filtro de membrana puede ser de vidrio, plastico
autoclavable, porcelana o acero inoxidable, el cual consiste en un embudo
transparente sujeto a una base por un dispositivo de bloque o en su lugar por la fuerza
magnética o la gravedad; el disefio debe permitir que el filtro de membrana sea
colocado de forma segura en la placa porosa del receptaculo y permitir que todo
liquido pase a través de la membrana durante la filtracion; con el aspirador de mano
aspirar el agua ya depositada en el embudo y asi sucesivamente, ( anexo Figuras No.
47 y 49).

En este caso, se hicieron tres diluciones por cada muestrea recolectada (4 muestras),
la Gltima dilucién (10 3) fue la que se filtro, luego de filtrada se retir6 la membrana y
posteriormente colocada en el agar correspondiente. Luego fueron incubados a la
temperatura indicada para cada agar. En este caso, para los Coliformes Totales fueron
incubados por 24 horas a una temperatura de 35 = 0.5 °C, produciendo unas colonias
de color rojo oscuro con un brillo verde metalico; los Coliformes Fecales
(termotolerantes), fueron incubados por 24 horas a una temperatura 44.5 + 0.2 °C,
formandose colonias de color azul o azul claro. Los Estreptococos se incubaron por
48 horas a una temperatura de 35 + 0.5 °C, produciendo colonias de color rojo oscura

al rosa, (anexo Figuras. 39 y 40).

2.4.3 Técnicas para Deteccion de Anaerobios

Para los Anaerobios, ademas de la técnica de filtro de membrana, se procedio utilizar
la técnica de anaerobiosis; la cual consiste en colocar el plato petri con su respectiva
membrana en una jarra de vidrio estéril con tapa rosca, y sobre esta se le coloca una
vela encendida, ademas de la cinta de Gasparck; luego se procede a tapar el envase y
sellarlo bien para que no le entre oxigeno. EI momento en que se apague la vela indica
gue no hay oxigeno y comienza el proceso de anaerobiosis, hasta que pasen 24 + 0.2
horas para ver los resultados, en este caso no se pudo observar nada ya que no hubo

crecimiento de colonias.
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Los resultados fueron expresados en UFC/um para todas las muestras recolectadas, la

formula utilizada fue:

UFC= N° de colonias x 100
ml de la muestra filtrada

2.4.4 Aislamiento y Deteccién de microorganismos patdgenos

Para las muestras de agua con posibles organismos patdgenos se utiliz6 la técnica de
filtro de membrana, descrita por el Centro para el Control y La Prevencién de
Enfermedades (CDC); Centro Nacional de Enfermedades Infecciosas (NCID);
Organizacion Panamericana de La Salud (OPS), 1994, Métodos de Laboratorio para
el Diagnostico de Vibrio cholerae, este método también se utilizo para el caso de
Salmonella spp, dicha técnica consistio en filtrar un volumen de agua entre 100 a 300
ml a través de una membrana colocada en un sistema de filtracion, finalizado el
proceso de filtracion de las muestras se colocaron las membranas en tubos Falcon de
plastico con una capacidad de 50 ml, cada uno con 30 ml de agua peptonada, este
proceso se conoce como pre-enriquecimiento, y luego se incubaron a una temperatura
de 35 a 37°C por 24 horas.

2.4.5. Enriquecimiento selectivo para microorganismos patégenos

Finalizado el proceso de incubacion se tomo 0.1 ml de los tubos Falcon iniciales con
agua peptonada que presentaban turbidez y se colocd en otros tubos Falcon que
contenian 15 ml de caldo Rappaport — Vassiliadis que es especifico para Salmonella
spp y se procedio a incubar a una temperatura de 43°C por 24 horas. Para el caso de
Vibrio spp se tomo el mismo volumen 0.1 ml del tubo Falcon con agua peptonada con
turbidez aparente y se vierte en otro tubo que contiene 15 ml de agua peptonada

alcalina y se incubd a una temperatura de 37°C por 24 horas.

2.4.6. Aislamiento selectivo para microorganismos patdgenos
Luego del proceso de incubacion de los diferentes caldos de enriquecimiento selectivo
se procedié a sembrar en agares para el aislamiento selectivo, como los son el agar

Salmonella-Shigella y agar TCBS.
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Se tomd 0.01 ml de los tubos con caldo Rappaport — Vassiliadis y se sembrd en un
plato petri de 20 ml con agar Salmonella-Shigella; se realizd el mismo procedimiento
para los tubos con agua peptonada alcalina y luego se sembrd en plato petri con agar
TCBS, con la ayuda de una asa bacterioldgica se esparci6 por todo el medio mediante
el proceso de estriado. Cada tubo con caldo Rappaport — Vassiliadis y agua peptonada
alcalina se sembro por triplicado. Luego se incub6 a una temperatura de 37°C por 24
horas.

2.4.7 Aislamientos de colonias sospechosas

A las 24 horas se tomaron los platos con agar Salmonella-Shigella y agar TCBS para
repicar o seleccionar las colonias sospechosas de Salmonella spp y Vibrio spp.

Las colonias de Salmonella spp que se seleccionaron en el medio Salmonella-Shigella
fueron translucida u opacas y con centro negro; mientras que las colonias sospechosas
de Vibrio spp en el medio TCBS fueron grandes, aplanadas, amarillas y con el centro
opaco. Una vez verificado su aspecto de crecimiento en los medios selectivos de las
colonias sospechosas, se procedio a realizar un cultivo puro; con un asa en punta se
picd la colonia sospechosa y sembrd, mediante la técnica de estriado se estrio en
platos petri con agar tripticasa de soya. Luego se incubo a una temperatura de 37°C

por 24 horas ( anexo Fig. No. 50)

2.4.8. ldentificacion bioquimica

Ya con las colonias sospechosas aisladas se procedio a realizar la tincion de Gram a
cada una de ellas para confirmar que no haya un cultivo mixto, luego se procedié a
sembrar cada cepa pura en tubos con rosca que contenian 10 ml de agar tripticasa de
soya Yy se incubd por 24 horas a 37°C.

Una vez finalizado el proceso de incubacidon se procedié a realizar una bateria de
pruebas bioquimicas como Triple Azlcar e Hierro TSI, Agar Sulfuro-Indol-Motilidad
(SIM), citrato, Agar Lisina y hierro (LIA), agar fenilalanina, agar sangre y la prueba

de sensibilidad a antibioticos.

2.5. Analisis Estadisticos
Los datos recolectados segun el estudio fueron analizados mediante el ANOVA,

correlacién, analisis de conglomerado y prueba de comparacién de medias de Duncan
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para el disefio completamente al azar, y se hizo la comparacion de los limites

unilaterales de F al nivel de 5 % de probabilidad.
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Capitulo 11

Resultados y Discusion
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3.1 Evaluacion de Indicadores bacterianos

De acuerdo a los resultados de la evaluacion de indicadores microbiol6gico, los

Coliformes Totales a nivel de la cuenca del rio La Villa para ambas épocas, arrojaron

diferencias altamente significativas con una mayor cuantificacion para la época

lluviosa, ( Cuadro No. 3y Figuras No. 3y 4).

Cuadro No. 3. Analisis de varianza: conteo UFC (Unidades formadoras de

Colonias) Coliformes Totales en las dos época del afio.

Fuente de DF Suma de Cuadrado F- valor Pr>F
variacion cuadrados | de la media
Modelo 5 42227.29339 | 8445.45868 91.79 < .0001**
Error 82 7544.94877 | 92.01157
Total 87 49772.24216

Coef. Var: 24.78857%

de agua

2500
2000

UFC/ 100 mi 15007
10001

500

0

Seca

Epoca

Lluviosa

Figura No. 3 Determinacion de Bacterias Coliformes totales para ambas épocas durante el

estudio.
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Figura No.4: Diferencias significativa de Coliformes entre la época seca y lluviosa

Se observa mayor distribucion de coliformes totales para la época lluviosa, debido al

lavado de los suelos, la cuenca del rio La Villa, posee perturbacion antrépica, debido

principalmente a las actividades agropecuarias (Arcia et al., 2004).

En cuanto a los resultados obtenidos para los Coliformes Fecales (termotolerantes) a

nivel de la cuenca del rio La Villa para ambas épocas, se determind diferencias

altamente significativas, con una mayor concentracion de Coliformes Fecales para la

época seca, (véase, figura No. 5y Cuadro No. 4).

Cuadro No. 4. Analisis de varianza: conteo de colonias (UFC/100 ml) Coliformes

Fecales en las dos épocas del afio (seca y lluviosa).

Fuente de DF Suma de Cuadrado F- Valor Pr>F
variacion cuadrados | de la media
Modelo 5 12496.71101 | 2499.34220 16.26 < .0001**
Error 82 12603.68152 | 153.70343
Total 87 2500.39253

Coef. Var: 78.33246%
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Figura No.5: Determinacion de Bacterias coliformes fecales (Termotolerante) para ambas épocas

En la época lluviosa se da el valor méas alto de Coliformes mientras que para la época
seca se obtienen los promedios mas altos de Coliformes fecales. Se muestra que no es
mucha la diferencia en la incidencia entre las estaciones pero si entre los
microorganismos Coliformes y Coliformes fecales.

Los analisis de la calidad microbiologica de la Cuenca del Rio La Villa para ambas
épocas del afio arrojaron que hay diferencias significativas entre ambas, esto lo
confirma un estudio realizado por la ANAM, (2007); en la cual llegaron a la misma
conclusion para ambas épocas.

Para los Coliformes Totales, se detectd que no hay diferencias significativas entre
ambas épocas, con un mayor crecimiento en la época lluviosa, a un 5 % de
probabilidad, véase (Cuadro No. 3 y Figuras No. 3y4). Para los Coliformes Fecales
se obtuvo que si hay diferencias significativas entre ambas épocas asi lo demuestra
andlisis de varianza, que hubo diferencias altamente significativas entre la época seca
y lluviosa con probabilidad de 1% (<0.0001), esto lo corrobora en un estudio
realizado por el ANAM, (2009), durante los afios 2002 a 2008 que en sus resultados
sobre la evaluacion de UFC de coliformes fecales arrojo que en la parte de Los Olivos
para el afio 2008 durante la época seca fue de 200 UFC, mientas que para la época
lluviosa se obtuvo 22 000 UFC, (Cuadro No. 4 y Fig. No. 5). Para los Estreptococos

se detectd que hay diferencias significativas entre ambas €pocas, con un mayor
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crecimiento en la época lluviosa, que en la época seca, (Cuadro No. 5y Figura No.

6).

Cuadro No. 5. Anédlisis de varianza:
Estreptococos fecales en las dos época del afio (seca y lluviosa).

conteo de colonias (UFC/100 ml)

Fuente de | DF Suma de | Cuadrado F-valor |Pr>F
variacion cuadrados de la media
Modelo 5 294956.2921 | 58991.2584 | 296.11 | < .0001**
Error 82 16336.1585 | 199.2214
Total 87 311292.4506

Coef. Var: 32.77032%

de agua

UFC/ 100 m

10000 1
8000
| 6000
4000
2000 1

0

Seca

Lluviosa

Epoca

Figura No.6: Determinacion de Streptococcus fecales para ambas épocas del afio.

La ocurrencia de Streptococcus sp a lo largo del rio La Villa en los sitios de muestreos

para la investigacion: La Tahuara, Paso Viejo (Chupd), La Corneta (La Colorada), Las

Cabras, Los Olivos, Tres Puntas (EI Montuoso) y Represa La Nestlé. La mayor

ocurrencia de Streptococcus spp se presentd en el sitio a la altura de la Represa de la

Empresa La Nestleé (Fig.No.7), a nivel posterior a la represa La Nestlé, existe un

descarga de aguas residuales sin tratamiento, siendo el rio La Villa receptor de

descargas de actividades humanas (Gonzéalez, 2003).
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Figura No. 7 Ocurrencia de Streptococcus spp., en los diferentes sitios de muestreos a lo largo del rio
La Villa, desde enero del 2016 a diciembre de 2016.

Con respecto a los resultados para los Anaerobios a nivel de la cuenca del rio La Villa
para ambas épocas no fue significativo, ya que de estos no fueron detectados para esta

investigacion (Fig. No.8).

1-
0.87

UFC/ 100 ml 0.6
deagua (.4

0.21
0 L L7
Seca Lluviosa

Epocas

Fig. No. 8: Recuento de Anaerobios para ambas épocas del afio.

De acuerdo a los resultados para los indicadores estudiados (Coliformes Totales,
Fecales, Estreptococos y Anaerobios), entre los niveles del rio en la época seca se

puede observar que hay diferencias significativas entre estos, ya que los

52



Coliformes Totales obtuvieron mayor crecimiento en la parte media y baja del rio,
(Figuras No. 9 y 11). Mientras que los Coliformes Fecales (termotolerantes) se
concentraron en la parte baja de la cuenca, (Figuras No. 11,12 y13) EI namero de
coliformes totales y coliformes fecales aumenta con el punto de muestreo, siendo
mas bajo en el punto alto que en el bajo, El nimero de coliformes fecales fue mas
bajo en la seccion alta, no existiendo diferencias entre las secciones media y baja.
Para los Estreptococos, se observd mayor ocurrencia en la parte alta del rio, véase
(Fig. No. 10). Las actividades pecuarias y humanas que se intensifican en esta
parte del rio, lo que podrian tener implicancia en estos resultados, los coliformes
al igual que los estreptococos estan relacionados con cuadros de gastroenteritis.

Current effect: F 2, --)=1.1884, p=322015

4.1

40|

3.9 r

3.8 r

Logaritme del conteo da colformes totales

Seca
e —ﬁ- Temporads Lwvicsa

Ao edic Bajo
Mivel

Figura No. 9: Variacion del Conteo de Coliformes entre los puntos del rio y época
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Fig. No. 10: Evaluacion de bacterias indicadoras para la parte alta del rio
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Figura No.11: Variacién del Conteo de Coliformes fecales (Termotolerantes), entre las épocas y
puntos de monitoreo del rio La Villa
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Fig. No. 12 Evaluacion de bacterias indicadoras en la parte media del rio, en época seca

Con respecto a los niveles del rio para las dos epocas del afio, los resultados arrojaron
que en la Cuenca de Rio La Villa hay diferencias significativas entre los puntos
estudiados, se puede decir que los Coliformes Totales tienen una prioridad de
crecimiento en la parte media y baja del rio para la época seca, no asi para la epoca
lluviosa; ya que estos arrojaron un mayor crecimiento en la parte alta, esto lo
confirma un estudio realizado por la ANAM vy JICA, (2002 y 2003) (Figuras No.
7,8,9,10,11y12). Mientras que para los Coliformes Fecales, se observd mayor
ocurrencia en el punto bajo del rio para la época seca, esto puede ser corroborado por
un estudio efectuado por la ANAM, (2007), donde concluy6 que el grado de
contaminacion del rio en la parte baja es mayor o supera los limites de normalidad,
(Fig. No.12 y 13). Para los Estreptococos se obtuvo mayor crecimiento en la parte alta

del rio para ambas épocas.
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Fig. No.13: Evaluacion de bacterias indicadoras en la parte baja del rio-epoca
seca

Con respecto a los resultados obtenidos en la evaluacion de los indicadores en la
cuenca del rio La Villa entre los niveles de rio, para la época lluviosa se observo que
hay diferencias significativas entre los niveles para todos los indicadores estudiados,
con excepcion del los Estreptococos en la parte media y baja del rio, ya que podemos
decir que no hay diferencias significativas entre estos dos puntos, (Figuras No. 14y
15). Para los coliformes Totales y fecales se observd mayor ocurrencia en la parte

media y baja (Figuras No. 15y 16).
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Fig. No.14: Recuento de Bacterias indicadoras en la parte alta del rio para la

época lluviosa
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Figura No. 15: Recuento de bacterias indicadoras en el nivel medio del rio para

la época lluviosa

57




600
1 M| C. totales
500 @ C. fecales
400 M Estreptococos
UFC/ 100 3001 O Anaerobios
ml de agua
200
100
O -
Bajo
Nivel

Figura No. 16: Recuento de Bacterias indicadores en la parte baja del rio, para la
época lluviosa

Luego del Analisis Jerarquico (Conglomerado-Cluster), en el correspondiente
dendrograma (Fig.No.17), se observan dos grandes grupos: El Grupo de La Corneta 'y
Las Cabras; y el Grupo del Tahuara, Paso Viejo y Los Olivos , todos en su parte
media. De acuerdo a esta figura observamos que son muy diferentes en términos de
Streptoccocus sp. (ocurrencia-abundancia). En el caso del grupo de la izquierda,

observamos que El Tahuara y Paso Viejo son menos diferentes.

1o

B0rTo

]

[21]

A%

e

E Tahuara Pass Wieho Los Oiwesla Cometalas Cabras

Fig.No.17 Analisis de Comglomerado ( WARD, BRAY-COURTIS) para
Streptococcos spp por sitio de muestreo.
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3.2. Evaluacion de bacterias patdgenas

En cuanto a la evaluacion de microorganismos patégenos, los resultados de las dos
bacterias patdgenas estudiadas, para esta investigacion en los niveles altos, medio y
bajo del rio son también apreciados en la Figura No. 18, en la parte alta no se
encontraron ocurrencias, la bacteria Salmonella spp que tiene mayor cantidad en los
dos niveles, presenta su mayor cantidad en el nivel medio del rio tres veces la
encontrada en el nivel bajo. Mientras que Vibrio spp se encontrd en menor cantidad

en comparacion con Salmonella spp

20 1

N\
N\

10 A

Salmonella spp Vibrio spp

M Bajo m Medio

Fig. 18: Distribucién de la cantidad de bacterias patogenas Salmonella spp y
Vibrio spp .por nivel del rio.

Cuadro N°6 Aislamientos de bacterias patogenas en la época seca y lluviosa.

EPOCA Frecuencia %
Lluviosa 18 43.9
Seca 23 56.1

El valor de X2 calculada = 0.61 que tiene una probabilidad = 0.432

Al evaluar las dos frecuencias, la época seca y lluviosa, el analisis de X2 no encontro
suficiente evidencia en este experimento para indicar que existe diferencia

significativa entre las dos épocas (Cuadro No.6).
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Fig. N°19: Aislamiento de bacterias patdgenas en la época seca y lluviosa.

Esta figura muestra la frecuencia de baterias aisladas en la época seca en comparacion
a la lluviosa, se puede observar que en la época seca hubo mayor aislamiento de

patdgenos.

Cuadro N°7 Distribucion de la cantidad de bacterias patdégenas Salmonella spp y

Vibrio spp por las época.

Epoca Salmonella spp Vibrio spp
Lluviosa 16 2
Seca 16 7

La ocurrencia de Salmonella spp y Vibrio spp en las épocas seca y lluviosa se
comparan en el Cuadro N°7. Es importante indicar que la Salmonella spp no parece
tener preferencias entre las dos estaciones, mientras que en el caso de Vibrio spp

aparecen en mayor cantidad en la época seca.
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Figura No.20: Distribucién de la cantidad de bacterias patdégenas Salmonella spp
y Vibrio spp para las época seca y lluviosa.

Se puede observar que Salmonella spp no discrimina entre épocas ya que se obtuvo la
misma cantidad de bacterias aisladas, en tanto que Vibrio spp se obtuvo un mayor

aislamiento durante la época seca en comparacién con la lluviosa.

Cuadro N°8 distribuciones de los conteos para las bacterias patdgenas

Salmonella spp y Vibrio spp por sitio de muestreo.

Localidad Salmonella spp Vibrio spp
Chupal 2 0
Chupa2 11 0

Los Olivos 3 2

PB1 4 3
PB2 4 0
PB3 8 4
total 32 9
% 78.05 21.95

En el Cuadro N°8 presentamos los resultados de las dos bacterias (Salmonella spp y
Vibrio spp) por sitio de muestreo. En total se observa que Salmonella spp tiene mayor
presencia que Vibrio spp y esto es asi en todos los sitios de muestreo, la mayor

cantidad de Salmonella spp las encontramos en Chupa 2y parte baja (PB3
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). Se destaca en estos resultados que en tres sitos de muestreo no se encontrd Vibrio

Spp.

De manera colateral la investigacion evalud la microbiota que se encuentra asociada a

las captaciones de agua de las Plantas Potabilizadoras Roberto Reyna y Rufina Alfaro,

ubicadas en las Provincias de Herrera y Los Santos, respectivamente durante la época

seca Y lluviosa. Los resultados encontrados demuestran que no hay gran variedad y

diversidad de la microbiota asociada a las tomas de agua de las plantas

potabilizadoras para ambas épocas como se muestran en las gréaficas de abajo.
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2 ROBERTO REYNA 1150 540

= RUFINA ALFARO

= ROBERTO REYNA

Figura N°21. Comparacion de los niveles de coliformes totales en las tomas de
agua Rio La Villa, de las plantas potabilizadora para ambas épocas.
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Figura N°22. Comparacion de los niveles de coliformes fecales en las tomas de
agua de las Potabilizadoras Roberto Reyna y Rufina Alfaro para ambas épocas.

En las Figuras No0.21 y 22 se observa que estadisticamente no hay diferencias
significativas entre las tomas de agua de las diferentes potabilizadoras, pero si entre
las épocas de estudio, ya que en la época seca es donde se dio el nivel més alto de
estos microorganismos. Segun un estudio realizado por De la Cruz, (2008) en la
Cuenca del Rio La Villa se concluye que los coliformes totales se encuentran en
mayor concentracion para la época seca con respecto a la época lluviosa. En este
mismo sentido la toma de agua de la potabilizadora Rufina Alfaro fue la que presento
mayor incremento de coliformes totales, debido a que los puntos de muestreos se
encontraban dentro de las actividades ganaderas, porcina y sembradios
agropecuarios., contribuyendo asi al aumento de estos microorganismos, a diferencia
de la toma de agua de la potabilizadora Roberto Reyna donde los resultados obtenidos
fueron bajos, podemos decir que se debe al tipo de actividades que se realizan con
menor frecuencia en esta area.

En las figuras 23 y 24, se puede observar que de todos los aislamientos de bacterias
que se hicieron para la época seca en las dos tomas de agua, el género Salmonella
spp., fue el que mayormente se encontr6. Los microorganismos del genero
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Salmonella spp., estan extensamente diseminados en la naturaleza como comensales

y como patdgenos del aparato digestivo de los mamiferos domeésticos y silvestres,

aves, reptiles e insectos, en los cuales pueden llegar a producir una amplia gama de

enfermedades. Todas las salmonelas son potencialmente patégenas (Stanchi, 2007).

En cuanto a la época lluviosa el género Klebsiella spp., (Figuras.No.23 y 24) fue

quien predomind con un mayor porcentaje para ambas tomas de agua. Esta bacteria se

encuentra por todas partes en la naturaleza, puede ser debido a los serotipos

microbianos distintos que desarrollan las adaptaciones especificas del lugar, con las

adaptaciones bioquimicas asociadas que los hacen mejor adaptados a un ambiente

particular (Bagley, 1985). Se pueden encontrar en el agua, el suelo, las plantas, los

insectos, los animales y los seres humanos.

Seca
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2% m Shigella sp

28% mE.coli

9%
Enterobacter sp

0
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H Citobacter sp
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= Serratia sp

Lluviosa
3% Proteus sp
6% 6% 99, mKlebsiella sp sp
3% B E.coli
B Serratia sp

® Enterobacter sp

m Shigella sp
Salmonella sp
Yersinia sp

Pseudomona sp

3%

Figura No.23. Ocurrencia de géneros bacterianos aislados en la toma de agua de
la Potabilizadora Ing. Roberto Reina durante las épocas.
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Figura No.24. Ocurrencias de géneros bacterianos aislados en la toma de agua de
la Potabilizadora Rufina Alfaro durante las épocas

3.1 Parametros Fisico Quimicos

Los resultados para los parametros fisicos—quimicos arrojaron

que no son

significativos para ambas épocas; pero si en los niveles altos, medio y bajo del rio, ya

que en algunos casos la temperatura y el pH aumentaban y en otros puntos bajaba,

pero siempre se mantuvo constante. Estos pardmetros no tuvieron ningan efecto en los

indicadores microbianos estudiados, (Figuras No. 25, 26 y 27) para el pH y (Figuras

No. 28, 29 y 30) para la temperatura, respectivamente
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Figura No. 25. Evaluacion del pH a nivel de los diferentes puntos de muestreo de
la cuenca del Rio La Villa en la época seca
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Figura No. 26. Evaluacion del (pH) a nivel de los diferentes puntos de muestreo
de la cuenca del Rio La Villa en la época lluviosa

El pH no demostrd diferencias significativas al nivel de 5% de probabilidad, en ambas
épocas del afio, el mismo se mantuvo constante como se observa en las figuras de
arriba.

A nivel de sitios podemos observar que el pH en Los Olivos de la parte media y Tres
Puntas de la parte alta, respectivamente, se encuentran en un rango de 7.5 — 7.6, son

pH con un rango cercano a la neutralidad o neutros, mientras que para el sitio ubicado
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en la parte baja, a la altura de La Represa Empresa La Nestlé (EI Higuerdn), el pH
registro un valor muy elevado, con tendencia alcalina. Lo que demuestra la alta
actividad agricola y ganadera comin alrededor de este sitio, que se observé, sumado a
ellos los procesos de iluviacion con las escorrentias que permiten que los suelos se

laven y se drenen las aguas al rio, contribuyendo asi a elevar el pH (Fig.No.27).
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Tres El Taguara Paso Viejo Corneta Las Cabras Los Olivos El
Puntas Higueron

Fig.No.27: Valores del pH por sitio de muestreo, a lo largo del rio La Villa
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Figura No. 28. Evaluacién de la temperatura en los diferentes, niveles de
muestreo en la cuenca del rio La Villa en la época lluviosa
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Figura No. 29. Evaluacion de la temperatura en los diferentes niveles de
muestreo en la cuenca del rio La Villa, para la época seca

Para la temperatura tampoco hubo diferencias significativas, se puede observar en las
(Figuras No. 28 y 29) que se mantuvo constante.

Para el sitio Tres Puntas, ubicado en la Reserva Forestal EI Montuoso, de la parte alta
del rio, el valor de la temperatura fue mas bajo, mientras que en los sitios Las Cabras
ubicado en la Represa de Alcoholes del Istmo y Los Olivos de la parte baja y media
respectivamente, los valores de la temperatura oscilan més altos, esto es légico ya que
en esta zona del rio se registran los fendmenos de deforestacion, quema y tala por
parte del hombre, trayendo como consecuencias la incidencia directa del sol sobre el

curso del agua en las riberas del rio. Lo contrario al sitio Tres Puntas (Fig.No.30)

28

27

26

25

24

23

22

21 T T T T T T 1

Tres Puntas El Taguara Paso Viejo La Corneta Las Cabras Los Olivos El Higueron
Fig. No.30: Valores de la temperatura por sitio de muestreo, a lo largo del rio La
Villa desde enero de 2016 a diciembre de 2016
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Respecto al pardmetro oxigeno disuelto, para el sitio ubicado en la parte baja de la
Represa de La Empresa La Nestlé se presentd un menor porcentaje de saturacion de
oxigeno disuelto, esto probablemente debido a que es en este sitio donde se le
atribuye posiblemente la mayor cantidad de desechos. Por otro lado, en el sitio Tres
Puntas, parte alta del rio se obtuvo el mayor porcentaje de saturacién de oxigeno
(Fig.No.31)
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Figura No.31: Porcentaje de saturacion de oxigeno, por mes de muestreo, a lo largo
del rio La Villa, desde enero de 2016 a diciembre de 2016.

Para el sitio Tres Puntas en su parte alta del rio, se presentdé el menor nivel de
alcalinidad, lo contrario al sitio Paso Viejo, parte media donde se observa el nivel mas

elevado de la alcalinidad en todos los muestreos realizados (Fig.No.32)
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Figura No0.32: Valores de la alcalinidad, por sitio de muestreo, a lo largo del rio La Villa desde enero
de 2016 a diciembre de 2016.
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Para el sitio La Tahuara, parte media del rio, el valor de la turbiedad fue més elevado,
esto probablemente por la sedimentacidn, porcinoculturas, contaminacion por basuras,
residuos de fertilizantes producto de la intervencion del hombre. Lo contrario a el sitio
Tres Puntas, parte alta del rio donde se registré el valor mas bajo de la turbiedad
(Fig.No0.33).
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Figura No.33: Valores de la turbiedad, por sitio de muestreo, a lo largo del rio La Villa desde enero de
2016 a diciembre de 2016.

Para el sitio ubicado en la parte baja a nivel de la Represa de La Empresa La Nestlé
(El Higueron) se present6 un alto rango de la conductividad. Por otro lado, en el sitio
Tres Puntas, parte alta del rio, la conductividad se registr6 en un menor rango,
posiblemente es que este sitio es poco intervenido por el hombre lo contrario a las

demas sitios de muestreos (Fig.No.34).
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Figura No.34: Valores de la conductividad por sitio de muestreo, a lo largo del rio La
Villa, desde enero de 2016 a diciembre de 2016.
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Con respecto a la relacién que puedan tener los pardmetros tomados en cuenta con los

indicadores y patdgenos, se observd que estos no afectan en nada al crecimiento de las

bacterias indicadoras en la Cuenca del rio La Villa; dado esto, podemos sefialar que

los parametros fisico-quimicos son independientes de los indicadores (figuras No. 35

y 36) este hallazgo se encontro en la investigacion realizada en Chile por Rivera et al.,

(2004).
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Figura No. 35. Comparacion entre las Bacterias Indicadoras y el pH durante las dos

épocas del afio
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Figura No. 36. Comparacion entre Bacterias Indicadoras y la temperatura en las dos
épocas del afio.

Adicionalmente, podemos observar que, para el andlisis de conglomerado, en este
estudio, se congregan los sitios de La Tahuara, Paso Viejo, Los Olivos, La Corneta y
Las Cabras, formando la parte media, el sitio ubicado a la altura de La Represa de La
Empresa La Nestlé, forma la parte baja, mientras que el sitio Tres Puntas ubicado en
la Reserva Forestal el Montuoso, formando la parte alta del rio La Villa (Fig.No.37).
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Figura.No.37 Analisis de conglomerado (WARD, BRAYT-COURTIS) para demostrar si existen zonas
a lo largo del rio La Villa.

De acuerdo con el analisis discriminante nMDS, observamos que los sitios de estudios
se organizan en tres grupos bien diferenciados, a saber: EIl grupo A (conformado por
el sitio Tres Puntas), el grupo B (conformado por la mayoria de los sitios) y el grupo
C (conformado por el sitio Los Olivos); de estos el grupo B, presenta el mayor

esfuerzo del muestreo.
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10.

11.

12.
13.

CONCLUSIONES

El crecimiento de Bacterias Indicadoras entre las dos épocas del afio fue
altamente significativo, a un 5% de probabilidad.

El crecimiento de Coliformes Totales fue altamente significativo para las dos
épocas del afio, con una mayor ocurrencia en la época lluviosa.

Con respecto a los niveles del rio, se observé mayor ocurrencia de Coliformes
Totales en la parte media y baja del rio para la época seca y en la parte alta
para la época lluviosa.

El crecimiento de Coliformes Fecales fue altamente significativo para la época
seca, no asi para la lluviosa.

Se determin6 mayor ocurrencia de Coliformes Fecales en el nivel bajo del rio.
El crecimiento para Estreptococos fue altamente significativo para ambas
épocas, con una mayor ocurrencia en la época lluviosa.

Los niveles mas altos de Streptococcus sp se encontraron en la parte baja,
especificamente a la altura de la represa La Nestlé.

De los siete puntos muestreados a lo largo del Rio la Villa, el sitio con la
mayor ocurrencia de Streptococcus spp., fue EI Higueron ubicado en la Parte
baja de la Represa la Nestlé. La mayor ocurrencia probablemente se debe a las
descargas de desechos organicos e inorganicos (ganaderia, porcinoculturas)
entre otros, trayendo consecuencias a la bioaumentacion de microorganismos.
Con respecto a los puntos de muestreo se observd mayor crecimiento en la
parte alta de la Cuenca.

El crecimiento para los Anaerobios no fue significativo ya que de este no se
detect6 crecimiento.

En el sitio Tres Puntas en la Reserva Forestal el Montuoso, se determin6 una
alta saturacion de oxigeno, observandose lo contrario en la parte baja de la
Represa La Nestlé.

En la época seca hubo mayor aislamiento de patdgenos.

Se encontrd que la frecuencia de bacterias patdgenas en el nivel medio es 27 y
el nivel bajo es 14, la frecuencia de bacterias en el nivel medio es 65.9%, y en

el nivel bajo es s6lo el 34.1%.
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14. No se encontraron diferencias significativas entre los muestreos para los
patdgenos aislados.

15. Respecto al nivel bajo, la diferencia entre las dos bacterias no es apreciable
con un valor de 8 para Salmonella spp y 6 para Vibrio spp, como lo es en el
nivel medio del rio donde se tienen 24 Salmonella spp y sélo 3 de Vibrio spp.

16. Segun los parametros fisico-quimicos tomados en cuenta como el pH y la

temperatura se mantuvieron constantes.
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RECOMENDACIONES
Realizar proyectos que puedan indicar la calidad microbiologica entre los
niveles del rio, sobre otros indicadores que puedan existir en esta cuenca.
También tomar en cuenta otros parametros fisico-quimicos, en otros estudios
que se realicen en esta cuenca, como oxigeno disuelto, turbiedad,
conductividad, DBO, plomo, entre otros.
Observar los efectos que tengan los parametros fisico-quimicos entre las dos
épocas del afo y entre los niveles del rio, como también la relacion que tengan
con los indicadores.
Medir las diferencias que se puedan observar entre los indicadores estudiados
y otros indicadores en futuras investigaciones.
Hacer estudios sobre otros Anaerobios, utilizando otros métodos de deteccion.
Por ultimo, se debe tomar conciencia de que el agua es el recurso hidrico mas
importante en nuestra vida, por lo que se recomienda cuidarlo y protegerlo, ya

gue sin este no somos nada.
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Cuadro No.9 Resultados obtenidos en la época seca, para las Bacterias Indicadores,
en los tres niveles de la Cuenca del Rio La Villa, entre los meses de enero, febrero y
marzo (2016) y octubre, noviembre y diciembre (2016).

Monitoreo | Epoca | Niveles Bacterias indicadoras de agua
seca
No. 1 Coliformes | Coliformes | Estreptococos | Anaerobios
Totales Fecales
1 1 3300 0 7400 0
No. 1 1 1 2000 0 5500 0
1 1 4200 0 8500 0
1 1 4100 0 8400 0
1 1 3100 0 13300 0
No. 2 1 1 1900 0 16100 0
1 1 4000 0 11500 0
1 1 2800 0 1200 0
1 1 2000 0 1500 0
No. 3 1 1 1100 0 3000 0
1 1 4000 0 11000 0
1 1 4200 0 8500 0
1 2 1900 600 300 0
No. 1 1 2 1500 1400 300 0
1 2 700 0 300 0
1 2 1800 1000 500 0
1 2 200 2800 400 0
No. 2 1 2 700 500 100 0
1 2 900 0 200 0
1 2 1500 1200 0 0
1 2 100 500 0 0
No. 3 1 2 700 100 100 0
1 2 300 100 400 0
1 2 1200 300 0 0
1 2 200 0 100 0
No. 4 1 2 700 100 100 0
1 2 300 0 0 0
1 2 1300 100 0 0
1 3 2000 2700 300 0
No. 1 1 3 1000 1000 500 0
1 3 1900 1200 900 0
1 3 500 500 300 0
1 3 2600 300 200 0
No. 2 1 3 1900 1900 100 0
1 3 2400 3300 200 0
1 3 1300 300 900 0
No 3 1 3 1600 400 200 0
1 3 500 1700 100 0
No. 3 1 3 200 10000 200 0
1 3 600 100 0 0
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No. 4

1 3 1500 900 300 0
1 3 1000 900 0 0
1 3 2000 1500 0 0
1 3 1800 1600 300 0

Cuadro No0.10 Resultados obtenidos sobre el crecimiento de Bacterias Indicadoras
en la época lluviosa, para los tres niveles del rio, en la Cuenca del Rio La Villa entre
los meses enero, febrero, marzo (2016) y octubre, noviembre, diciembre (2016).

Monitoreo | Epoca | Niveles Bacterias indicadoras de agua
lluviosa
Coliformes | Coliformes | Estreptococos | Anaerobios
No. 2 Totales Fecales
2 1 11400 0 34400 0
No. 1 2 1 6200 0 25800 0
2 1 6800 0 32900 0
2 1 7800 0 36800 0
2 1 7300 0 27000 0
No. 2 2 1 6900 0 36000 0
2 1 6300 0 32100 0
2 1 6600 0 33900 0
2 1 9500 0 21500 0
No. 3 2 1 8500 0 29500 0
2 1 5900 0 30500 0
2 1 8000 0 25800 0
2 2 800 400 200 0
No. 1 2 2 800 500 500 0
2 2 800 300 200 0
2 2 900 300 300 0
2 2 800 600 200 0
No. 2 2 2 600 400 0 0
2 2 800 500 500 0
2 2 100 900 600 0
2 2 200 0 0 0
No. 3 2 2 500 0 0 0
2 2 100 100 0 0
2 2 200 100 0 0
No. 4 2 2 400 200 0 0
2 2 400 600 0 0
No. 4 2 2 100 0 0 0
2 2 100 100 100 0
2 3 1100 600 900 0
No. 1 2 3 1000 200 300 0
2 3 300 600 200 0
2 3 1300 1000 700 0
2 3 400 200 0 0

(0 0]
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No. 2 2 3 600 400 0 0
2 3 300 400 0 0
2 3 700 600 100 0
2 3 900 100 0 0
No. 3 2 3 600 400 0 0
2 3 100 100 0 0
2 3 200 100 100 0
2 3 400 200 0 0
No. 4 2 3 1000 0 100 0
2 3 200 100 0 0
2 3 100 100 100 0

Para la prueba de rango multiple de Duncan para los Coliformes Totales, las medias
arrojaron que no son significativamente diferentes, pero con una mayor ocurrencia en

la época dos, véase (Cuadro No. 11).

Cuadro No. 11 Prueba de rangos multiples para los Coliformes Totales, en las dos
épocas del afo.

Duncan Media N Epoca
A 39.300 44 2
A 38.093 44 1

Al comparar los rangos multiples de Duncan para los Coliformes Fecales se observo
que hay diferencias significativas entre ambas épocas, con un mayor crecimiento en la

época seca, véase (Cuadro No. 12).

Cuadro No.12 Prueba de rangos multiples para Coliformes fecal, en las dos épocas
del afio.

Duncan Media N Epoca
A 20.022 44 1
B 11.632 44 2

Al hacer la comparacion del rango multiple de Duncan para los Estreptococos se
puede determinar que hay diferencia significativa entre ambas épocas, con una mayor

ocurrencia en la época lluviosa, véase (Cuadro No. 13).
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Cuadro No.13 Prueba de rangos multiples para Estreptococos en las dos épocas.

Duncan Media N Epoca
A 53.836 44 2
B 32.306 44 1

A pesar de que el resultado que se obtuvo de los Anaerobios no fue significativo al
hacer la prueba del rango maltiple de Duncan para ambas épocas se pudo observar
que no son significativamente diferentes, o sea que son iguales para ambas épocas,
véase (Cuadro No. 14).

Cuadro No.14 Prueba de rangos multiples para Anaerobios en las dos épocas.

Duncan Media N Epoca
A 0.7071 44 1
A 07071 44 2

Al realizar la prueba del rango maltiple de Duncan para los Coliformes Totales para
los diferentes niveles del rio se observa que hay diferencia significativa entre estos
puntos,, con una mayor ocurrencia en la parte alta de la cuenca, vease (Cuadro No.
15).

Cuadro No.15. Prueba de rangos multiples para coliformes Totales en los diferentes
niveles de la cuenca.

Duncan Media N Nivel del
rio
A 70.575 24 1
B 29.425 32 3
C 24.059 32 2

Para la prueba de rango multiple para los Coliformes Fecales se observo diferencias

significativas entre los niveles del rio, con una mayor ocurrencia en la parte baja y

media del rio, véase (Cuadro No. 16).

Cuadro No.16 Prueba de rango multiple para Coliformes Fecal en los tres niveles del

rio.
Duncan Media N Nivel del
rio
A 26.402 32 3
B 16.592 32 2
C 0.707 24 1




La prueba de rango multiple de Duncan para los Estreptococos arrojé que hay
diferencias significativas para el nivel alto con respecto al nivel medio y bajo;
mientras que el punto medio y bajo no son significativamente diferentes, con una

ocurrencia mayor en el punto alto de la cuenca, véase (Cuadro No. 17).

Cuadro No. 17 Prueba de rango multiple para Estreptococos en los diferentes niveles
de la cuenca.

Duncan Media N Nivel del
rio
A 129.544 24 1
B 11.383 32 3
B 9.904 32 2

A pesar de que para los Anaerobios no se obtuvo crecimiento al realizar la prueba de
rango multiple de Duncan se puede decir que hay diferencias significativas para el
nivel alto con respecto al nivel medio y bajo; mientras que los puntos medio y bajo de

la cuenca no son significativamente diferentes, véase (Cuadro No. 18).

Cuadro No.18 Prueba de rangos multiples para Anaerobios en los tres niveles del rio.

Duncan Media N Nivel del
rio
A 0.7071 24 1
B 0.7071 32 2
B 0.7071 32 3

Cuadro No. 19 Datos del pH y la Temperatura, tomas en los tres puntos de muestreo
durante la época seca.

Monitoreo pH Temperatura
Punto de muestreo Punto de muestreo
Alta Media Baja Alta Media Baja
No 1 7.53 7.5 7.87 214 21.3 22
No 2 7.97 7.83 7.75 30.9 26.2 29.6
No 3 7.7 7.93 7.7 29.1 30.9 30.8

87




Cuadro No.20 Datos del pH y Temperatura en los tres puntos de muestreo en la

época lluviosa.

Monitoreo pH Temperatura
Punto de muestreo Punto de muestreo
Alta Media Baja Alta Media Baja
No 1 7.78 9.3 8.6 22 22.2 22
No 2 7.46 8.8 7.35 24.4 275 26.4
No 3 8.3 7.07 1.74 26.1 26.5 25.4

Cuadro sobre la localizacién de muestreo de los tres puntos de monitoreo, en los

cuales se menciona las coordenadas, el uso que se le da al agua en los diferentes

puntos y algunas recomendaciones.

Cuadro No.21 Localizacion de los puntos de monitoreo.

Punto Lugar Cuerpo | Coordenadas Uso Recomendaciones
de agua (UTM) representativo
del agua
1 Vivero RioLa |854755N Segun analisis Debido a que es cerca al
Tres Villa 522098 E preliminar, inicio del Rio La Villa,
Puntas sirve para sirve de referencia.
cualquier uso
2 Taguara Rio La | 855173 N Recreacion, Debido a que el agua
Villa 548566 E potencial uso entra en contacto directo
para con la poblacién, este es
abastecimiento | un punto importante.
domestico.
3 La Villa Rio La | 879092 N Industrial, Aguas debajo de
(Nestlé) Villa 565091 E potencial uso descargas industriales y
para recreacion.
abastecimiento
domestico.

Cuadro No.22. Clasificacion de la calidad del agua segun las Normas Internacionales
tomadas en cuenta.

Punto Lugar Rio Clasificacion | Clasificion Nivel
segun la segun la
Norma de Norma de
Chile la Union
Europea
Vivero Rio La Clase de Alto
Tres Villa excepcion
Puntas
Taguara | Rio La Clase 1: Categoria Media
Villa coliformes Al
totales y
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fecales
3 Nestlé Rio La | Clase 3: causa, | Categoria Baja
Villa Coliformes A3: causa;
fecales Coliformes
fecales

Figura No. 38. Crecimiento de colonias positivas para Coliformes Totales en agar
Endoles.

Figura No. 39. Interpretacion de colonias positivas para Estreptococos en agar KF
para Estreptococos.
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Figura No. 40. Punto alto de la cuenca en la reserva Forestal el Montuoso, Tres
puntas

Figura No. 41. Punto medio de la cuenca del Rio La Villa (La Taguara, Macaracas,
Los Olivos).

Figura No. 42. Parte Baja de la cuenca del Rio La Villa. A su izquierda represa Las
Cabras y a su derecha EI Higuerdn detras de la represa Nestlé
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Figura No 43. Punto medio de la cuenca, durante el muestreo en la época lluviosa.

Figura no. 44: algunas fuentes puntuales de contaminacion al rio la villa, durante las

giras de la investigacion
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Figura No. 45: Toma de agua de las plantas potabilizadora Rufina Alfaro, con
actividad agricola

Figura No. 46. Evaluacién fisico quimicos y microbioldgica de las muestras de agua
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Figura No. 48. Técnica de Filtracion para los analisis microbiol6gicos usados en la
investigacion.
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Toma de la muestra Filtracion de muestras Colonias de coliformes

Salmonea " \Blamlento y pu”flcamm/' iy
Enriquecimiento —>  Pre-enriquecimiento | Enriquecimiento

selectlvo seIectlvo

Colonlas sospechosas ——  Aislamiento de colonias Colonias sospechosas
sospechosas
Pruebas ¢ , Pruebas

convencionales convencionales

Tincion de Gram - Tincion de Gram
TSI SIM Citrato Citrato  SIM TS
. ‘
LIA Fenilalanina Hemolisis LIA Antibiograma

Figura No.49: Flujograma de la metodologia aplicada para la evaluacion de indicadores
bacterianos y patdgenos partir de muestras de agua del rio la villa
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