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RESUMEN

Los habitantes del sector El Terrenal, del municipio de Boavita-
Boyaca, al no contar con el servicio de acueducto, utilizan las aguas
del rio Chicamocha, para la preparacion de sus alimentos, limpieza
y aseo personal. El objetivo de este estudio fue evaluar bacterias y
protozoos presentes en el cuerpo de agua del rio Chicamocha, a
través de un analisis cuantitativo de riesgo microbiologico (ACRM).
Para el desarrollo del trabajo, se realizaron cuatro muestreos, de
abril a junio de 2016, en los margenes y centro del rio y un quinto
muestreo de agua tratada con la planta Opuntia ficus-indica (Tuno). Se
realizé el método de recuento en placa, usandose medios selectivos

y diferenciales para el aislamiento de Escherichia coli, Salmonella,
Enterococcus y 1a técnica de MacMaster, para la determinacion de
parasitos gastrointestinales (PGI). Para el analisis de la informacion,
se emplearon los estadisticos no paramétricos de Kruskall-Wallis
y U-Mann Whitney. Se determiné que, al menos, un lugar de
muestreo es estadisticamente diferente a otro para Enferococcus

Saecium (P= 0,000) y los ooquistes de Entamoeba histolytica (P= 0,000).

Por el contrario, para Escherichia coli no se observaron diferencias
significativas entre las zonas, pero si al menos una fecha de muestreo
fue estadisticamente diferente (P= 0,026) a otra. En el agua tratada,
se observé una disminucion de los ooquistes de E. bistolytica y un
aumento en el porcentaje de E. faecium (P= 0,035).
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ABSTRACT

The habitants of the El Terrenal sector of the municipality of
Boavita-Boyac4, have no access to the aqueduct service, and use
water of the Chicamocha River for preparation of food, housework
and personal hygiene. The aim of this study was to evaluate the
presence of pathogenic bacteria and protozoa, present in the water
body of the Chicamocha River, through a quantitative analysis of
microbiological risk (ACRM). For the development of the work,
four samples were conducted from April to June 2010, in the
margins and center of the river, and a fifth sample of water treated
with the plant Opuntia ficus-indica (Tuno). The method of plate
count was performed, using selective and differential media for the
isolation of Escherichia coli, Salmonella, Enterococcus and the MacMaster
technique for the determination of gastrointestinal parasites (PGI).
For the analysis of the information the nonparametric statistics of
Kruskall Wallis and U-Mann Whitney were used. It was determined
that at least one sampling site is statistically different from another
tor Enterococcus faecinm (P = 0.000) and the oocysts of Entamoeba
histolytica (P = 0.000). In contrast, for Escherichia coli no significant
differences were observed between the zones, but if at least one
sampling date was statistically different (P =0.020) to another. In
the treated water there was a decrease in the oocysts of E. bistolytica
and an increase in the percentage of E. faecium (P= 0,035).

Keywords: contaminated water consumption; Escherichia coli;
Salmonella typhs; Enterococcus faeciums; Entamoeba histolytica. CAB
thesautres.

INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son definidas
por la Organizacion Mundial de la Salud, como “el conjunto de
sintomas originados por la ingestién de agua o alimentos que
contengan agentes biol6gicos —bacterias o parasitos- o no biologicos
—plaguicidas o metales pesados-, en cantidades tales, que afecten a la
salud del consumidor en forma aguda o cronica, a nivel individual
o de grupo de personas”.

HEstas enfermedades, se caracterizan por una variedad de sintomas
gastrointestinales, siendo los agentes etiolégicos con mayor
prevalencia de ETA diarreicas la Salmonella enterica no tifoidea,
Escherichia coli enteropatogena, Salmonella tphi y Taenia solinm.

El departamento de Boyaca cuenta con 123 municipios, de los cuales,
119 consumen agua no apta para consumo humano, estando en niveles
de riesgo para la salud entre bajo, medio y alto, de acuerdo con la
resolucion No. 2115 del Ministerio de la Proteccién Social-MPS y del
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Tertitoria- MAVDT
(2007), lo que indica que no cumplen con los parametros fisicos,
quimicos y microbiologicos. Para el 2008, el departamento de Boyaca
report6 556 casos de ETA, observandose un aumento en comparacion

con los aflos anteriores, dejaindolo, a nivel nacional, como el cuarto
departamento que mas casos notificé (Gobernacion de Boyaca, 2011).

El municipio de Boavita cuenta con servicio de acueducto y
alcantarillado, con una cobertura del 90,7%; sin embargo, el sector
El Terrenal, de la vereda Lagunillas, no cuenta con servicio de
acueducto ni alcantarillado, lo que obliga a sus habitantes a cubrir
sus necesidades con el agua del rfo Chicamocha, aumentando el
riesgo de exposicion a ETA.

En investigaciones realizadas en la calidad del agua de la cuenca alta
en el rio Chicamocha, encontraron coliformes totales, indicando
contaminacion fecal en el cuerpo de agua y recomendaron revisar
los riesgos sanitarios y enfermedades, por el uso de estas aguas
(CORPOBOYACA, 1999).

Adicionalmente, CORPOBOYACA (2006) informé valores
superiores de Coliformes totales y fecales a los aceptados en los
decretos 1594 de 1984 y 3930 de 2010. Ademas, la presencia
de actividad ganadera en las riberas del rio afecta la calidad del
agua de la cuenca, porque altera, principalmente, los parametros
microbiologicos, generando contaminacion por coliformes totales,
Enterococcus intestinales, Giardia sp., entre otros parasitos.

La evaluacion cuantitativa de riesgos microbiologico (ECRM) es
una herramienta de tipo estadistico utilizada para la detencion y
la evaluacion de los peligros que puedan estar presentes en los
alimentos o agua, la probabilidad de exposicién a estos y su impacto
sobre la salud puablica de la comunidad expuesta (Haas ez a/ 1999).

Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue evaluar, mediante
una ECRM, el agua del rio Chicamocha que utiliza la poblacion del
sector el Terrenal, del municipio de Boavita.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La investigaciéon fue desarrollada en la vereda
Lagunilla, en el sector El Terrenal, perteneciente al municipio de
Boavita- Boyaca, Colombia. El municipio cuenta con una extension
total de 159km’ y una altitud de 2114m s.n.m. Su temperatura media
esta entre 16 y 24°C. La economia del municipio gira alrededor de la
agricultura, ganaderfa y la cesterfa. El sistema hidrico del municipio
pertenece en un 97% a la cuenca del rio Chicamocha.

Muestreo. Se realizaron cuatro muestreos hacia los dos bordes y
centro del rio, en recipientes estériles de vidrio de boca ancha, cada
20 dfas, en abril, mayo y junio, con promedios de precipitaciones de
192,173 y 77,9mm, respectivamente. El quinto punto de muestreo,
se ejecutd en un tanque de almacenamiento, donde la comunidad
deposita el agua que filtran, haciendo uso de la planta Opuntia
ficus-indica, cominmente, llamada tuno.

Para E. coli, Salmonellay Enterococcus, se tomaron muestras de 250mL
y para parasitos gastrointestinales (PGI), de 1.000mL (APHA e/ al.
2012). Se mantuvieron a temperaturas entre 6 y 10°C y se realiz6 el
analisis dentro de las 12 horas siguientes.
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Encuesta. Una vez validada la encuesta por un experto (M.Sc.
HEstadistica Margoth Valdivieso), se procedié a aplicar la encuesta
trasversal a las familias habitantes del Terrenal, quienes usaban el
agua del rfo Chicamocha para sus actividades diarias: aseo personal,
consumo, limpieza, labores agricolas, entre otras actividades. Todos
los participantes fueron informados del estudio a realizarse y
firmaron el consentimiento informado.

Analisis microbiolégico. Para el aislamiento y la cuantificacion de las
bacterias, se realiz6 el método de recuento en placa, sembrandose
por duplicado en los medios selectivos MacConkey (Merck®), para
aislar Escherichia coli; agar selectivo Hektoen Entérico (Merck®), para
Salmonella y agar Bilis Esculina Azida (1\/[erck®), para Enterococcus. Se
incubaron de 48 a 72 horas, a una temperatura entre 35-37°C, para
la cuantificacién de unidades formadoras de colonias.

Después de la incubacién, las colonias caracteristicas para
Enterobacterias en los medios MacConkey y Hektoen Entérico, se
aislaron en cajas de Petri, con agar Chromocult (Merck%, que se
incubaron durante 48 horas, a 35°C.

Para la caracterizacion de género y especie, se utilizaron pruebas
bioquimicas tradicionales.

Analisis parasitolégico. Para el analisis cuantitativo, se utilizo la
técnica de MacMaster, modificada para muestras de agua (Sixtos,
2011). El nimero de huevos u ooquistes por mililitro, se hall6 con
la siguiente formula:

Recuento Total x 100
No. de Camaras

Quiste/ ml =

Para el andlisis cualitativo, se realizo la técnica formol-éter, descrita
por Ritchie ez al. (1960).

ECRM. Se siguieron los cuatro pasos necesarios para ello:
identificacion de peligros, evaluacion de la exposicion, el analisis
de dosis-respuesta y la caracterizacion del riesgo. El riesgo, se
estim6 mediante el uso de ecuaciones dosis-respuesta, utilizandose el
modelo Poisson-Beta y exponencial para las bacterias y los parasitos,
respectivamente (Haas ez al. 1999; Westrell ez al. 2004).

D 1
Pinf:l_[1+N_50 2“—1]

(Modelo de Poisson-Beta)

-D
PInf =1- eXp(T)
(Modelo exponencial)
Doénde, Piges la probabilidad de infeccién; D es la dosis microbiologica

que se ingiere; N es la dosis = 7.3306; Yapo ef al. (2014), que representa
la infeccién del 50% de la poblacion y; a y & son constantes

Las constantes utilizadas para las bacterias y para 5. histolytica fueron:

E. coli: « = 0,49 y NS():5,9X105; Salmonella y Enterococcns: a= 0,312
y Nso= 236 (Haas ¢z al. 1999) y E. histolityca: k=50,23 (Rendtorff,
1954).

Caracterizacién del riesgo anual. Ia probabilidad anual de infeccion
esta relacionada con la exposicion multiple de una persona (Sakaji
& Funamizu, 1998) y se calculd con la siguiente formula:

P=1-(1-Py)"

Donde, P es la probabilidad anual de infeccion; Piyes la probabilidad
de infeccién para una sola exposicion y 7 es la frecuencia de
exposicion, numero de dias durante un afio, el cual, una persona
esta expuesta a una dosis de agentes de patégenos.

Para comparar los recuentos de las bacterias en los meses y puntos
de muestreo, se realizaron analisis estadisticos no paramétricos
(Kruskall Wallis, U de Mann-Whitney), utilizindose el programa
estadistico IBM SPSS Statistics version 22.0 (versién de prueba,
16/08/13).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento, cuantificacién e identificacién bioquimica de las
bacterias. Tal como se registra en la tabla 1, se obtuvieron valores

para E. coli, que oscilaron desde 0 hasta 79%x10’ UFC/mL, con un
valor medio de 2,615><1O3 UFC/mL. Para la especie S. #phi, los
recuentos variaron entre 0 a 252x10° UFC /mL, con una media de
2,907x10° UFC/ml. y para E. faecium, desde 0 a 280 x10° UFC/
mlL, con una media de 9,480x10° UFC/mL.

Anilisis cuantitativo de PGI. En el analisis parasitologico, se
observaron formas ovales y redondas de 10 a 15um, con 1 a 4
nucleos compatibles con E. histolytica PHAC, 2011).

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis determiné que, al menos,
una de las fechas de muestreo fue estadisticamente diferente para
E. coli (P=0,003) y Entanoeba histolityca (P=0,3306). En cuanto a los
puntos de muestreo, al menos uno fue diferente para la poblacién
de E. coli (P=0,442), S. yyphi (P=0,149), E. faecium., (P=0,000) y los
ooquistes/mL de E. histolityca. (P=0,360) (Tabla 2).

Al comparar el agua tratada con los puntos de muestreo del rio hubo
un aumento en el promedio de bacterias del género E. faecium, de
0,027x10’ UFC/ml, por el contrario S. Aphi, con 1,044x10° UFC/
mLy E. coli, con O,Ol3><103 UFC/ml,, disminuyeron. En cuanto a
E. histolityca, en el centro del cauce se observé una media de 7,83
quistes/mL, en compatacién al borde derecho (O,OO7><103 quistes/
ml) e izquierdo (0,007x10° quistes/mL), en promedio (Tabla 3).

Con relacion a la heterogeneidad de las muestras, mediante la
prueba U de Mann-Whitney (Tabla 4), se puede concluir que en el
agua tratada E. faecium presenté diferencias significativas en todos
los puntos del rio (para el Borde derecho el valor fue de P=0,001),
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Tabla 1. Recuento de bacterias en UFC/mlL..

Valor Escherichia coli Salmonella spp. Enterococcus spp.
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Minimo 0 0 0
Medio 2,615x10° 2,907x10° 9,480x10’
Miéximo 79x10° 252x10° 280x10’

Tabla 2. Resultados de la prueba estadistica Kruskal- Wallis para las fechas y los puntos de muestreo.

Microorganismo Fechas de Puntos de
muestreo muestreo
Escherichia coli 0,003 0,442
Salmonella typhi 0,053 0,149
Enterococcus 0,835 0
Entemoeba bistolytica 0,336 0,36

Fechas de muestreo: 6 de abril, 27 de abril, 18 de mayo y 7 de junio.
Puntos de muestreo: Borde derecho, centro, borde izquierdo, agua tratada.

Tabla 3. Promedio de UFC/mL de bactetias y quistes/mL en los puntos de muestreo.

Puntos de muestreo Escherichia coli Salmonella typhi Enterococcus faecium Entamoeba histolytica
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Botde derecho 1,381x10' 1,850x10' 1,013x10' 0,717x10'
Centro 1,981x10' 2,000x10' 1,638x10' 0,783x10'
Borde izquierdo 1,606x10" 1,706x10" 1,169x10" 0,750x10'
Agua tratada 1,331x10" 1,044x10" 2,781x10' 0,350x10'

indicando que, con un nivel de significancia del 5%, se rechaza Ho a
favor de H1 y se evidencia resultados semejantes para el Centro, con
un P=0,001 y para el Borde izquierdo, con un P=0,001, igualmente
Entamoeba histolityca, también presentd diferencias significativas en
todos los puntos del rio (Borde derecho P=0,012; Centro P=0,012;
Borde izquierdo P=0,012).

Exposicién al agua. De acuerdo con el analisis de las encuestas
efectuadas, se determiné que el agua se destina para la preparacién
de alimentos, aseo personal y agricultura. Con relacion a la frecuencia
de exposicion anual es de 365 dias, ya que hacen uso de esta agua
todo el afo. En cuanto a los sintomas, los habitantes reportaron
diarrea, dolor de estomago, fiebre y vomito.

Evaluacion cuantitativa de riesgos microbiolégicos (ECRM). Fin la

tabla 5, el mayor porcentaje de infeccion, con una sola exposicion,
esta dado por E. faecium, del 97%, seguido de S. #phi, con un 94%
y 1,59%, para E. coli.

Para el punto de muestreo (agua tratada), E. faecium presentd un
valor del 97%; S. #phi obtuvo un indice del 93%, mientras que el
riesgo de infeccion para E. coli, de 1,59%, solo se presento en el

primer muestreo. Para los ooquistes de E. histolytica fue del 100%,
para los tres puntos de muestreo, pero no se detectaron ooquistes
en el agua tratada.

Caracterizacion del riesgo anual. Fl riesgo anual de infeccién para
S. tphiy E. faecinm fue del 100%; para E. coli, del 99% y E. histolityca
tuvo un indice del 100%, indicando que los cuatro patégenos tienen
un alto porcentaje de infeccién anual que, probablemente, puede
llegar a provocar alteraciones en la salud a lo largo del ano, en los
individuos que consumen esta agua.

Se demostré que existe presencia de microorganismos patégenos,
como Escherichia, S. typhi, E. faecium y E. histolytica en las aguas del
rfo Chicamocha, en el sector El Terrenal, del municipio de Boavita-
Boyaca, lo que indica la existencia de contaminacion fecal. Esto
puede estar asociado a la descarga de aguas residuales municipales
e industriales (CORPOBOYACA, 2000).

. - . . 3
Los recuentos obtenidos de E. co/i variaron entre 0 a 79%10° UFC/
ml, en comparacion con Nufiez ¢/ al. (2014), quienes en las aguas
grises de la provincia de Buenos Aires, obtuvieron valores entre
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Tabla 4. Resultado de diferencias estadisticas de U de Mann-Whitney, entre los puntos de muestreo y el agua tratada con el Tuno.

Zona de muestreo Escherichia coli Salmonella typhi | Enterococcus faecium | Entamoeba histolytica
Borde derecho 0,487 0,9 0,001 0,012
Agua tratada vs. Centro 0,428 0,36 0,001 0,012
Borde izquierdo 0,945 0,119 0,001 0,012
Tabla 5. Porcentaje de infeccion por una sola exposicion.
s . . . Entamoeba
Fechas de Puntos de Escherichia coli Salmonella typhi Enterococcus faecium histolytica
muestreo muestteo
D1% D2% D1% D2% D1% D2% D1%
BD >0,007 0 94 0 0 0 ND
CE 0,068 >0,007 94 >53 >53 >53 ND
6 de abril
BI 0,024 0 93 >53 >53 0 ND
AT >0,007 1,59 93 92 92 97 ND
BD 0 0 70 >53 >53 0 0
CE >0,007 0 70 >53 >53 100
27 de abril
BI >0,007 0 70 >53 >53 0 0
AT 0 0 0 >53 82 >53 0
BD 0 0 82 >53 0 0 100
CE >0,007 0 81 >53 >53 >53 0
18 de mayo
BI 0 81 >53 >53 0 100
AT 0 0 0 >53 81 89 0
BD 0 0 77 >53 >53 0 99
) CE 0 0 78 >53 0 >53 100
7 de junio
BI 0 0 53 >53 0 0 100
AT 0 0 0 0 77 >53 0

BD: Borde Derecho; CE: Centro; BI: Borde Izquierdo; AT: Agua Tratada; D1: Dilucién 10"; D2: Dilucién 107

ND: Determinado.

160x10° a 2500x10° UFC/100mL y a los hallados por Yapo et
al. (2014), que estuvieron en concentraciones de 128 a 29,7 X 10°
UFC/100mL, en un canal de aguas residuales.

HEs importante destacar que . co/i es una especie bacteriana comensal
del intestino humano; existen ciertas cepas que causan diferentes
enfermedades. Entre los principales patotipos causantes de diarrea,
se encuentra E. /i enterohemorragica, asociada a ETA. Esta cepa
ha generado epidemias y casos esporadicos de diarrea y colitis
hemorragica (Pennington, 2010; Onanuga e a/. 2014).

El aislamiento de coliformes fecales en la cuenca del tio
Chicamocha concuerda con los resultados obtenidos en el
trabajo del comportamiento de los indicadores de contaminacién
fecal en diferentes tipos de aguas de la sabana de Bogota. Estas
concentraciones de indicadores fecales son un reflejo de las
constantes y repetidas contaminaciones que recibe el tfo a lo largo
de su cauce, por efluentes de agua doméstica, lo que hace dificil
que puedan tener procesos de autodepuracion (Campos ez al. 2008).

Los resultados advierten a las autoridades en salud publica del
municipio, que el agua analizada no es apta para el consumo
humano y representa un gran riesgo para la poblacién de El
Terrenal, situacion también descrita por Corrales ef al. (2014), para
el rio Bogota, que reportaron E. /i y coliformes totales. Silva ez a.
(2017), quienes evaluaron la del rfo Fonce, en San Gil, Colombia,
encontrando que los valores de coliformes totales y E. co/ estan
por fuera de lo permitido en la normatividad para uso primario y
secundario del agua y Chavez-Ortiz et al. (2017) determinaron que
el rio Ventilla, en el Amazonas, Perd, no es apto para el consumo
humano, dado los parametros microbiolégicos encontrados, que
representan contaminacion, por aguas residuales.

Las concentraciones de Salmonella typhi (0 a 252x10° UFC/mL),
para la cuenca del rio Chicamocha, sector El Terrenal, esta también
asociado a la presencia de materia organica, como resultado del
vertimiento de aguas residuales (Abulreesh, 2012).
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Bl E. faecinm, oscil6 entre 280x10°a 34,5x1 0’ UFC/ ml, posiblemente,
relacionado con la disminucién de las precipitaciones durante
el periodo de muestreo. El aumento de la concentracién de esta
bacteria en el agua tratada por la planta de tuno puede estar asociado
a su resistencia al cloruro de sodio, al 6,5%, pH 6-9, temperaturas
entre 10 y 45 y altas concentraciones de sales biliares y detergentes
(Flahaut ez al. 1996).

Se hallé Entamoeba histolityca, de gran relevancia epidemioldgica, ya
que su presencia es indicativa de materia organica en el agua, ademas
de la patogenicidad que presenta (Al Rumhein e# a/. 2005). Por otra
parte, los ooquistes de parasitos estan asociados a aguas residuales,
siendo las zonas tropicales donde existe una mayor transmisién
de este patdgeno, por ingesta de aguas contaminadas. En el agua
tratada no se encontraron ooquistes de Enfamoeba histolityca, porque,
probablemente, son arrastrados y sedimentados al fondo del tanque
de almacenamiento.

Respecto a la ECRM, segtn la tabla 5, se encontré que la poblacién
que consume esta agua tiene un alto riesgo de infeccion, ya que
dichos porcentajes son muy cercanos al 100%, para S. #phi, E.
Saecium y E. bistolytica.

Para el caso de la E. e/, el riesgo de infeccion esta entre 0y 1,59%,
segun la tabla 5, siendo estos los porcentajes mas bajos, respecto
a los demas géneros bacterianos, debido, principalmente, a que las
constantes de las ecuaciones de dosis-respuesta son distintas (Nufiez
et al. 2014) y a las concentraciones menores encontradas respecto a
los otros grupos microbianos; sin embargo, el porcentaje mas alto
de infeccion por E. /i fue del 0,068%, por ml. de la muestra, siendo
mayor que el obtenido por Nufiez ez a/. (2014), que fue del 0,74, por
cada 100mL y similar al encontrado por Teklehaimanot e/ a/. (2015),
que vari6 del 6 al 84%, por cada 100mIL.. De igual manera, S. #phi
presento el mayor riesgo con un valor de 94%, siendo este resultado
mas alto que el encontrado por Ottoson & Stenstrém (2003), que
calcul6 un valor de 0,001%, en aguas negras.

En algunos puntos de muestreo, el porcentaje de infeccion bacteriana
predominé el 90%, siendo superiores a otros estudios realizados en
tios de Africa. Genthe (2013) report6 un indice de 12 26% y Le Roux
et al. (2012), del 26%, por patégenos del rio Olifants. Un estudio mas
reciente, realizado por Teklehaimanot ez a/. (2015), informé un riesgo
de infeccion para diferentes microorganismos enteropatégenos, del
20 al 60%, en cuatro rios que reciben vertimientos de plantas de
tratamiento de aguas residuales.

El riesgo anual fue del 99%, para E. co/i, similar al encontrado
por Yapo et al. (2014), que oscilé entre 90 y 99%, en un canal
de aguas residuales. De igual forma, las demds bacterias y E.
histolytica presentaron un porcentaje de infecciéon del 100% que,
posiblemente, podrfan provocar enfermedades a lo largo de un afo,
en los individuos que consumen esta agua.

Con relacion a la dosis asociada con infeccion es mas baja para
los protozoos, como E. histolityca, respecto a los valores para

bacterias, es decir, la ingestién de 1 a 10 ooquistes puede estar
asociada con una alta probabilidad de infeccion. Por el contrario,
una infeccion bacteriana puede requerir una ingestion de una media
de 100 microorganismos, dependiendo de la bacteria patégena; sin
embargo, bacterias como Salmonella y E. coli enterohemorragica
pueden causar infeccién con un nimero menor de microorganismos
(Haas et al. 1999).

Conflicto de interés: El manuscrito fue preparado y revisado con la
participacion de todos los autores quienes declaramos que no existe
tipo de conflicto de interés que ponga en riesgo la validez de los
resultados presentados.
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