IF;

Investigacién
Innovacién
Ingenieria

10

ARTICULOS ORIGINALES | ORIGINAL ARTICLES

Indicadores bacterianos de contaminacion fecal en el agua
del embalse La Copa, municipio de Toca, Boyaca/Colombia

Work bacterial indicators of fecal contamination in La Copa water
reservoir, town of toca, Boyacd/Colombia

Recibido: 25/09/2015

Facultad de Ciencias e Ingenieria

RODOLFO A. GAMBOA BECERRA

Licenciado Biologia y Quimica

Magister en Docencia de la Quimica

Grupo de Investigacion Gestion del Recurso Hidrico
Universidad de Boyacd, Colombia
rgamboa@uniboyaca.edu.co

GABRIEL R. CIFUENTES OSORIO

Licenciado Biologia y Quimica

Magister en Ciencias Ambientales

Grupo de Investigacion Gestion del Recurso Hidrico
Universidad de Boyacd, Colombia
greifuentes@uniboyaca.edu.co

ZULMA E. ROCHA GIL

Bidloga

Magister en Ciencias Ambientales

Grupo de Investigacion Gestion Ambiental
Universidad de Boyacd, Colombia
zerocha@uniboyaca.edu.co

Aceptado: 04/12/2015

Afio. 3 Nro.1 — Sept. 2015 — Feb. 2016



ABSTRACT

RESUMEN

El embalse La Copa se encuentra localizado en la cuenca media del
rio Chicamocha a 5 km. del municipio de Toca, en el departamento
de Boyacd, Colombia. Actualmente en este embalse se presenta
una fuerte presion antropica por la presencia de cultivos de flores
en expansion, por lo cual se proyectan cambios en la presencia de
materia organica en el cuerpo de agua; debido al incremento de la
carga organica de vertimientos y aguas lluvias provenientes de los
afluentes de los floricultivos y de la actividad agricola y pecuaria
en esta region. En el presente trabajo se determinaron bacterias
indicadoras de contaminacion fecal, con el objetivo de evaluar el
estado sanitario del embalse La Copa.

Se establecieron 7 estaciones de muestreo en el embalse de la Copa
localizados en proximidades a los afluentes, asi como en cada uno
de los gradientes que estos generan, los muestreos se realizaron
en diferentes condiciones climaticas; por consiguiente se realizé a
lo largo de un tiempo de 6 meses, en los dos periodos de la esta-
cionalidad pluviométrica. La determinacién de las bacterias aero-
bias mesofilas se realizé6 mediante la técnica de recuento en placa,
utilizando Agar Tripticasa de Soya® de Oxoid. Los recuentos de
coliformes fecales se realizaron mediante la técnica del Numero
Mas Probable utilizando caldo EC-MUG® de Oxoid. El niimero de
coliformes fecales oscil6 entre <2 NMP/100 mLy >1600 NMP/100
mL de acuerdo al sitio de muestreo y a las variaciones estacionales.
Los valores mas elevados se hallaron en las muestras tomadas en
los afluentes del Rio San Francisco, Rio Toca y Rio Chorrera, con
valores entre 120 NMP/100 mL y 300 NMP/100 mL.

Palabras clave: embalse La Copa, indicadores bacterianos, conta-
minacion fecal

The reservoir La Copa is located in the Chicamocha river basin 5 Km away from the town of Toca in
Boyaca, Colombia. Currently, in this reservoir there is a strong anthropic impact due to the presence
of expanding flower crops; therefore, changes are projected in the presence of organic matter in the
body of water, due to the increase of the organic load of rainwater discharges coming from tributaries
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of the flower crops and agro-livestock activity in this region. This study found specific bacteria which
indicated the presence of fecal matter, in order to assess the health status of the reservoir La Copa.
In the reservoir La Copa, seven (7) sampling stations were established, those stations were located
close to the tributaries as well as along the gradients that are generated by them, the samples were
collected in different climatic conditions, therefore they were made for 6 consecutive months, du-
ring the two rainfall seasons. Determination of aerobic mesophilic bacteria was done through plate
counting method using Tryptone soya agar, Oxoid ®. Coliform fecal recounting oscillated between
<2 NMP/100 mL y >1600 NMP/100 mL according to the sampling place and the season variations.
The highest values were found in the samples taken in the San Francisco river tributary, Toca river and
Chorrera river, with values between 120 NMP/100 mL y 300 NMP/100 mL.

Keywords: La Copa reservoir, indicator bacteria, fecal contamination.

Gamboa, R., Cifuentes, G. & Rocha, Z. (2016). Indicadores bacterianos de contami-
nacion fecal en el agua del embalse La Copa, municipio de Toca, Boyacd/Colombia.
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INTRODUCCION

La identificaciéon de microorganismos indicadores de contaminacion
fecal y su persistencia en aguas superficiales es imprescindible para
determinar la presencia de microorganismos patégenos, asi como
para establecer la relacion de incidencia de enfermedades. Estas en-
fermedades de origen hidrico, son transmitidas por la ruta fecal-oral
como via principal de infeccidn, pero también afecciones de oidos,
ojos, cavidad nasal y tracto respiratorio superior pueden ser adquiri-
das por contacto con aguas contaminadas (WHO, 2003). Existen estu-
dios epidemiolégicos que demuestran la correlacion entre el nimero
de coliformes fecales y gastroenteritis en nadadores (Van Asperen et
al, 1998; Wade et al., 2006). Estos datos son utilizados para calcular
estandares internacionales de calidad, sin embargo no hay acuerdo
acerca de cudles son los organismos indicadores y cudl es el nimero
de los mismos que permite establecer niveles guia adecuados para
aguas de uso recreacional (Shibata et al., 2004). La seleccién de un
organismo indicador tiene importantes consecuencias tanto para el
manejo de las fuentes de aguas de uso agricola como recreacional,
igualmente en la determinacion de la calidad del recurso hidrico. Los
usos de los recursos hidricos que estan disponibles dependen en gran
medida de los valores cuantificables de sus condiciones fisico-quimi-
cas y/o microbiologicas, referenciados por la Organizacion Mundial
de la Salud y nacionalmente por los decretos 1594/84 y la resolucion
2115/07, los cuales hablan de calidad, uso y manejo de los recur-
sos hidricos. En Colombia, los Ministerios de la Proteccion Social,
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial han esta-
blecido niveles guia para Escherichia coli, Giardia y Cryptosporidium
como microorganismos indicadores de contaminacion fecal en aguas.
Otras guias de calidad de agua de organismos internacionales como
la Organizacion Panamericana de la Salud utilizan otros grupos de
microorganismos indicadores (bacteri6fagos y esporas bacterianas).
En general, el grupo coliforme ha sido comtinmente empleado como
indicador de contaminacion fecal en la evaluacion de la calidad del
agua de consumo. (WHO — OECD., 2003).

La contaminacién fecal de las aguas superficiales se ha incrementado, creando un problema de salud
publica (saneamiento basico) y afectando negativamente actividades: el turismo y la economia. Los
cuerpos de agua pueden ser contaminados por aguas de desechos y excretas de personas y/o animales,
las cuales presentan grandes densidades de organismos patégenos.
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La calidad de las aguas es evaluada empleando técnicas que permiten identificar la contaminacion
fecal a través de la deteccion de los coliformes fecales, Escherichia coli. Sin embargo, aunque las bac-
terias coliformes han sido utilizadas exitosamente con este proposito, estas no han demostrado ser
indicadores adecuados de contaminacion fecal, por eso se adiciono la deteccion de Giardia y Cryptos-
poridium como indicadores de contaminacion fecal (Hederra, 1996).

Segun Borrego et al., 1990, se han determinado tres grupos de organismos como indicadores de la
calidad microbiolégica del agua: coliformes totales, coliformes fecales y enterococos. Los coliformes
son organismos aerébicos y aerdbicos facultativos, Gram negativos, bacilos no formadores de espo-
ras, que producen acido y gas de la fermentacion de lactosa. Los coliformes pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae. Por lo general se encuentran en los intestinos de los vertebrados. Los coliformes
se dividen en dos grupos: los totales y los fecales. Los coliformes fecales se diferencian por su facili-
dad de fermentar la lactosa y crecer a 44.5 °C. Los coliformes mas comunes son E. coli y Enterobacter
aerogenes. Las heces fecales del hombre y de los animales contienen una gran variedad de microor-
ganismos enteropatégenos como Campylobacter sp, Salmonella sp, Shigella sp, Yersinia sp, Aeromonas
sp, Pasteurella sp, Francisella sp, Leptospira sp, Vibrio sp, protozoarios y varios grupos de virus. Cuando
estos microorganismos son descargados en aguas naturales, su presencia denota contaminacion fecal
y constituyen un riesgo de trasmision de enfermedades para la poblacion humana. Las bacterias en-
teropatégenas por lo general aparecen en cantidades bajas en aguas naturales, razéon por lo cual su
deteccion en el laboratorio se logra con cierta dificultad (Borrego et al., 1990).

Por otro lado, las técnicas de cultivo para su aislamiento son complejas y laboriosas. Estas desventa-
jas han llevado a disefiar técnicas microbiologicas para el analisis de agua basadas en la deteccion de
otros microorganismos presentes en las materias fecales y que puedan servir de indicadores (Borrego
et al., 1990).

El embalse La Copa, esta ubicado en el municipio de Toca, (Boyaca). Construido en el aiio 1990 para
la regulacion de sales del rio Chicamocha y amortiguacion de sistemas corrientes en épocas de llu-
vias, ha sido caracterizado en estudios exploratorios realizados por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y Ia Alimentacion FAO (1993); con fines de potencialidad agroalimentaria
en paises en via de desarrollo. Actualmente el sistema tiene una importante funcién, no solamente
ecoldgica por su amortiguacion hidrica, sino que ademas, es el principal abastecedor de riego para la
cuenca media del rio Chicamocha. En consecuencia, el objetivo del presente trabajo fue determinar
el estado sanitario del embalse La Copa a través de la cuantificacion de indicadores bacterianos de
contaminacion fecal.
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METODOLOGIA
Area de estudio.

El embalse La Copa, se localiza en el municipio de Toca en el departamento de Boyac4, a 2.660 msnm,
que corresponde al piso frio montano bajo, en la escala de Holdridge. Tiene una superficie de 840
hectéreas y un volumen aproximado de 70 millones de metros ctibicos. Su profundidad maxima es de
unos 20 metros frente a la presa de contencion (tabla 1).

El proceso de llenado se inici6 en abril de 1990 y alcanzé su maximo nivel aproximadamente 6 meses
después.

Topograficamente la zona inundada estda conformada por una ladera suavemente inclinada y valle.
Esta drea estuvo dedicada a la actividad agricola y pecuaria por ser considerada zona de suelos férti-
les, con una vegetacion escasa y dispersa.

Al embalse confluyen los rios La Chorrera y San Francisco, los cuales aportan grandes caudales en
épocas de lluvias, pero disminuyen su caudal notoriamente durante los periodos secos, en razén a
que sus cuencas hidrografias estan desprotegidas.

La mayor parte del drea periférica al embalse, estd dedicada a la actividad agricola. Hacia el costado
nor-oriental se presentan superficies mas quebradas, inclinadas y erosionadas, cubiertas por peque-
nos reductos de bosques arbustivos nativos (Figura 1).

La presa de contencion se sittia en el costado norte, junto a la valvula de salida sobre el cauce del Rio
Tuta, afluente importante del Rio Chicamocha.

CARACTERISTICAS EMBALSE
Altitud (msnm) 2,660
Fecha de cierre de dique 1990
Area de superficie (ha) 840
Profundidad maxima (m) 20
Volumen total aprox. (Mm?) 70
Longitud maxima (Km) 1,97
Anchura maxima (Km) 0,6
Perimetro de costa (Km) 20
Descarga aprox (m?%s) 10
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CARACTERISTICAS EMBALSE

Principales afluentes Rio Toca, Rio San Francisco y
Rio La Chorrera

Rios efluentes Rio Grande o Tuta

Tabla 1. Caracteristicas Generales del Embalse La Copa.

Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion. FAO. 1993. [En linea]. [s.p.i.]. [Citado el 02-08-
11]. Disponible en http://www.fao.org/docrep/field/003/ab488s/AB488505.htm

Muestreos

Se establecieron 7 estaciones de muestreo en el embalse La Copa, localizados en proximidades a los
afluentes, asi como a lo largo de los gradientes que estos generan. Los muestreos se realizaron en
diferentes condiciones climaticas; para un lapso de tiempo de 6 meses en los dos periodos de esta-
cionalidad pluviométrica. Este diagndstico se baso en la informacién obtenida mediante la realizacion
de eventos de muestreo en los cuales se tomaron muestras simples en los tres afluentes principales
que llegan al embalse, estos afluentes son: el Rio San Francisco, el Rio Toca, y la Quebrada la Chorrera.
(Figura 1.)

Analisis bacteriologico

Para realizar las determinaciones bacteriologicas, las muestras se recolectaron en envases estériles y
se conservaron a 4°C, posteriormente fueron remitidas al laboratorio para su andlisis. Las muestras
bacterioldgicas se estudiaron mediante métodos enzimaticos por sustrato definido (EC-MUG Oxoid),
empleando tubos multiples de fermentacion para series de cinco tubos, segtn lo propuesto en el
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, seccion 9211 (APHA, 2005). Las
enterobacterias fueron aisladas e identificadas por técnicas estandares (APHA, 2005). Como medios
de cultivo selectivos se utilizaron agar Mac Conkey® de Oxoid. Para la identificacion de los géneros
se realiz6 un aislamiento en medios selectivos y pruebas bioquimicas IMVIC + TSI. Posteriormente se
verificaron en tablas para identificacién de microorganismos propuesta por (Koneman 1997).

Los recuentos de coliformes fecales, se realizaron mediante la técnica del Numero Mas Probable'
(NMP/100 mL), utilizando caldo EC-MUG® de Oxoid, empleando diluciones hasta 103, segun la na-
turaleza de la muestra. Para el recuento de las bacterias aerobias mesofilas se emple6 la técnica de
recuento en placa utilizando Agar Tripticasa de Soya® de Oxoid.

! Para la determinacién del NMP, se emple6 lo propuesto por el Standard Methods (1995), section 9221 C, Table 9221 IV.
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Vereda
Centro Abajo

Rio Toca

Figura 1. Cuenca del Embalse La Copa, municipio Toca, Boyacd. Estaciones de muestreo.

Fuente: Embalse La Copa. [En linea]. [s.p.i.]. [Citado el 02-08-09]. Disponible en: http://earth.google.com/, modificada por los autores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los puntos de muestreo fueron identificados, segtin como se muestra en el cuadro 2.

IDENTIFICACION SITIO DE MUESTREO
P_1 Centro embalse superficial
P2 Centro embalse 12m (prof. 2)
P3 Centro embalse 6m (prof. 1)
P 4 Chorrera embalse prof.1 (3m)
P5 Chorrera embalse superficial
P 6 Rio Chorrera (afluente)
P 7 Rio San Francisco (afluente)
P 8 Rio Toca (afluente)
Indicadores Bacterianos de Contaminacion Fecal en el Agua del ]7]-I I"vlre‘fllggggiéaa
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IDENTIFICACION

SITIO DE MUESTREO

P9
P 10
P 11

Rio Tuta (efluente)

San Francisco embalse prof.1 (3m)

San Francisco embalse superficial

Tabla 2. Identificacion de las muestras

Fuente: Autores.

En el cuadro 3, se presentan los datos correspondientes a los recuentos de microorganismos colifor-
mes totales (CT) y fecales (CF) que se procesaron durante los diferentes eventos, donde se evidencia
la presencia de coliformes fecales para los afluentes y efluentes, siendo mayor los valores correspon-
dientes a los afluentes (P_6,P 7y P_8)

EM 1 EM 2 EM 3 EM 4
CT CF CcT CF CT CF CT CF CT CF
P_1 5,13%+0,26 0,00 4,22+0,29 0,46+0.40 3,93+0.21 0,23+0.40 3,27x0.23  0,46+0.40 3,50%0.20 1,06+0.35
P 2 4,08+0.17 0,00 4,18+0.24 0,23+0.40 3,48+0.22 0,46+£0.40 2,94+0.11 0,46+0.40 2,25+0.21 2,07+0.13
P_3 3,40%0.28 0,00 3,31+0.18 0,23+0.40 3,80%+0.36 0,00 3,32+0.18  0,23+0.40 5,13x£0.26 2,68+0.14
P 4 3,77+0.35 0,00 4,24+0.30 0,46+0.40 3,15%+0.11 0,46+0.40 2,88+0.28  0,23+0.40 3,40+0.13 2,96+0.11
P_5 4,01+0.21 0,00 3,97+0.32 0,23+0.40 3,14%0.13 1,06+035 2,99+0.23 0,46x0.40 2,84%+0.20 2,60+0.22
P 6 7,34+0.15  3,67%0.26 5,49%+0.13 3,70+0.21 5,63+0.23 3,48+0.39 3,59+0.09 1,98+0.20 5,93+0.26 5,73%=0.11
P_7 8,27+0.10  4,81+0.12 6,80+0.58 391+1.34 5,68+0.19 4,67+£0.28 5,00£0.13  3,11x0.13 5,50%0.12 5,05x0.10
P 8 7,47+0.08  7,46%0.09 7,48+0.09 6,80+0.58 5,73+0.11 438+0.13 6,68£1.23  4,79+0.08 4,13x0.19 2,84+0.20
P_9 4,93+0.22  3,07x0.09 4,93+0.22 2,25+0.21 4,22+0.29 2,21+0.27 NR NR 3,58+0.24 0,69+0.69
P_10 3,26x0.13 0,00 3,31x£0.20 0,23+0.40 3,05+0.21 0,23+0.40 4,10+0.15  0,23+0.40 2,60+0.22 0,46+0.40
P_11  3,48%+0.39 0,00 3,47+0.33 0,23+0.40 3,30%0.18 0,46+0.40 3,46+x0.29 0,23+0.40 3,34%+0.19 2,83+0.24

Tabla 3. Relacion de grupos CT y CF segtin sitio de muestreo

NR No se recolecto en este sitio; EM evento de muestreo. Los datos reportados corresponden a la transformacion del NMP/100 mL en In. El
valor corresponde al promedio® = la DS.

2 Logaritmo natural - In

3 Se realizaron tres réplicas de cada muestra.
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En la figura 2 se presenta el comportamiento de los coliformes totales segtin los eventos de muestreo,
la tendencia se mantiene para los afluentes, encontrandose en los diferentes eventos, siendo el punto
mas alto para el rio San Francisco (8,27+0,10 In-NMP/100 mL). Los recuentos de organismos mesofi-
los en los eventos, estuvieron entre 10 y 50x10? UFC/mL, siendo el valor mas bajo para el centro del
embalse profundidad 1 (6 m) y el valor mas alto para el afluente rio San Francisco.

Igualmente se muestra el comportamiento de los CT, encontrandose en el evento 4, el punto mas alto
para el P_7 (5,0 In-NMP/100 ml), y en el P_8 (6,68 In-NMP/100 mL).

10,00
8,00
—
€
8
E 6,00 “—Evento 1
; “““Evento 2
<! 4,00 )
- Evento 3
3 200 “““Evento 4
Evento 5
0,00

INI ml <rl ml ol '\I
a o a a o o

—
a
Puntos de muestreo

Figura 2. Comportamiento de los coliformes totales segtin evento de muestreo

Fuente: Autores.

En la figura 3 se relaciona el comportamiento de los coliformes fecales, encontrandose valores bajos
entre 0.0 y 0.46 In-NMP/100 mL, para el embalse P_1 aP_5y el efluente P_10. De lo cual se infiere el
proceso de autodepuracion que se presenta al interior del embalse, propio de estos cuerpos de agua.

Es de notar que el efluente (P_9), presenta contaminacién fecal (entre 2,2 y 4.9 In- NMP/100 mL), lo
cual se asocia posiblemente a la presencia de animales de pastoreo en la zona de influencia de este
efluente, como se pudo constatar en las jornadas de muestreo.
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Figura 3. Comportamiento de los coliformes fecales segtin eventos de muestreo

Fuente: Autores.

Respecto a la presencia de los CT y CF, se puede inferir que son provenientes de los afluentes (San
Francisco, Chorrera), los cuales son los mayores aportantes de carga orgdnica debido a que recogen
los vertimientos antrépicos de la region. La alta correlacion entre ambos indica la importancia del
grupo coliformes como indicador de contaminacion fecal.

De igual forma se correlacionan con la cantidad de materia fecal aportada por los afluentes. Segun
aumentan los coliformes totales en cada muestra, también aumentan los coliformes fecales, (el mayor
aportante es P_7) (Figura 4).
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/100 mL

O

y=1,1547x-3,1335
R?=0,62806

CF In_NMP

2 3 4 5 6 % 8 9
CT In_NMP/100 mL

Figura 4. Correlacion entre el niimero de Coliformes Totales y Coliformes Fecales

Fuente: Autores.

Para los eventos 4 y 5, se encontré que los comportamientos para los grupos coliformes fecales se
mantenian en la misma tendencia que los eventos anteriores. Adicionalmente se encontré que en el
evento 4, los valores reportados para coliformes fecales para las muestras del centro del embalse son
bajos (< 0.40 In-NMP/100 mL.).

En el evento 5, se evidencid la presencia de organismos fecales en todos los puntos de muestreo, esto
debido a que los afluentes tomaron su cauce normal, luego de un periodo prolongado de sequia. En
este evento se evidencio la presencia nuevamente de pastoreo, lo cual esta relacionado con la época
de sequia que estaba finalizando.

Los recuentos de bacterias aerobias mesofilos en los diferentes eventos, estuvieron entre 8.0x10°+17
y 11x10% = 11 UFC/mL, siendo el valor mas bajo para el P_3 y el valor mds alto para el afluente P_6,
respectivamente.

Respecto a la presencia de los dos indicadores (Coliformes totales y fecales) microbiolégicos de con-
taminacion, se puede inferir que son provenientes de los afluentes (Toca, San Francisco y Chorrera).
La alta correlacion entre ambos indica que siendo el grupo coliforme el estdndar para contaminacion
fecal, estos pueden ser indicadores ya que son detectados en presencia de contaminacién microbio-
l6égica. Segun aumentan los coliformes totales en cada muestra, también aumentan los fecales. Los
afluentes con mayores aportantes son: el rio Toca y el rio Chorrera.
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Respecto a los aislamientos realizados de las muestras, se encontraron diferentes géneros de la fami-
lia Enterobacteriacea, los cuales se presentan en el cuadro 4.

MUESTRA GENERO
P 1 Klebsiella sp
P2 Citrobacter sp
P 3 Proteus sp
P 4 Klebsiella sp
P 5 Citrobacter sp
P 6 E. coli sp
P 7 Klebsiella sp
P 8 Citrobacter sp
P9 E. coli sp
P_10 E.coli sp
P 11 Klebsiella sp

Tabla 4. Géneros reportados en los eventos de muestreo 3 y 4

Fuente: Autores.

CONCLUSIONES

Los afluentes rio Toca, rio San Francisco y rio Chorrera, son los mayores aportantes de coliformes
totales y coliformes fecales. La alta correlacion entre ambos indica que siendo el grupo coliforme el
estandar para contaminacion fecal, los coliformes fecales, también pueden ser indicadores ya que son
detectados en presencia de contaminacion microbiolégica. De igual forma se correlacionan con la
cantidad de materia fecal aportada por los afluentes para el evento 5. Segtin aumentan los coliformes
totales en cada muestra también aumentan los coliformes fecales.

Enla evaluacion de organismos mesofilos, se encontré que los recuentos estuvieron entre 8.0x10°+1.3
y 11x10* £ 1.1 UFC/mL, respectivamente para el P 3y el P_6, lo cual se puede inferir que hacia el
centro del embalse los procesos de autodepuracién del mismo son mas eficientes debido a la elucion
de la carga aportada por los afluentes, cerca de la rivera del embalse la presencia de organismos coli-
formes es mayor, probablemente a la presencia de actividades de pastoreo.

En el estudio se evidencia que la presencia y concentracion de indicadores bacterianos, coinciden con
las encontradas en otros ensayos independientemente de las condiciones ambientales. Lo anterior
permite inferir que este tipo de indicadores podrian ser utilizados en estudios similares para estos
cuerpos de agua.
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