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RESUMEN 

Las enfermedades transmitidas por el agua representan un gran problema a 

la salud pública, siendo las causantes de altos índices de morbi-mortalidad 

en los seres humanos, éstas se dan por la presencia de bacterias, virus y 

protozoos, muchas veces dichos microorganismos resisten los procesos 

físico-químicos a los cuales es sometida el agua para su potabilización; por 

eso se buscó detectar a través de técnicas moleculares la presencia de 

comunidades microbianas en agua potable para el consumo humano en el 

municipio de Sincelejo, Sucre-Colombia. Para dicho estudio, se analizaron 

conductas y prácticas como (presencia de animales domésticos, 

almacenamiento del agua de consumo, frecuencia de lavado de recipientes 

y tratamiento antes de consumir el agua),  se colectaron 84 muestras de 

forma aleatoria entre todas las comunas del municipio las cuales fueron 

sometidas a extracción de ADN por el método fenol-cloroformo y 

amplificación del fragmento 16S rARN y 18S rRNA mediante PCR para la 

detección de bacterias y protozoos respectivamente. Del total de muestras 

analizadas en tres se detectó ADN bacteriano, por lo que dichas muestras 

fueron enviadas a secuenciar para así lograr identificar clones de bacterias 

no cultivados, la detección de protozoarios no se pudo establecer. Para 

concluir, los factores de riesgos analizados se pueden relacionar con la 

presencia de bacterias y las técnicas moleculares como la PCR y  la 

secuenciación son de gran ayuda al momento de identificar pequeños 

fragmentos de ADN en el agua como muestra de análisis.  

Palabras clave: Agua, ADN, PCR, Bacteria, Protozoo, Enfermedad.  
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ABSTRACT 

 

Diseases transmitted by water represent a major problem for public health, 

being the cause of high rates of morbidity and mortality in humans, they are 

produced by the presence of bacteria, viruses and protozoa, such 

microorganisms often resist the physical and chemical processes to which 

the water is subjected to purification; to detect through molecular techniques 

the presence of microbial communities in drinking water for human 

consumption in Sincelejo, Sucre, Colombia . For this study conducts and 

practices (the presence of pets, storage of drinking water and treatment 

before consuming water) were analyzed, 84 random samples were 

collected, which were subjected to DNA extraction by phenol-chloroform 

extraction method and amplification 16S rRNA fragment and 18S rRNA PCR 

for the detection of bacteria and protozoa respectively. Of the total samples 

analyzed in three was detected bacterial DNA and these products were 

sequenced to identify clones achieve uncultured bacteria. Detection of 

protozoan could not be established. In conclusion the risk factors analized 

maybe related to the presence of bacteria and molecular techniques as PCR 

and sequencing are useful when identifying small fragments of DNA in water 

as sample analysis. 

 

Keywords: water, DNA, bacteria, PCR, protozoa, diseases.  
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INTRODUCCIÓN 

El agua es un recurso biológico que siempre ha estado en uso, desde el inicio de 

la vida hasta los tiempos actuales, los ecosistemas para mantener su equilibrio 

requieren de agua, los seres vivos no pueden prescindir del agua porque la 

necesitan para el metabolismo, incluso las grandes industrias y los diferentes 

sectores de la economía requieren del líquido vital como materia prima. Por lo 

tanto surge la necesidad de conservarla y mantener las condiciones de calidad de 

las fuentes naturales, de manera que se garantice su sostenibilidad y 

aprovechamiento para las futuras generaciones. (1) 

 

El agua está destinada a muchos propósitos  por lo que debe cumplir con ciertos 

criterios de calidad, uno de los más importantes destinos del agua  es el consumo 

humano, de allí que se plantean algunos criterios o normas de calidad que se 

deben acatar con el fin de garantizar la inocuidad del líquido vital a la población. 

Dichos criterios se basan en  algunas propiedades físico-químicas, microbiológicas 

y organolépticas del agua, parámetros que han establecido instituciones 

encargadas de velar por la seguridad y salud de los humanos, tales como OMS y  

OPS a nivel mundial, mientras en Colombia el INS es el encargado. (2) 

  

Para abastecer de agua a toda la humanidad hay una serie de etapas, tales como 

la captación de las fuentes de abastecimiento, los análisis físicos-químicos y  

microbiológicos, el almacenamiento y la distribución; siendo cada uno de éstos 

importante para cumplir el propósito de suministrar agua potable y segura. Cada 

una de estas etapas representa riesgos para mantener la calidad del agua, un 

importante parámetro es el microbiológico puesto que implica importantes riesgos 

para salud de las personas. El riesgo microbiológico asociado al consumo de agua 

se considera de gran importancia debido a la gran demanda de ésta y  es por ello 

que antes de ser enviada o distribuida debe asegurarse que esté libre de 

patógenos capaces de causar enfermedad en los humanos. (3) 
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La enfermedades vehiculizadas y/ o transmitidas por el agua representan un grave 

problema a la salud pública porque generan altos índices de morbi-mortalidad en 

la población, sumado a esto el incremento en los gastos financieros que 

representa al sistema de salud las actividades encaminadas para corregir, reducir 

y/o  eliminar esta problemática. Es de gran importancia conocer que hay muchos 

agentes patógenos transmisibles por el agua, tanto virus como bacterias y 

protozoos, que son capaces de generar una amplia variedad de cuadros clínicos 

diferentes en los individuos que tengan contacto o ingieran aguas contaminadas 

con dichos organismos. (4) 

 

Existen muchas técnicas microbiológicas para determinar la presencia o ausencia 

de bacterias, virus y protozoos en el agua, métodos como los aislamientos y 

cultivos que permiten incluso identificar las especies presente o no en una muestra 

de agua, pero que presentan algunas limitaciones tales como la viabilidad del 

microorganismo, sólo son detectables si son metabólicamente activos, a diferencia 

de las técnicas de biología molecular que han optimizado algunos procesos y 

como en el caso de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por su sigla 

en inglés) que permite establecer la presencia del microorganismo, debido al ADN, 

por lo que no se requiere que el microorganismo esté vivo. (5) 

 

De las enfermedades transmitidas por el agua, la diarrea es la más frecuente por 

lo que ha ganado gran importancia como evento de interés en salud, en el mundo 

la relación agua- salud tiene una gran importancia y fuerte dimensión local, 

afectando a alrededor de 1.1billones de personas que carecen de acceso a 

fuentes de agua potable mejoradas, y unos 2.4 billones de personas con falta de 

saneamiento adecuado.(6) 

En Colombia, un país en desarrollo donde no todos los habitantes cuentan con 

cobertura total de las necesidades básicas, entre ellas el acceso a agua potable, 

se han empleado sistemas de vigilancia que permitan evaluar la calidad del agua 

potable que consumen los colombianos, en el informe número 5 de Mayo de 2016 

del SIVICAP (sistema de información de la vigilancia de calidad del agua) se 
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reporta que de los más de 1100 municipios del país sólo se reportaron muestras 

de 344, por lo que la cobertura de vigilancia no supera el 32,6% en este periodo. 

Durante éste periodo en el departamento de Sucre se valoraron diez municipios de 

los cuales 2 se encuentran en alto riesgo para la salud de acuerdo a la 

caracterización del Índice de Riesgo de la Calidad del Agua para Consumo 

Humano  IRCA. (7)  

Por lo tanto, surge la necesidad de conocer el estado microbiológico del agua 

potable que consumen los habitantes del municipio de Sincelejo. 
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1. MARCO TEÓRICO  

 

El agua es un recurso hídrico que se considera vital para el desarrollo de la vida 

en el planeta, entre ellos los humanos; los cuales realizan muchas actividades 

diarias y éstas en su mayoría requieren de agua. Por ello se ha dado al  

importante recurso muchos usos entre ellos: industrial, agrícola, tecnológico, 

energético, saneamiento básico y consumo, entre otros. 

Para que el agua sea apta para consumo por los humanos debe someterse a 

procesos de potabilización que garanticen la seguridad para el consumidor y de 

esta forma evitar la presentación de cualquier efecto adverso tras su consumo, en 

Colombia se considera como agua potable aquella que cumple con las 

características físico-químicas y microbiológicas establecidas en el Decreto 1575 

de 2007.  

 

1.1. CONTAMINACIÓN MICROBIOLÓGICA DEL AGUA POTABLE 

 

El agua potable sale de las plantas de tratamiento cumpliendo las normas 

establecidas, pero en las vías de distribución desde los acueductos hasta las 

viviendas o incluso en el almacenamiento se pueden presentar ciertas alteraciones 

en la calidad microbiológica de la misma; entre los  factores que afectan la calidad 

del agua  se encuentra que los Sistemas funcionen con intermitencia, plantas de 

tratamiento poco eficientes, ausencia o problemas con la desinfección, redes de 

distribución en condiciones precarias, conexiones domiciliarias clandestinas y mal 

hechas. (8) 

Es necesario poner a disposición de sus consumidores un abastecimiento seguro 

y satisfactorio, disminuyendo los riesgos por agentes biológicos (bacterias, virus y 

protozoos), para esto se utilizan plantas de tratamiento con las cuales se busca 

eliminar todos aquellos agentes patógenos que puedan causar alguna enfermedad 

a aquellas personas que lo consuma. Sin embargo en el mundo, millones de 
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personas mueren anualmente por enfermedades diarreicas, muchas de ellas 

causadas por contaminación del agua de consumo humano. (9,10) 

La calidad del agua potable puede verse afectada durante su recorrido desde la 

planta de tratamiento hasta el punto de consumo, pudiéndose presentar  

contaminación a lo largo de la red, como consecuencia de la existencia de fugas 

durante reparaciones en tramos de tuberías, instalación de tuberías nuevas y 

conexiones cruzadas, debido a actividades físicas, químicas y biológicas de gran 

complejidad que toman lugar durante el proceso de transporte del agua (11) 

 

 Puesto que la formación de biopelículas en las redes de transporte o en los 

recipientes de almacenamiento, las fugas de las redes y el contacto de estas con 

aguas residuales también contribuyen a que dicha agua que se consideraba 

potable desde el punto de vista microbiológico deje de serlo ya que la composición 

microbiana va a cambiar y puede que microorganismos patógenos que estaban 

ausentes aparezcan.  

 La tabla N° 1 muestra una relación entre los microorganismos más frecuentes 

transmitidos por el agua y su importancia para la salud.   Evidenciando como el 

indispensable recurso en presencia de éstos se convierte en peligroso para  

aquellos que lo consumen debido a su gran potencial para transmitir importantes 

enfermedades de origen hídrico. (12,13,14) 

Tabla N° 1 Agentes patógenos transmitidos por el agua 

 

BACTERIAS 

IMPORTANCIA PARA 

LA SALUD 

RESISTENCIA A LA 

CLORACION 

Campylobacter jejuni ALTA BAJA 

E. coli entero hemorrágica ALTA BAJA 

Legionella spp ALTA ALTA 

Micobacterias no tuberculosas BAJA MODERADA 

Pseudomona aerugionosa MODERADA BAJA 

Salmonella typhi ALTA BAJA 

Shiguella spp ALTA BAJA 
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Vibrio colerae ALTA BAJA 

PROTOZOOS   

Acanthamoeba spp ALTA ALTA 

Cryptosporidium parvum ALTA ALTA 

Cyclospora cayetanensis ALTA ALTA 

Giardia intestinalis ALTA ALTA 

Toxoplasma gondii ALTA ALTA 

Naegleia fowleri ALTA ALTA 

Entamoeba Histolytica ALTA ALTA 

VIRUS   

Adenovirus ALTA ALTA 

Enterovirus ALTA ALTA 

Virus de Hepatitis A ALTA ALTA 

Virus de Hepatitis E ALTA ALTA 

Rotavirus ALTA ALTA 

Tomado de: Riesgo microbiológico en sistemas de abastecimiento de agua para consumo humano y 

modificado por Ana Arcia. (15) 

1.2. ENFERMEDADES VEHICULIZADAS POR EL AGUA 

 

Al tener el agua una amplia distribución mundial y por ende gran parte de la 

población alrededor del planeta tiene acceso a ésta a pesar de que algunas 

comunidades carecen de la misma, ésta se convierte en  fuente de transmisión de 

enfermedades importantes, a las cuales se les conoce como enfermedades de 

origen hídrico (EOH). 

El grupo de EOH es amplio y se consideran de gran interés en la salud pública por 

la cantidad de muertes que ocasionan y el gran número de personas que afecta. A 

continuación trataremos brevemente las EOH por microorganismos, dentro de las 

cuales se encuentran las siguientes: 

 

1.2.1. Fiebre  tifoidea y paratifoidea: La fiebre tifoidea y la fiebre paratifoidea son 

causadas por Salmonella typhi y S. paratyphi respectivamente; se trata de una 
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enfermedad bacteriana sistémica prevenible, que se relaciona con precarias 

condiciones ambientales, ausencia de agua potable, inadecuada disposición de 

excretas, mala higiene personal y falta de un control adecuado de manipuladores 

de alimentos. En Latinoamérica, Asia y África se encuentran rangos de 

prevalencia de 200 a 500 casos por 100.000 habitantes. (13, 14)  

 

1.2.2. Shigelosis: La shigelosis, también conocida como disentería bacilar, es 

causada por bacterias del género Shigella spp, considerándose más agresiva el 

serovar s. dysenteriae. Es una infección bacteriana aguda que afecta el intestino 

grueso y la porción distal del intestino delgado, se caracteriza por diarrea 

acompañada de fiebre, náusea y algunas veces toxemia, vómito, cólicos y 

tenesmo. En los casos típicos, las heces contienen sangre y moco. Las personas 

se infectan tras el consumo de agua y alimentos contaminados con la bacteria, la 

vía más común es la fecal-oral.(15; 9) 

 

1.2.3. Amebiasis, Giardiasis y Criptosporidiosis: son cuadros clínicos cuyos 

agentes etiológicos son E. hystolitica, Giardia lamblia y Criptosporidium spp 

respectivamente los cuales tienen en común el ser protozoarios intestinales y que 

la infección se da por el consumo de alimentos y aguas contaminados con estos 

microorganismos. A demás poseen formas de resistencia que les confiere 

protección frente a los procesos de potabilización y cloración del agua, lo que hace 

que sean importantes causantes de cuadros de diarreas agudas y crónicas tanto 

en individuos inmunológicamente competentes como en inmunocomprometidos, 

siendo este último el caso de la criptosporidiasis. (19) 

 

1.2.4.  Cólera: Es un tipo de gastroenteritis producida por la bacteria Vibrio 

cholerae que se transmite generalmente por el consumo de agua contaminada y 

de alimentos como lo mariscos y las hortalizas. Suele presentarse con vómitos y 

malestar estomacal acompañando la diarrea profusa y la pérdida de electrolitos, 

puede cursar de un cuadro leve a uno fatal.  La enfermedad se encuentra 

eliminada en algunos países desarrollados por la implementación de excelentes 
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métodos de potabilización que han logrado controlar la presencia del 

microorganismo. (12) 

1.2.5. Legionelosis: Es una infección respiratoria producida por la inhalación de 

aerosoles contaminados con la bacteria Legionella pneumophila cuyo cuadro 

clínico cursa con neumonía y se conoce como la enfermedad del legionario. Es un 

entidad clínica de gran cuidado por ser de rápida evolución, por la gravedad y 

letalidad de la misma; la población más afectada es aquella con un sistema 

inmunológico deficiente y que padecen enfermedades de base. (12, 33) 

 

1.2.6. Gastroenteritis por E. coli O157H7: La E. coli enterotoxigénica (ECET) es 

la causante de gastroenteritis o diarrea del viajero por el consumo o ingesta de 

aguas contaminadas tras un periodo de incubación de 1-2 días y una persistencia 

de 3-5 días.se presentan dolor tipo cólico, náuseas y vómitos acompañados una 

diarrea acuosa. (4, 12)  

1.2.6. Toxoplasmosis: La toxoplasmosis, popularmente asociada a la presencia 

de mascotas como los gatos en el hogar, es una enfermedad causada por un 

parásito que puede estar presente en el agua que ingerimos, Toxoplasma gondii, 

los tratamiento de potabilización pueden eliminar bacterias y virus, pero éstos 

protozoos son difíciles de destruir ya que forman ovoquistes. Responsables de la 

infección tras su ingestión. La toxoplasmosis puede ocasionar secuelas en los 

bebés de madres que se infectaron durante la gestación por lo que se considera 

una enfermedad de interés para la salud pública. (13) 

1.2.7. Gastroenteritis por Rotavirus: El rotavirus es la primera causa de 

gastroenteritis aguda en niños menores de cuatro años es un cuadro que cursa 

con una pérdida excesiva de agua y electrolitos, a través del tracto 

gastrointestinal, por medio de un aumento del número de deposiciones. se contrae 

tras el consumo de  alimentos y agua contaminados con el virus y por la vía fecla-

oral. (9) 
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1.2.8.  Hepatitis A y Hepatitis E: La hepatitis A es una enfermedad hepática 

causada por el virus de la hepatitis A (VHA). Éste se transmite principalmente 

cuando una persona no infectada (y no vacunada) come o bebe algo contaminado 

por heces de una persona infectada por ese virus. La enfermedad está 

estrechamente asociada a la falta de agua salubre, un saneamiento deficiente y 

una mala higiene personal. El virus de la hepatitis A es una de las causas más 

frecuentes de infección de transmisión por agua y alimentos. 

La hepatitis E es una enfermedad hepática causada por el virus de la hepatitis E 

(VHE, El virus se excreta en las heces de las personas infectadas y entra en el 

organismo humano por el intestino. Se transmite principalmente a través del agua 

de bebida contaminada. La infección suele ser autolimitada y se resuelve en 2-6 

semanas, pero a veces causa una enfermedad grave, denominada hepatitis 

fulminante (insuficiencia hepática aguda), que puede ser mortal.  

1.3. TÉCNICAS DE  BIOLOGÍA MOLECULAR  

 

Se conoce a la biología molecular como el área de la biología que se encarga del 

estudio de todos los procesos celulares regulados por moléculas biológicamente 

importantes entre las cuales se encuentra el ADN y el ARN, las cuales se 

relacionan directamente con la genética logrando así ser útil en muchísimos 

campos de aplicación debido a su alta sensibilidad y especificidad.  

1.3.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio que 

permite la copia in vitro de secuencias específicas de DNA y que ha revolucionado 

el campo de la Biología Molecular. La técnica de PCR permite obtener, a partir de 

una sola molécula de ADN, millones de copias de un fragmento de ADN particular, 

la figura 1 muestra las etapas de la PCR.  (20) 

Ésta  técnica es muy útil en el estudio de la calidad del agua para la detección y 

caracterización de microrganismos ya que posee mayor sensibilidad y 

especificidad que otras, tales como la microscopia. Para los laboratorios de control 
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de calidad de alimentos representa mucha utilidad y ofrece grandes ventajas ya 

que permite el procesamiento de un gran volumen de muestras y obtención de 

resultados en corto tiempo, logrando así la optimización de los procesos. De igual 

manera con todas las ventajas y características mencionadas anteriormente la 

PCR presenta sus desventajas y dificultades entre  las cuales se encuentra la 

manipulación post-PCR  a los productos, optimizar las condiciones de la técnica 

puede llegar a ser un reto y la indistinción entre células vivas o muertas, por lo que 

en algunas circunstancias es necesario complementar con procesos 

convencionales como cultivos. (40, 41, 42) 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de amplificación de la PCR (de Padro E., 2010). 

1.3.2. Electroforesis 

Es un método para visualizar fragmentos de ADN o las proteínas  de algún ser 

vivo o los productos obtenidos mediante PCR, se basa en la capacidad de dichas 

moléculas para migrar a través de una matriz sólida que puede ser de agarosa  o 

poliacrilamida. Se ha empleado mucho en la detección de Salmonella spp, 

Campylobacter spp, Shiguela spp y ECET tras la realización de PCR para evaluar 

la calidad de aguas tratadas y no tratadas (21,41)  
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1.3.3. Secuenciación de ADN 

Es un análisis detallado que a través de la diferenciación de ADN permite la 

identificación de individuos, en la actualidad es mucho más fácil puesto que 

gracias a los trabajos de muchos investigadores se han logrado crear bancos de 

secuencias que permiten identificar  la región de interés analizada mucho más 

rápido. La secuenciación del ADN consiste en dilucidar el orden de los nucleótidos 

de un polímero de ADN de cualquier longitud.(20),22) 

Los resultados obtenidos de la secuenciación se expresan en formas de 

cromatogramas o electroforegramas, los cuales contienen los datos leídos por el 

secuenciador, es decir, la secuencia de nucleótidos y se puede analizar a través 

de bibliotecas genómicas en la web.  

Ésta técnica facilita la interpretación de resultados obtenidos tras el análisis de 

muestras biológicas y de alimentos representando para las industrias alimentarias 

una gran herramienta permitiendo el procesamiento de grandes volúmenes de 

muestra en corto tiempo. Para la identificación de microorganismos poco 

frecuentes en el agua de consumo y con potencial patógeno para humanos como 

es el caso de Criptosporidium parvum, que muchas veces escapan de los análisis 

convencionales, puesto que la reglamentación no exige su pesquisa en el preciado 

líquido, investigaciones apoyadas en éstas técnicas moleculares de alta 

sensibilidad y especificidad que demuestren su presencia en aguas para consumo 

humano que se consideran seguras serían de gran utilidad para considerar la 

obligatoriedad en su determinación y de ésta forma garantizar a los consumidores 

productos libres de patógenos. (21, 26, 40, 42) 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

 

 Detectar la presencia de comunidades microbianas en agua potable para el  

consumo humano en el municipio de Sincelejo, Sucre. 

 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar prácticas y hábitos de los sincelejanos que se asocian a la 

contaminación microbiológica de agua potable almacenada en las comunas 

de Sincelejo. 

 

 Determinar la presencia de bacterias y protozoos en agua potable de 

diferentes comunas en Sincelejo. 

 

 Identificar los microorganismos presentes en  agua potable para el 

consumo humano en Sincelejo, Sucre. 
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3.  METODOLOGÍA  

 

3.1. ÁREA DE ESTUDIO 

 

El municipio de Sincelejo es la capital del departamento de Sucre, se encuentra 

ubicado al noroeste de Colombia, 9º 18 latitud norte, 75º 23” latitud oeste 

del meridiano de Greenwich , perteneciente a la subregión de la Sabana a una 

altura de 213 m sobre el nivel del mar además cuenta con una población de 

279,027 habitantes (23) 

El municipio está distribuido de la siguiente manera: la zona urbana consta de 9 

comunas, cada una a su vez con varios barrios;  mientras la zona rural está 

conformada por 21 corregimientos.  

 

3.2. POBLACIÓN Y MUESTRA DE ESTUDIO 

 

Para el trabajo de investigación se tomaron las 9 comunas de la Zona urbana, de 

las cuales fueron seleccionadas aleatoriamente 84 muestras, dato calculado 

teniendo en cuenta población del total de viviendas distribuidas en las 9 comunas 

del municipio de Sincelejo, con un error del 5% y un IC del 95%.  

 

Figura 2. Comunas de Sincelejo-Sucre. Tomado dehttps://elknol.files.wordpress.com/2009/02/captura-

de-pantalla-completa-05022009-100012-p-m-bmp1.jpg 

https://es.wikipedia.org/wiki/Meridiano_de_Greenwich
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3.3. TOMA DE MUESTRA 

Las muestras a analizar consistieron en agua potable almacenada en los hogares 

sincelejanos seleccionados aleatoriamente para el estudio por lo que el jefe de 

cada  hogar debía responder una encuesta en la cual se evaluaron factores de 

riesgo y firmar el consentimiento informado, posteriormente se procedió a la toma 

de muestra; para lo cual, se empleó dos tubos estériles tipo Falcon®  de 50 ml por 

cada vivienda, asegurándose que los dos tubos se tomaban del mismo contenedor 

o recipiente donde el agua era almacenada. Las muestras se recolectaron en 

horas de la mañana por criterio de los investigadores y posteriormente llevadas al 

Laboratorio Investigaciones Biomédicas - Universidad de Sucre en neveras 

portátiles equipadas con gel refrigerante previamente congelado a -20°C para 

conservarlas temperatura entre los 4 y 8 grados centígrados para su posterior 

análisis. 

 

3.4. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 

Para realizar la extracción de ADN del agua recolectada primero se usaron dos 

métodos diferentes de separación y/o concentración de los posibles 

microorganismos presentes en dicha muestra. Para lo cual se siguió el siguiente 

protocolo: 

 

3.5.1. Centrifugación: Se tomó uno de los dos tubos de 50 ml por cada muestra y 

se sometieron a centrifugación por 20 minutos a 7600 rpm, se descartó el 

sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en PBS 1X para conservar y 

mantener el equilibrio osmótico de los individuos presentes. Alícuotas de 500 μl 

fueron dispuestas en viales para la posterior extracción de ADN. 

 

3.5.2. Filtración por membrana: los 50 ml de agua restantes se filtraron a través 

de membranas de nitrocelulosa Millipore® de 0,45 μm de diámetro empleando un 

equipo de filtración formado por la bomba de vacío, el filtro de membrana y el 

recipiente colector del filtrado. Las membranas fueron dispuestas en viales para la 

posterior extracción de ADN. (24) 
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3.5.3. Extracción de ADN: Para extraer el ADN de usó el método Fenol-

cloroformo 50-50-50 (25) con algunas modificaciones, el cual se describe a 

continuación. 

A cada vial con su contenido se le agregó 500 ul de Buffer de Lisis (50 mM de Tris 

HCl, 50 mM EDTA ph 8, 1 % de SDS y 50 mM de NaCl) y 1 ul de β-

mercaptoetanol, se sometió a vórtex por 3 segundos y centrifugación  a 1400 rpm 

durante 3 minutos. Se tomó el sobrenadante, y se determinó el volumen, para 

adicionar 0.5 volúmenes de fenol - cloroformo/alcohol isoamílico, se homogenizo 

con vórtex durante 2-3 segundos. Posteriormente se centrifugó a 14000 rpm 

durante 3 minutos y el sobrenadante obtenido se transfirió  a un nuevo tubo de 

2ml. Luego se adicionó un volumen igual de cloroformo, se centrifugo y el 

sobrenadante fue trasferido a un nuevo tubo. Se determinó el volumen y se 

adicionó 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M y 0.7 volúmenes de isopropanol y 

se centrifugo a 14000 rpm durante 30 minutos a 10 °C. Se descartó el 

sobrenadante con cuidado y se le adicionó 500 µl de etanol al 70%. Se centrifugó 

durante cinco minutos. Finalmente se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

en 50 µl de buffer TE (Tris-EDTA) con el propósito de evitar la degradación del 

ADN. 

 

3.5.4 Protocolo PCR para detección de ADN bacteriano: Para la detección de 

bacterias se amplificó el gen 16s RNA, haciendo uso de los cebadores 27f.1 

(5’AGRGTTTGATCMTGGCTCAG3’) y 1492R (5’GGTTACCTTGTTACGACTT 3’)  

(24) Cuyo producto originado es de aproximadamente 1500pb, como enzima se 

usó polimerasa GoTaq® Flexi DNA Polymerase de Promega, para obtener una 

reacción de volumen final de 25 µl se empleó 100 ng/ul de ADN y  0.1µM de los 

cebadores. El perfil térmico requerido fue el siguiente: Desnaturalización:   94 °C 

por 5 minutos, alineamiento: 58 °C durante 45 segundos, extensión:   30 ciclos 

de 40 segundos a 72° C.  

Para verificar que el protocolo funcionaba y las muestras positivas en realidad 

fueran positivas se usó como control positivo un Pool bacteriano obtenido a partir 
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de cultivos donde se incluyó ADN  de E. coli y Salmonella spp. Como control 

negativo en lugar de adicionar ADN  a la reacción, se usó agua ultra pura. 

 

3.5.5. Protocolo PCR para detección de ADN protozoario: Para la detección del 

genoma de protozoarios a partir del gen 18s RNA  se utilizaron los cebadores P-

SSU- 342f (5’CTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTAC-3’) y MedlinB 

(5’TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 3’), (26) los cuales originan un producto de 

aproximadamente 1360 pb.  

La reacción de PCR se realizó con GoTaq® Flexi DNA Polymerase de Promega 

en un volumen final de reacción de 25 µl, que contenía 100 ng/ul de ADN y  0.4µM 

de los cebadores. El perfil térmico de amplificación iniciaba con: desnaturalización 

a 94 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos desnaturalización a 94 °C durante 1 

min, alineamiento a 65°C durante 1 min, extensión a 72 °C durante 1 min y una 

extensión final a 72 °C  por 5 minutos. 

Como control positivo para garantizar el éxito de la PCR  se emplearon varias 

muestras, correspondiendo estas a ADN puro a partir de cultivos celulares de 

Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, y Leishmania spp. 

El control negativo se hiso de la misma forma que en la detección de ADN 

bacteriano con  la diferencia de primers universales para protozoos. 

 

3.5.6. Electroforesis: Los productos obtenidos de  ambos protocolos de PCR se 

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, el cual fue sometido  

a 90 voltios durante 40 minutos, dichos resultados fueron visualizados en un 

fotodocumentador con el apoyo de un marcador de peso molecular de 100 pb. 

Fueron consideradas positivas aquellas muestras que generaron bandas de 1500 

y 1360 pb para bacterias y protozoos respectivamente. 

 

3.5.7. Purificación del ADN: Las bandas obtenidas en el gel de agarosa que se 

identificaron como positivas fueron extraídas de éste y purificadas haciendo uso 

del Kit de extracción  de Invitrogen PureLink® Quick Gel Extraction Kit, para lo 

cual se siguió el protocolo establecido por la casa comercial. (27) 
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3.5.8. Secuenciación y edición de secuencias: Los productos de PCR 

purificados, que fueron considerados como positivos, fueron enviados a la 

empresa Macrogen, Seoul – Korea para su secuenciación Las secuencias 

obtenidas fueron editadas y alineadas utilizando el programa MEGA 6, y utilizando 

la herramienta BLAST de la base de datos GenBank se buscó homologías de las 

secuencias obtenidas con las registradas en la base de datos. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Caracterización de prácticas domésticas y hábitos asociados a la 

contaminación.  

 

4.1.1. Presencia de animales domésticos: De las encuestas realizadas se 

escogieron variables que representan factores de riesgo para la contaminación 

microbiana del agua en los hogares estudiados. Se destaca la presencia de 

animales domésticos como perros, gatos, conejos y aves en 54 de las 85 

viviendas. 

 

 

 

Gráfica 1. Presencia de animales domésticos en casa.  

4.1.2. Almacenamiento de agua potable: El almacenamiento del agua juega un 

papel  importante en el mantenimiento de la calidad de la misma ya que si se 

encuentra expuesta al aire libre se puede ver afectada por el ingreso de partículas 

contaminantes como lo son formas de resistencia de algunos microorganismos 

(esporas o quistes) que se encuentran en el ambiente, por ello se quiso conocer 

los recipientes de almacenamiento más frecuentes en la población de estudio, 

encontrándose que los tanques de plásticos son los más usados seguidos de los 

tanques elevados; además se presentó que más del 27% realiza limpieza de los 

recipientes en tiempo igual o mayor de un mes, lo que ayuda a la formación de 

biopelículas en la superficie de los mismos. 

SI 
64% 

NO 
36% 

Animales domésticos 
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Gráfica 2. Almacenamiento agua de consumo. 

 

4.1.3. Tratamiento previo al consumo del agua: Algunos hogares manifestaron 

realizar  tratamientos adicionales al agua antes de consumirla, por lo que se 

investigó cuáles eran los más frecuentes y comunes obteniendo como hallazgo 

importante que el 65 % declaró no realizar ningún tratamiento previo al consumo 

del agua. 

 

 

Gráfica 3. Tratamientos previos al consumo del agua 

29% 

6% 65% 

Tratamiento del agua 

Filtro

Hervir 

Ninguna 
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4.1.4. Frecuencia de limpieza tanques de almacenamiento: La limpieza de 

tanques ayuda a la eliminación de biopelículas por lo que se considera que la 

frecuencia con que se realiza es un factor de riesgo importante. Se encontró que 

en 18 de las 84 familias dichos recipientes son lavados una vez al mes y en 

algunos casos en un periodo de tiempo más prolongado, también que en 12 y 43 

de los casos la limpieza es cada tres días y semanalmente respectivamente, tal 

como lo muestra la tabla 2; lo que se puede relacionar con costumbres y hábitos 

de higiene.  

Tabla 1. Frecuencia de lavado de recipientes de almacenamiento de agua potable. 

 

 

COMUNA 

FRECUENCIA DE LAVADO DE TANQUES EN DIAS POR  

MES 

 

12-15 Días 

 

4 Días 

 

2 

 

1 o menos 

 

TOTAL 

1 0 7 0 1 8 

2 0 7 0 1 8 

3 2 6 3 1 12 

4 3 3 1 5 12 

5 3 4 1 2 10 

6 0 5 2 2 9 

7 1 6 0 2 9 

8 1 4 0 3 8 

9 2 2 1 3 8 

TOTAL 12 43 11 18 84 

 

4.2. Pruebas moleculares 

 

4.2.1. Detección de ADN bacteriano : En cuanto al estudio molecular tenemos 

que después de realizar los corridos electroforéticos de los productos obtenidos de 

PCR para detección del gen 16S ARN, se obtuvieron las bandas esperadas de 

1500 pb  en tres de las ochenta y cuatro muestras analizadas, las cuales fueron 

recolectadas en la comuna cinco. Ver tabla N° 3. 
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Tabla 3. Muestras positivas por comuna.  

Comunas # De muestras 

colectadas 

Muestras positivas 

1 8 0 

2 8 0 

3 12 0 

4 12 0 

5 10 3 

6 9 0 

7 9 0 

8 8 0 

9 8 0 

TOTAL 84 3 

 

 

Tras la secuenciación de las muestras positivas se obtuvieron los 

electroforegramas resultantes de éstas. Se identificó el ADN el cual correspondió a 

clones de bacterias no cultivadas, aunque con baja cobertura e identidad. Ver 

imagen N° 4. 

 

 

4.2.2. Detección de ADN protozoario : En cuanto a la detección de la presencia 

de ADN de protozoos en las muestras de agua analizadas no se tiene ningún 

resultado hasta el momento, puesto que el protocolo de PCR no se ha logrado 

estandarizar debido a que los primers empleados no funcionan como lo 

establecieron los autores anteriormente citados. Por ello se pretende continuar el 

proceso con nuevos iniciadores. 
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Figura 3. Resultado del BLAST de las secuencias obtenidas de las muestras positivas. 
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5. DISCUSIÓN 

 

La contaminación del agua está dada por factores de todo tipo como se ha 

mencionado anteriormente, entre ellos el microbiológico, del cual el consumidor 

tiene  cierta responsabilidad debido al tratamiento que éste le da al recibirla en sus 

hogares; en los cuales también se puede presentar contaminación del agua 

debido a la forma de transporte, condiciones de vida de los habitantes y por la 

mala higiene que se le da a los tanques de almacenamiento. Aunque en este 

trabajo se obtuvo una “baja” detección de microorganismos, es importante tener 

en cuenta la capacidad que estos tienen de permanecer largos periodos de tiempo 

en condiciones desfavorables de limpieza o desinfección de los recipientes 

utilizados en el almacenamiento, de las 3 muestras positivas por PCR 

pertenecientes a la comuna cinco, 2 fueron de viviendas en las cuales se 

manifestó que la limpieza de los recipientes era en tiempo mayor de 1 mes; por lo 

cual la presencia de estos microorganismos se podría deber a la formación de 

biopelículas en la superficie de los recipientes por falta de limpieza y remoción de 

residuos que contribuyen a la aparición de las mismas . La OMS dice que la 

Enfermedad diarreica aguda ocasionada por el consumo de agua es prevenible 

siempre y cuando se eviten factores de riesgo y se practiquen normas de higiene 

tales como tratamientos previos al consumo en el hogar, como el uso de filtros y 

hervir el agua para eliminar las formas resistentes de algunos microorganismos 

causantes de enfermedades de origen hídrico. (14,28). 

 

 La presencia de animales domésticos y roedores en las viviendas puede 

contribuir al deterioro de la calidad del agua potable, teniendo en cuenta que éstos 

actúan como reservorio u hospederos de muchos microorganismos patógenos. De 

allí que llame la atención el hecho de que en más del 60% de las viviendas 

incluidas en el presente estudio tuvieran animales de éste tipo, ya que en la 

mayoría, el número de animales sobrepasa los tres por vivienda siendo perros y 

gatos los más frecuentes. Estudios demuestran que la presencia de gatos y la 

poca higiene puede contribuir a la aparición de enfermedades zoonóticas directas 
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o indirectas, siendo ésta última por la contaminación de agua o alimentos con 

heces de los animales (29,30). 

 

La detección de bacterias y protozoarios en las muestras analizadas se pudo ver 

afectada por el volumen de agua usado para el análisis, siendo este no mayor de 

50 ml, lo que reduce la posibilidad de detectar la presencia de los mismos. Tal 

como refieren otros estudios, el volumen debió ser mayor a 1 L de agua y al igual 

que la ley colombiana en la NTC 4772 Y el Decreto 1575 de 2007 que establece 

que para técnica de filtración por membrana de agua potable el volumen no debe 

ser menor a 100 ml. (24,31,32). 

 

La presencia de bacterias detectadas en este estudio  puede estar estrechamente 

relacionada con la red de distribución y los recipientes de almacenamientos del 

agua, en  donde se   pueden formar biopelículas  que  brindan protección  a los 

microorganismos de condiciones extremas físicas, químicas, biológicas y 

ambientales, además que en estas biopelículas estos microorganismos  también 

pueden señalizarse, transferir nutrientes e intercambiar material genético. Cabe 

resaltar que como en el presente estudio muchos de los microorganismos que se 

encuentran en las biopelículas no representan una amenaza para la salud 

humana, estas también pueden servir como un medio óptimo para el crecimiento, 

desarrollo y protección de microorganismos patógenos oportunistas como 

Aeromonas spp, Pseudomonas y Flavobacterium o potencialmente patógenos 

como es el caso de  Legionella spp, la cual puede generar serios problemas 

cuando es dispersa en aerosol; este caso particular de dispersión se da en los 

grifos o en las duchas donde estos microorganismos pueden ser liberados al 

medio en forma de aerosoles y ser ingeridos vía aérea (28,33) 

 

En esta investigación se  empleó la técnica PCR para la detección de ADN de 

bacterias y protozoarios,  utilizada ampliamente en diversas investigaciones  para 

la detección del gen  que codifica para la subunidad 16S  del ARN ribosomal  (16S 

rRNA). Esta molécula de alrededor 1.500 pb, presente en todas las bacterias, fue 
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la primera en utilizarse para identificación bacteriana y ha sido la más utilizada 

para estudios de filogenia y taxonomía, lo que ha contribuido a que existan 

numerosas bases de datos. Aunque la detección de la presencia del gen 16S 

rRNA por sí sólo no permite establecer la identidad del organismo analizado 

puesto que es una macromolécula común en todos los procariotas es considerado 

la diana universal para establecer la presencia de bacterias en una muestra. 

Estudios recientes de comunidades microbianas ambientales mediante  PCR  han 

realizado  comparación de los resultados obtenidos por ésta técnica y la aplicación  

técnicas convencionales como los análisis de actividad metabólica de las mismas; 

por lo que se puede inferir que tanto la técnica de PCR como el gen usado en ésta 

investigación son buenas herramientas en la detección de bacterias a nivel de 

comunidad en todo tipo de muestras. (34–36). 

La detección de protozoarios no se pudo realizar, debido que  los primers 

utilizados no funcionaron como se describe en la literatura de referencia a pesar 

de haber ensayado diferentes perfiles térmicos teniendo en cuenta la temperatura 

melting de los mismos, adicionalmente se realizaron pruebas con ADN de 

protozoarios conocidos (control positivo) y con muestras de agua ambientales, las 

cuales fueron analizadas por microscopia y mostraban la presencia de amebas y 

flagelados. También  se hicieron ensayos en el software Geneious para verificar la 

funcionalidad de éstos, obteniéndose resultados diferentes a los expresados por 

Shanan y colaboradores en su estudio; por lo tanto  se pudo establecer que la 

cantidad de nucleótidos usados en dichos cebadores y en un estudio similar en 

muestras de agua ambientales en Sudán difieren en cantidad respecto a los 

primers diseñados inicialmente para detección del fragmento 18s rRNA en 

protozoarios extraídos de rumiantes. (26, 37)  

 

Para concluir, teniendo en cuenta los resultados obtenidos y los datos 

suministrados por el SIVICAP se puede decir que el agua que consumen los 

habitantes de Sincelejo no representa ningún riesgo para la salud de los 

habitantes, sin embargo se pudo constatar la presencia de factores de riesgo por 

parte de las personas, los cuales hacen que sea posible la contaminación del 
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preciado líquido ; por lo tanto se considera necesario educar a la población para 

evitar la presentación y reducir el número de casos de Enfermedades 

Vehiculizadas por el agua en la zona de estudio. 
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6. CONCLUSIONES 

 

Existen hábitos de higiene y prácticas domésticas que influyen en la 

contaminación del agua potable cuando ya se encuentra almacenada en los 

domicilios. 

 

Existen bacterias presentes en el agua destinada para el consumo humano, y 

aunque metabólicamente sean viables o no, su hallazgo es de gran importancia ya 

que permite cuestionar si los tratamientos de desinfección están siendo efectivos o 

no. 

 

 En el agua potable del municipio de Sincelejo para el consumo humano hay 

presencia de microorganismos y aunque queda la duda si son patógenos o no se 

expone un problema que podría afectar la salud pública del municipio. 
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7. RECOMENDACIONES 

 

 Se recomienda continuar el presente trabajo para detección de protozoarios 

y así completar el estudio de comunidades microbianas. 

 

 Es recomendable realizar un estudio donde se investigue la viabilidad de 

los microorganismos presentes en las muestras de agua analizadas, con el 

objetivo de establecer el potencial de éstos para causar infección en los 

consumidores. 

 

 Se considera necesario realizar un proceso que permita identificar si los 

microorganismos hallados en las unidades de análisis son ambientales y no 

representan peligro para los humanos o si por el contrario son patógenos 

capaces de causar enfermedad.  

 

 Para un estudio más completo se recomienda incluir como unidad de 

investigación  a los virus, ya que éstos también suelen causar una gran 

cantidad  de enfermedades vehiculizadas por el agua. 
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