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RESUMEN



Los protozoos como Giardia spp. y Cryptosporidium spp. pueden provocar infecciones
asintomaticas y graves, en adultos y nifios. Los quistes de Giardia spp. y los ooquistes de
Cryptosporidium spp. generalmente pueden transportarse a través del agua y también son
resistentes al medio ambiente. Por lo tanto, en esta investigacion se busco determinar la
asociacion entre estos parasitos y un indicador. Los indicadores deben cumplir con ciertas
caracteristicas, como estar universalmente presentes en un gran nimero de muestras de
materia fecal humana y de animales de sangre caliente, ser faciles de detectar mediante
métodos sencillos y no desarrollarse en el agua bajo condiciones naturales. Por esta razon, se
selecciono la bacteria Clostridium perfringens. Para los parasitos de interés en salud publica
es necesario realizar una determinacion precisa de la presencia de quistes y ooquistes, por lo
tanto, se requiere un método confiable para la deteccion y enumeracion de estos organismos
patogenos. La deteccion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. se realizd mediante la
técnica de andlisis por filtracion y separacion inmunomagnética (IMS)/FA del método
1623.1-2012. de la EPA, obteniendo muestras positivas de ambos parasitos en agua
sedimentada y cruda, sin embargo, las muestras para agua potable se mantuvieron negativas
durante ambas épocas del afio y también se pudo determinar la viabilidad de los de los quistes
y ooquistes mediante ensayos de inmunofluorescencia incluidos como parte de esta técnica.
Por otra parte, se utilizd el método 14189:2013 para la enumeracion de Clostridium
perfringens de la Norma ISO para determinar la asociacion entre esta bacteria y
Cryptosporidium spp. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que estos
microorganismos a pesar de tener caracteristicas relacionadas con su resistencia al medio
ambiente no presentan una asociacion estadisticamente significativa, ya que la presencia de
uno no depende de la presencia del otro independientemente de las variables ambientales
tomadas en cuenta durante este estudio.

Palabras clave: Giardia spp., Cryptosporidium spp., Clostridium perfringens, agua
potable, agua sedimentada, agua cruda, planta potabilizadora.
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ABSTRACT



Protozoa such as Giardia spp. and Cryptosporidium spp. can cause both asymptomatic
and severe infections in adults and children. Giardia spp. cysts and Cryptosporidium spp.
oocysts are commonly transported through water and are also environmentally resistant.
Therefore, this research sought to determine the association between these parasites and
an indicator. In this case, the bacterium Clostridium perfringens was selected because the
indicator must meet certain characteristics, such as being universally present in many
human and warm-blooded animal fecal samples, being easily detectable by simple
methods, and not growing in water under natural conditions. In the case of public health
parasites, the presence of cysts and oocysts must be accurately determined, so a reliable
method for detecting and enumerating these pathogenic organisms is required. Giardia
spp. and Cryptosporidium spp. were detected using the IMS/FA filtration analysis
technique and immunomagnetic separation according to EPA method 1623.1-2012,
obtaining positive samples of both parasites in settled and raw water. However, drinking
water samples remained negative during both seasons, and the viability of cysts and
oocysts was also determined using immunofluorescence assays included in this
technique. Furthermore, the ISO 14189:2013 method was used for the enumeration of
Clostridium perfringens to determine the association between this bacteria and
Cryptosporidium spp. The results obtained in this study demonstrated that these
microorganisms, despite having characteristics related to their environmental resistance,
do not present a statistically significant association, since the presence of one does not
depend on the presence of the other, regardless of the environmental variables considered
in this study.

Keywords: Giardia spp., Cryptosporidium spp., Clostridium perfringens, drinking
water, settled water, raw water, water treatment plant.
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INTRODUCCION



Los parasitos pueden ser eliminados a través de materia fecal humana y de algunos
animales en los afluentes y torrentes de agua, siendo los protozoos, los de mayor
importancia médica (Gesche et al., 2003). De acuerdo con este autor, entre los protozoos
patogenos se encuentra Cryptosporidium parvum, el cual se relaciona con individuos
inmunodeprimidos. La criptosporidiosis, es una enfermedad gastrointestinal grave
causada por la infeccion de Cryptosporidium y representa una amenaza significativa para
bebés, nifos pequefios e individuos inmunodeprimidos. Las enfermedades relacionadas
con el agua son responsables de la mayor cantidad de muertes y enfermedades en todo el
mundo, con mas de 3,4 millones de muertes cada afio. Los nifios representan alrededor de
1,4 millones de estas muertes (Abuseir, 2023)

La ausencia de un tratamiento o vacuna eficaz ha supuesto un desafio considerable para
la salud publica. En la actualidad una hay una investigacion, la cual estd progresando
hacia la comprension de los mecanismos moleculares, haciendo hincapi¢ en la
exploracion de las vias de sefializacion activadas después de la infeccion y sus funciones
reguladoras en la defensa del huésped contra el parasito. Es necesario seguir desarrollando
inhibidores dirigidos a componentes clave de estas vias de sefnalizacion para interrumpir
las vias de sefializacion cruciales para la supervivencia de Cryptosporidium, impidiendo
asi su capacidad de infectar y replicarse (Lu et al., 2025). Es importante considerar que
para adquirir la infeccion solamente se requieren de 1-10 ooquistes maduros, siendo estas
sus formas infectantes, las cuales contaminan el agua de consumo y alimentos (Jay, 1992;
Gray, 1996). Los ooquistes son pequeiios y en promedio pueden medir de 4-6 um, por lo
tanto, se dificulta su filtracion (Ribas et al., 2000; APHA, 2001).

Estos pequefios ooquistes podrian ser hallados en agua clorada aun en ausencia de
bacterias indicadoras de contaminacion fecal (Gray, 1996), y esto se debe a que son
resistentes a la cloracion y por ende no se puede asegurar que el agua tratada esté exenta
de ellos (Hijnen et al., 2000; APHA, 2001).

Giardia spp. también corresponde a un protozoo flagelado de importancia para la salud
publica, ya que provoca una infeccion ampliamente distribuida en todas las latitudes y
continentes, encontrandose dentro de las enteroparasitosis mas frecuentes en menores de
12 afos (Organizacion Mundial de la Salud, 1995; Atias, 1999). Las formas infectantes
reciben el nombre quistes, los cuales pueden medir alrededor de 8-12 um de largo y 7-10
um de ancho (Atias, 1999). Los quistes son eliminados por las heces y poseen la

caracteristica de ser viables por periodos de hasta dos meses en agua fria, sobreviviendo



a condiciones adversas e incluso a la cloracion de las aguas (Atias, 1999; Glynn y Heinke,
1999).

Debido a la dificultad en el aislamiento de cada uno de estos agentes patdgenos existentes
en el agua, que por efecto de dilucion se encuentran en baja cantidad (OMS, 1995; Gray
1996), se ha optado por el uso de indicadores de contaminacion, los cuales se definen
como grupos de microorganismos no patégenos, pero frecuentemente asociados con los
mismos (Thatcher y Clark, 1973; ICMSF, 1981). Historicamente los microorganismos
indicadores han sido elegidos de acuerdo con determinados criterios; como: ser
universalmente presentes en gran niimero en las heces de los seres humanos y animales
de sangre caliente, deben poder ser faciles de detectar por métodos sencillos y no deben
desarrollarse en el agua en condiciones naturales. Ademas, es indispensable que su
persistencia en el agua y grado en que se eliminan durante el tratamiento de ésta, sean
similares a los de los patégenos (OMS, 1995; Gray, 1996). Los indicadores mas usados
son los coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia coli, estreptococos fecales y
esporas de anaerobios sulfito-reductores (Payment y Franco, 1993; OMS, 1995).

Los anaerobios sulfito-reductores son un grupo asociado a los Clostridium spp. y se
caracterizan por ser organismos Gram positivos, anaerobicos, formadores de esporas, que
estan normalmente en las heces, aunque en nimero mucho mas reducido que E. coli. Su
representante mas caracteristico es Clostridium perfringens (OMS, 1995) que, de acuerdo
con un estudio realizado en algunos sistemas hidrologicos de Estados Unidos, fue
detectado en un 73% de las muestras, demostrando asi su presencia en las aguas naturales
al igual que los coliformes (Francy et al., 2000). 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 (Merck, 2000). Estos
microorganismos tienen la capacidad de reducir los sulfitos a sulfuros a partir de
aminoacidos y compuestos azufrados (Mac Faddin, 1980) y para su deteccion se utiliza
la evidente coloracidon negra dada por la formacion del precipitado (Merck, 2000).

El origen de los anaerobios sulfito-reductores no es exclusivamente fecal, ya que pueden
proceder de otras fuentes ambientales (OMS, 1995) como suelo, sedimentos marinos,
vegetacion en descomposicion, heridas infectadas del hombre o animales (Sneath et al.,
1986), aguas superficiales y también en los alimentos, especialmente cuando las
condiciones de higiene en la elaboracion son deficientes.

Debido a las caracteristicas que poseen los anaerobios sulfito-reductores es que se han

propuesto como indicadores de contaminacion de alto riesgo del agua. La ventaja mas
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importante es que sus esporas sobreviven en el agua mucho mas tiempo que los
organismos del grupo coliforme y son resistentes a la desinfeccion, al punto que pueden
ser detectados en algunas muestras de agua después de haber recibido predesinfeccion,
floculacion, sedimentacion, filtracion y la desinfeccion terminal (Payment, 1991). Por las
razones expuestas, el aislamiento de anaerobios sulfito-reductores se propone para indicar
el riesgo de sobrevivencia de agentes patdgenos en ciertos ecosistemas expuestos a
contaminacion fecal remota, como también que, por sus caracteristicas de tamafio y
resistencia a la desinfeccion, logren escapar a los tratamientos habitualmente aplicados al
agua (Payment y Franco, 1993; OMS, 1995; Cho et al., 2000).

Debido al problema sanitario que ocasiona la presencia de parasitos protozoos en el agua
es importante mencionar que en los paises industrializados los sistemas que se han
desarrollado para el tratamiento de agua de consumo humano han logrado con éxito la
practica eliminacion de bacterias, pero no se puede afirmar lo mismo para un buen nimero
de los virus y de los protozoos, fundamentalmente en su estado de quiste u ooquiste
(Doménech, 2003).

Entre los parésitos transmitidos por el agua los mas comunes son Giardia spp. y
Cryptosporidium spp., pudiendo provocar brotes de diarrea entre la poblacion humana,
debido a que los quistes y ooquistes son resistentes a la desinfeccion y no se inactivan
mediante la cloracidon que se aplica generalmente en las plantas de tratamiento de agua de
consumo humano (OMS, 2011).

El problema de las patologias derivadas de la aparicion de estos parasitos en el agua
potable no radica tanto en su virulencia sino en la presumible indefension que se
encuentra la sociedad desarrollada frente a unos agentes que atraviesan con relativa
facilidad las barreras de las Plantas Potabilizadoras y para los que, por lo menos en el
caso de la criptosporidiosis, no existe ningun tratamiento farmacoldgico eficaz
(Doménech, 2003).

Actualmente, se estan llevando a cabo investigaciones para encontrar mejores métodos
para evaluar la calidad microbiana del agua potable. Estos estudios han demostrado que
las bacterias indicadoras tradicionales frecuentemente indican que el agua esta libre de
contaminacion fecal, aunque virus, ooquistes y quistes de protozoos y aquellas bacterias
capaces de desarrollar formas de resistencia (esporas) estén presentes, demostrando que
no son totalmente confiables.

Los métodos para detectar e identificar protozoos patdgenos en muestras ambientales

generalmente constan de tres pasos principales; recoleccion y concentracion de muestras;
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purificacion o separacion del organismo objetivo de otras particulas en la muestra; y un
ensayo de deteccion, las muestras generalmente se filtran o centrifugan para concentrar
los organismos, el concentrado también puede contener organismos no objetivo y
desechos organicos e inorgadnicos, por lo que los procedimientos de purificacion,
centrifugacion en gradiente de densidad (flotacidn) y separacion inmunomagnética (IMS)
pueden usarse para minimizar la cantidad de material interferente en el concentrado. Los
ensayos pueden implicar un examen microscopico de determinacion colorimétrica
utilizando tintes o inmunofluorescencia, esta serie de procedimientos se reunen a través
del método EPA 1623.1. 2012 (Brandi y Wilson-Wilde, 2013).

Entre los métodos de cuantificacion de indicadores bacterianos para la determinacion de
calidad del agua, se describe el sistema del «filtro de membrana» ISO 14189:2013,
método que ha sido empleado por varios autores para la determinacion de anaerobios
sulfitoreductores y/o Clostridium spp. en agua de manera que algunas resefias
bibliograficas demuestran un mayor uso y las ventajas de la técnica del filtro de
membrana para la determinacion de anaerobios-sulfito reductores en agua, argumentando
mayor precision en los datos numéricos obtenidos y la posibilidad de filtrar grandes
volumenes, con lo cual se pueden detectar cantidades bajas de los indicadores (Gesche,
2003).

El método EPA 1623.1. 2012 actualmente ha sido validado solo para aguas superficiales,
sin embargo, también ha sido empleado por algunos laboratorios que buscan observar si
este método también es aplicable para el agua tratada y de esa manera poder validarlo
también para esta matriz.

El Instituto de Acueductos y Alcantarillados Nacional (IDAAN) tiene como objetivo
replicar el método EPA 1623.1. 2012 implementandolo para agua tratada, ya que este
posee un porcentaje de recuperacion mayor que otros métodos, con el fin de evaluar la
eficacia del sistema de tratamiento de La Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero de
La Chorrera. Simultdneamente en este estudio también se busca observar la presencia de
Clostridium perfringens como posible indicador de la presencia de Cryptosporidium spp.
en agua empleando el método ISO 14189:2013 y determinar su relacion, de manera que
en base a los resultados se podria evaluar si los procesos de tratamiento realizados por la
Planta Potabilizadora son eficaces o deben realizarse ciertas sugerencias para su

mejoramiento.



Justificacion

En Panama, la Constitucion Politica de la Republica establece que es responsabilidad del
Estado garantizar el acceso a agua apta para el consumo humano a toda la poblacion, en
conjunto con el Organo Ejecutivo, a través del Ministerio de Salud, ente a cargo de
establecer las normas técnicas y reglamentaciones referentes a la calidad de agua potable,
y de vigilar la calidad de agua potable que es abastecida a la poblacion en ejercicio de su
funcion de salud preventiva (Decreto Ley No 2. de 7 de enero de 1997, Art. 8 Numeral
11, Art. 9). Estas funciones son ejercidas a nivel nacional a través de la Direccion del
Subsector de Agua Potable y Alcantarillado Sanitario, el IDAAN como entidad
prestadora del servicio a nivel regional por las diferentes Direcciones Regionales de Salud

(MICI,2019).

Debido a que constantemente se busca el mejoramiento de la calidad del agua para
consumo a través de las gestiones gubernamentales y entes investigativos, debe cumplirse
con los parametros que dictan las normas para que la poblacion reciba el recurso de
manera apta, por lo tanto, la deteccion de Giardia spp., Cryptosporidium spp. y la
identificacion de Clostridium perfringens como posible indicador de estos parasitos en el
sistema de tratamiento de agua potable de la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero
de La Chorrera es imprescindible, dado que el objetivo es determinar si el agua tratada
cuenta con los pardmetros correspondientes o no para su consumo, ya que puede

representar un futuro problema sanitario para la poblacion abastecida.

Segun lo establecido en el REGLAMENTO TECNICO DGNTI-COPANIT 21 — 2019
TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS, AGUA POTABLE, DEFINICIONES Y
REQUISITOS GENERALES., son de fiel cumplimiento los pardmetros Fisicos,
Quimicos y Biologicos que deben reunir las aguas de consumo humano para ser
consideradas potable, por lo tanto, para garantizar el cumplimiento del reglamento deben
monitorearse los controles de estos parametros, la implementacion de métodos con mayor
porcentaje de recuperacion, para la deteccion de pardsitos como Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. La técnica de filtracion y separacion inmunomagnética (IMS)/FA.
EPA 1623.1-2012 reconocida por el METODO ESTANDAR. EDICION 23/9711 By El
método de filtraciéon por membrana establecido por la Norma ISO 14189:2013 para la

deteccion de Clostridium perfringens.



Tabla 1. Valores para los parametros Biologicos

Parametros Unidades Valor permitido
<1.1
Coliformes Totales NMP/100 ml. UFC/100ml .
<
<l1.1
Escherichia coli NMP/100 ml. UFC/100ml .
<
Giardia spp. N° quistes/volumen filtrado (L)* <1*
Cryptosporidium spp. N° quistes/volumen filtrado (L)* <1*

Nota. *Dependiendo de la técnica y el volumen filtrado, el valor permitido serd el minimo detectado por la

técnica como valor ausente. Fuente: (MICI, 2019).

Tabla 2. Valores para los parametros fisicoquimicos

Parametros Unidades Valor Permitido
Turbiedad UNT 1
Potencial de Hidrogeno Unidades de pH 6,5-8,5
Cloro residual libre mg/L 0,3-0,8

Nota. Fuente: (MICI, 2019)

En cuanto a Giardia spp. y Cryptosporidium spp. al ser pardsitos con una resistencia
eficaz a los procesos de cloracion, al igual que estos parasitos la bacteria Clostridium
perfringens, posee la facultad de formar endosporas, caracteristica que favorece su
resistencia a condiciones adversas, por lo tanto la determinacion de la asociacion de
Clostridium perfringens con Cryptosporidium spp., favorece a la optimizacion de la
deteccion de ooquistes en el agua tratada, ya que es importante que estos patdgenos estén
ausentes posteriormente al proceso de filtracion y almacenamiento para luego ser

bombeada a las redes de distribucion.

De acuerdo con estudios previamente realizados se ha reportado la presencia de parasitos
protozoos en la Planta Potabilizadora de La Chorrera; al igual que otros estudios
realizados por el ICGES en los que se ha observado una alta prevalencia de
Cryptosporidium spp. y Giardia spp. en nifios del area de La Chorrera, lo que no descarta
que estos estudios estén relacionados. Por lo tanto, es importante tomar en cuenta esta
informacion como referencia de la presencia de estos parésitos en la poblacion, y poder

evaluar si efectivamente alin se mantienen presentes en el agua tratada de la Planta



Potabilizadora y cuales podrian ser los factores que afectan la calidad del agua durante el
proceso de tratamiento y de esa manera poder contribuir al mejoramiento del sistema de

tratamiento de agua potable.

Definicion del problema

El REGLAMENTO TECNICO DGNTI-COPANIT 21 — 2019 TECNOLOGIA DE LOS
ALIMENTOS, AGUA POTABLE, DEFINICIONES Y REQUISITOS GENERALES,
ha incluido parametros de microbioldgicos para el agua potable, como la ausencia de
Giardia spp. y Cryptosporidium spp., esta inclusion tiene como objetivo garantizar la
calidad del agua para consumo humano; por lo tanto, se busca determinar la existencia de
alguna posible asociacion entre estos parasitos y la bacteria Clostridium perfringens,
mediante la técnica de andlisis por filtracion y separacion inmunomagnética (IMS)/FA
del método 1623.1-2012. de la Epa para Giardia spp. y Cryptosporidium spp.y el método
14189:2013 para la enumeracion de Clostridium perfringens de la Norma ISO, con
muestras colectadas del sistema de tratamiento de la Planta Potabilizadora Jaime Diaz
Quintero. Esto se debe a que la técnica para parasitos ya antes mencionada presenta

algunas limitaciones a nivel de costos para los laboratorios que deseen realizarla.



OBJETIVOS E
HIPOTESIS



Objetivo General
Detectar la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. asociada a Clostridium

perfringens en el sistema de tratamiento de la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero

de La Chorrera.

Objetivos Especificos
e Determinar la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en el agua cruda,

sedimentada y tratada través del método 1623.1-2012 de la EPA.
e Determinar mediante el método de Filtracion de Membrana. ISO 14189:2013. la
presencia de Clostridium perfringens como un posible indicador de la presencia

de Cryptosporidium spp. en el sistema de tratamiento.

Hipotesis
H1: Hay presencia Clostridium perfringens asociada a la deteccion de quistes de Giardia

spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. en la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero

de La Chorrera.
HO: No hay presencia Clostridium perfringens asociada a la deteccion de quistes de

Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. en la Planta Potabilizadora Jaime Diaz

Quintero de La Chorrera.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO



1.1.Antecedentes historicos de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.

Es posible afirmar que la historia de la protozoologia naci6 a mediados del siglo XVII,
cuando Anthon Van Leeuwenhoeck de Delphis; comerciante holandés de telas y tallador
aficionado de lentes observé por primera vez a través de los rudimentarios microscopios
fabricados por ¢l mismo, un organismo que, por su descripciéon, muy probablemente
correspondia a Giardia lamblia. El descubrimiento del protozoo fue descrito en una de
sus comunicaciones a la Royal Society of London, el 4 de noviembre de 1681. Inclusive
hace referencia de los sintomas que ¢l mismo presentaba. Sus lentes le permitieron a
Leeuwenhoeck observar un sinimero de ‘“animaliculos” como ¢l los denomind
encontrados en agua, saliva, heces, etc. (Tsuji et al., 2009).

Giardia intestinalis es el protozoo méas comin en el humano, presentando una
distribucion mundial que va desde los tropicos hasta el Artico. Debido a que la
transmision de Giardia spp. requiere de la ingestion de quistes del parasito, los niveles de
sanidad ambiental son inversamente proporcionales a la prevalencia de la enfermedad;
asi, las prevalencias mas altas se observan en paises en vias de desarrollo. De esta manera,
las cifras de prevalencia mas altas se encuentran localizadas en regiones tropicales y
subtropicales, en donde es frecuente la contaminacion de agua o alimentos con materia
fecal, lo que se traduce en cifras de frecuencia de infeccion elevadas en nifios y adultos.
Lo anterior es un indicador que refleja las bajas condiciones de higiene que guardan la
mayor parte de paises en vias de desarrollo. Por otra parte, en los paises desarrollados la
resistencia de los quistes de Giardia spp. a las medidas convencionales de tratamiento de
agua ha contribuido a la presencia de brotes de giardiasis, transmitidos a través del agua
(Tsuji et al., 2009).

Cryptosporidium spp. fue descrito por Ernest Edward Tyzzer en 1907; en 1910 se
propuso Cryptosporidium muris el cual fue descrito detalladamente y en 1912 se
reporta Cryptosporidium parvum con estadias de desarrollo solo en el intestino delgado
de ratones comunes (de la Parte et al,.2005).

En 1976, se descubrio que Cryptosporidium spp. infectaba a las personas y la transmision
por el agua se confirm6 por vez primera en 1984 (Organizacion Mundial de la Salud,
2018). La aparicion de brotes se ha relacionado con el agua de consumo humano, las
aguas recreativas y, en menor medida, los alimentos contaminados. En 1993,

Cryptosporidium spp. provocé el mayor brote registrado de enfermedad transmitida por
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el agua: mas de 400 000 personas se infectaron a través del sistema de abastecimiento de

agua de consumo humano de Milwaukee (EE. UU.) (Doménech, 2003).

1.2.Descripcion general de los parasitos

1.2.1. Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. un protozoo perteneciente al phyllum Apicomplexa, clase
Sporozoosida, subclase Coccidiasina, orden Eucooccidiida, suborden Eimerina y familia
Cryptosporidiidae. (Pérez, 2010).

Los coccidios del género Cryptosporidium spp. son parasitos intracelulares obligados con
un ciclo biologico complejo, que incluye la reproduccion sexual y asexual. La presencia
de dos tipos de ooquistes morfofuncionales, uno de pared gruesa que se eliminan por
medio de las heces del hospedero infectado y otro de pared fina (o delgada) el cual no es
excretado en las heces; sin embargo poseen una capacidad autoinfectiva que da inicio al
ciclo en el hospedador parasitado (Pérez, 2010). Los parasitos son esféricos o elipticos. y
se encuentran localizados en vacuolas parasitoforas. Los ooquistes presentan cuatro
esporozoitos, sin esporocistos, son ovoides y pueden medir entre 4,5 y 7,9 um (Rodriguez,
y Royo ,2008).

El género Cryptosporidium estd compuesto por unas 13 especies (OMS, 2011) las cuales
difieren en un rango de hospedadores. La coevolucion parasito-hospedador, la adaptacion
del hospedador y la segregacion geografica han llevado a la formacion de familias de
subtipos con rasgos fenotipicos tinicos dentro de las principales especies patogenas (Feng,
Y.etal., 2018), las que en su mayoria producen infecciones en humanos como C. hominis.
y genotipo del ganado C. parvum. (OMS, 2011).

Giardia spp.

El género Giardia esta formado por protozoos flagelados que parasitan el aparato
digestivo del ser humano y de ciertos animales. El género Giardia comprende diversas
especies (OMS, 2011) segun la especificidad del hospedador, se han descripto 41 especies
diferentes de Giardia (Radman, 2023), pero la infeccion que afecta a las personas
(giardiasis) suele atribuirse a la especie G. intestinalis, también conocida como G. lamblia
0 G. duodenalis. El ciclo bioldgico de Giardia es relativamente sencillo: comprende un
trofozoito flagelado que se reproduce en el aparato digestivo y un quiste infeccioso de
pared gruesa que se elimina en las heces de forma intermitente, pero en grandes
cantidades. Los trofozoitos presentan simetria bilateral y tienen forma elipsoidal. Los

quistes son ovoides y su didmetro es de 8 a 12 um (OMS, 2011).
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1.3.Epidemiologia

1.3.1. Efectos de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. sobre la salud humana

El autor Ongerth et al., (2018) describe el reconocimiento relativamente reciente (décadas
de 1960 a 1980) de ambos organismos como patoégenos transmitidos por el agua capaces
de causar "brotes" a escala comunitaria esto se debe al desarrollo de tecnologia adecuada
para encontrarlos en el medio ambiente (Efstratiou et al., 2017). En una revision reciente
de brotes transmitidos por el agua debido a Cryptosporidium y Giardia Efstratiou et al.,
(2017) sefiala que la distribucién de los informes de brotes es mas un reflejo de la
existencia de sistemas de vigilancia y la dedicaciéon de recursos a los informes que de la
verdadera distribucion de estos organismos en los suministros de agua y la aparicion de
enfermedades debido a su transmision a través de suministros publicos de agua (Ongerth
et al., 2018).

Efectos sobre la salud humana Giardia spp. se conoce como parasito humano desde hace
200 afios. El agua es una de las principales vias de transmision enfermedades zoondticas
como criptosporidiosis y giardiasis; por esta razon, la presencia de protozoarios como
Giardia spp. y Cryptosporidium spp., representan un desafio importante para los sistemas
de produccion de agua para consumo humano (Instituto Nacional de Salud, 2022), ya que
tras la ingestion de los quistes y su exquistacion, los trofozoitos se adhieren a las
superficies del aparato digestivo. Las infecciones pueden ser asintomadticas, tanto en
adultos como en nifos. En guarderias, hasta el 20% de los nifios pueden ser portadores
de Giardia spp. y excretar quistes sin presentar sintomas clinicos. Los sintomas de la
giardiasis pueden derivarse de los dafios provocados por los trofozoitos, aunque existe
controversia sobre los mecanismos por los que el microorganismo causa diarrea e
hipoabsorcion intestinal. Los sintomas suelen incluir diarrea y colicos; sin embargo, en
casos graves pueden aparecer trastornos de hipoabsorcion, principalmente en nifios de
corta edad. La giardiasis es una enfermedad de resolucién espontdnea en la mayoria de
los casos, aunque en algunos pacientes puede hacerse cronica y durar mas de un afio,
incluso en personas anteriormente sanas (OMS, 2011).

Cryptosporidium spp. generalmente provoca diarrea de resolucidn espontanea,
acompafiada en ocasiones de nauseas, vomitos y fiebre, que en personas sanas suelen
desaparecer en una semana, pero pueden prolongarse durante un mes o mas. La gravedad
de la criptosporidiosis varia segin la edad y el estado inmunitario; las infecciones en
personas con inmunodeficiencia grave pueden ser mortales (OMS, 2011). La infectividad

de los ooquistes de Cryptosporidium spp. es relativamente alta. Los estudios realizados
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con voluntarios sanos revelaron que la ingestion de menos de 10 ooquistes puede provocar

una infeccion (Doménech, 2003).

1.4. Fuente de propagacion

1.4.1. Giardia spp.

Giardia puede multiplicarse en muy diversas especies animales, incluido el ser humano,
que excretan quistes al ambiente. Se han notificado hasta 88 000 quistes por litro en aguas
residuales sin tratar y hasta 240 por litro en aguas superficiales. Los quistes son resistentes
y pueden sobrevivir durante semanas o meses en agua dulce. Se ha confirmado la
presencia de quistes en fuentes de agua cruda y en sistemas de abastecimiento de agua de
consumo humano. Sin embargo, no se dispone de informacion acerca de la presencia de
especies infecciosas para el ser humano. Las técnicas convencionales de analisis
disponibles en la actualidad proporcionan una medida indirecta de la viabilidad de los
microorganismos, pero no de su infectividad para el ser humano. También se detectan
quistes en aguas recreativas y en alimentos contaminados (OMS, 2011).

1.4.2. Cryptosporidium spp.

Los reservorios de C. hominis y C. parvum incluyen una gran variedad de animales, pero
las personas y el ganado, sobre todo los animales jovenes son las fuentes mas importantes
de microorganismos que infectan a las personas. Los terneros pueden excretar 1010
ooquistes al dia. Se han notificado concentraciones de hasta 14 000 ooquistes por litro en
aguas residuales crudas y de 5800 ooquistes por litro en aguas superficiales. Los ooquistes
pueden sobrevivir semanas o meses en agua dulce. Se han detectado ooquistes de
Cryptosporidium en muchos sistemas de abastecimiento de agua de consumo humano.
No obstante, en la mayoria de los casos, hay poca informacion acerca de la presencia de
especies con capacidad de infectar al ser humano. Las técnicas convencionales de analisis
disponibles en la actualidad proporcionan una medida indirecta de la viabilidad de los
microorganismos, pero no de su infectividad para el ser humano. También hay ooquistes

en aguas de uso recreativo (OMS, 2011).

1.5. Vias de exposicion

La via de transmision de Giardia 'y Cryptosporidium es por la via fecal-oral. La principal
via de infeccion es el contacto de persona a persona, sobre todo entre nifios. El agua de

consumo humano, las aguas recreativas y, en menor medida, los alimentos contaminados
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los cuales se han relacionado con la aparicion de brotes. Se ha sugerido que el contacto
directo con animales de granja y, posiblemente, animales domésticos infectados podrian
ser fuentes de transmision de organismos como Giardia y Cryptosporidium los cuales
resultan ser infecciosos para el ser humano. (OMS, 2011).

1.5.1. Ciclo de vida de Giardia spp.

Los quistes son formas resistentes y son responsables de la transmision de la
giardiasis. Tanto los quistes como los trofozoitos se pueden encontrar en las heces (etapas
de diagnostico). Los quistes son resistentes y pueden sobrevivir varios meses en agua
fria. La infeccion se produce por la ingestion de quistes en agua o alimentos contaminados
o por via fecal-oral (manos o fémites). En el intestino delgado, la escision libera
trofozoitos (cada quiste produce dos trofozoitos). Los trofozoitos se multiplican por fision
binaria longitudinal, permaneciendo en la luz del intestino delgado proximal donde
pueden estar libres o adheridos a la mucosa por un disco de succién ventral. La
enquistacion ocurre cuando los parasitos transitan hacia el colon. El quiste es la etapa que
se encuentra con mayor frecuencia en las heces no diarreicas. Debido a que los quistes
son infecciosos cuando se eliminan en las heces o poco después, es posible la transmision
de persona a persona. Si bien los animales estan infectados con Giardia, su importancia

como reservorio no esté clara (CDC, 2017).

|Ciclo de vida de Giardia spp.
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Figura 1. Ciclo de vida de Giardia spp.
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1.5.2. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.

Los ooquistes esporulados, que contienen 4 esporozoitos, son excretados por el huésped
infectado a través de las heces (y posiblemente por otras vias, como las secreciones
respiratorias). Transmision de Cryptosporidium spp. ocurre principalmente a través de la
ingestion de agua contaminada con heces (p. ¢€j., agua para beber o recreativa) o alimentos
(p. €j., leche cruda) o después del contacto directo con animales o personas
infectadas. Después de la ingestion (y posiblemente la inhalacidén) por parte de un
huésped adecuado, se produce una excitacion. Los esporozoitos se liberan y parasitan las
células epiteliales del tracto gastrointestinal (y posiblemente el tracto respiratorio). En
estas c€lulas, generalmente dentro del borde en cepillo, los parasitos experimentan una
multiplicacion asexual (esquizogonia o merogonia). Y después de multiplicacion sexual
(gametogonia) producen microgametos (macho) y macrogametos (hembra). Tras la
fertilizacion de los macrogametos por los microgametos que se desprenden del
microgameto, los ooquistes se desarrollan y esporulan en el huésped infectado. Los
cigotos dan lugar a dos tipos diferentes de ooquistes (de pared gruesa y de pared
delgada). Los ooquistes de paredes gruesas se excretan del huésped al medio ambiente,
mientras que los ooquistes de paredes delgadas participan en el ciclo autoinfeccioso
interno y no se recuperan de las heces. Los ooquistes son infecciosos tras la excrecion, lo
que permite la transmision fecal-oral directa e inmediata. Se han informado estadios

extracelulares, pero su relevancia en el ciclo de vida general no esta clara (CDC, 2019).
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Figura 2. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.
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1.6. Importancia de la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua de
consumo humano
Se han relacionado brotes de giardiasis transmitida por el agua con sistemas de
abastecimiento de agua de consumo humano durante més de 30 afios; en cierta etapa,
Giardia spp. fue la causa identificada mas frecuente de brotes transmitidos por el agua en
los Estados Unidos. Los quistes de Giardia spp. son mas resistentes a los desinfectantes
oxidativos, como el cloro, que las bacterias entéricas, pero no tanto como los ooquistes
de Cryptosporidium spp. Se necesitan de 25 a 30 minutos para inactivar el 90% de los
microorganismos en agua con una concentracion residual de cloro libre de 1 mg/l. En un
plan de seguridad del agua, para gestionar el riesgo potencial derivado de Giardia spp.
pueden aplicarse, como medidas de control, la prevencion de la contaminacion de fuentes
de agua por residuos humanos y animales, su posterior tratamiento y desinfeccion
adecuados, y la proteccion del agua durante su distribucion. Dada la resistencia de los
quistes a los desinfectantes, no se puede confiar en el analisis de E. coli (o bien de
coliformes termotolerantes) como indicador de la presencia o ausencia de Giardia spp.

en sistemas de abastecimiento de agua de consumo humano (OMS, 2011).

El rol del agua de consumo humano en la transmisién de Cryptosporidium spp. en brotes
epidémicos que afectaron a un numero de personas considerable, esta bien documentado.
Por lo tanto, es importante prestar atencion a estos organismos. Los ooquistes son
extremadamente resistentes a desinfectantes oxidantes como el cloro, pero
investigaciones basadas en pruebas de infectividad han demostrado que la irradiacion con
luz ultravioleta inactiva los ooquistes. En un plan de seguridad del agua, las medidas de
control orientadas a reducir el riesgo potencial derivado del Cryptosporidium spp. deben
centrarse en la prevencion de la contaminacion de fuentes de agua por residuos humanos
y del ganado, el tratamiento adecuado del agua y la proteccion durante su distribucion.
Debido a su tamafo relativamente pequefio, la remocion de los ooquistes mediante
procesos de filtracion con medios granulares es problemadtica; solo con sistemas bien
disefiados y gestionados puede conseguirse una eliminacion aceptable. Los procesos de
filtracion de membrana que proporcionan una barrera fisica directa pueden constituir una
alternativa viable para la eliminacion eficaz de ooquistes de Cryptosporidium spp. Dada
la excepcional resistencia de los ooquistes a los desinfectantes, no se puede confiar en el

analisis de E. coli (o bien de coliformes termotolerantes) como indicador de la presencia
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o ausencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en los sistemas de abastecimiento de
agua de consumo humano (OMS, 2011).

1.7. Técnicas de analisis de agua empleadas para la deteccion de protozoos entéricos:

1.7.1. Métodos de deteccion de los quistes de Giardia 'y ooquistes de Cryptosporidium
en agua de consumo humano.

Existen métodos estandar para la deteccion de ooquistes de Cryprosporidium en agua de
bebida (por ejemplo, los de la Organizacion Internacional de Normalizacion [2006], la
Environment Agency [2010] o la Environmental Protection Agency [2012]) y en verduras
de hoja verde frescas y frutos rojos, que se basan en la filtracion, elucioén, concentracion,
separacion inmunomagnética e IFM de un volumen grande (Organizacion Mundial de
Sanidad Animal, 2022).

De acuerdo Xiao et al, (2018) actualmente, el monitoreo de ooquistes de
Cryptosporidium y quistes de Giardia en agua se realiza en gran parte mediante el Método
1623 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA), que
implica filtracion, aislamiento de (oo)quistes por separacion inmunomagnética, ensayo
de inmunofluorescencia (Efstratiou et al., 2017). Sin embargo, el alto costo del Método
1623 ha restringido su uso en la mayoria de los paises en desarrollo. Una revision reciente
encontro que solo el 5% de las publicaciones sobre la deteccion de Cryptosporidium y
Giardia en agua de América Central/del Sur y Africa adoptaron el Método 1623
(Efstratiou et al., 2017).

1.7.1.1.Métodos inmunologicos
Se ha comprobado que resultan utiles tres sistemas de deteccidon inmunoldgica de

antigenos de los ooquistes de Cryptosporidium: la microscopia de inmunofluorescencia
(IFM), el ELISA y el IC, y existe gran variedad de kits comerciales. Los kits de IFM son
mas especificos en la deteccion de ooquistes de Cryptosporidium de frotis fecales que las
tinciones convencionales, y pueden resultar también mas sensibles para este fin
(Chalmers y Katzer, 2013). Los limites de deteccion de ELISA y de IC se encuentran en
el intervalo de entre 3 < 105 a 106 ooquistes por ml (Anusz et al., 1990; Smith, 2008), lo
cual no indica una sensibilidad mayor que la de la microscopia convencional, pero si una
sensibilidad menor que la de la IFM. Las reacciones positivas deberan confirmarse con

otros métodos (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2022).
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1.7.1.2.Microscopia de inmunofluorescencia directa (dIFM)
En la dIFM, se emplea un MAb anti-Cryptosporidium conjugado a FITC (FITC-C-MAD)

que reconoce epitopos de superficie de los ooquistes. No distingue entre diferentes
especies de Cryptosporidium. La epifluorescencia que se genera al usar un sistema de
filtro FITC hace que los ooquistes marcados presenten una fluorescencia de color verde
manzana brillante. Los materiales que vienen con los kits comerciales no son siempre los
mismos, pero pueden incluir controles positivos y negativos para ooquistes de C. parvum,
MAD antiCryptosporidium marcado con FITC (a la dilucion de trabajo; no sirve de nada
diluirlo), y medio de montaje con glicerol que contenga un inhibidor del fotoblanqueo.
Cada vez que se lleve a cabo este procedimiento debe incluirse un porta control positivo
y uno negativo (normalmente vienen con el kit). Los ooquistes de Cryptosporidium
parvum se pueden comprar a proveedores comerciales, a laboratorios veterinarios de
diagnodstico a centros de investigacion. Los posibles ooquistes se miden aumentando
lentamente el voltaje (intensidad luminica) de la fuente de luz de campo claro de tal forma
que puedan observarse a la vez tanto imagenes fluorescentes como de campo claro. Los
objetos se pueden medir con la reticula del ocular. Tras tefiir y montar los portas segin
las instrucciones del fabricante, se debe comprobar si las preparaciones contienen
ooquistes examindndolas con el objetivo de 20 y confirmando el resultado con el de x40
de un microscopio de epifluorescencia equipado con un filtro FITC (longitud de onda
maxima de la excitacion: 490 nm, longitud de onda media de la emision: 530 nm). Los
ooquistes se miden con el objetivo de x100. Si es necesario, los portaobjetos se pueden
conservar a temperatura ambiente, en la oscuridad, hasta que se examinen. Los ooquistes
de Cryptosporidium spp. son elementos redondos o ligeramente ovoides que presentan
una fluorescencia de color verde manzana brillante bajo el filtro FITC. A menudo, la
fluorescencia es mas intensa en la parte periférica, sin interrupciones visibles en la tincion
de la pared del ooquiste. Si el kit incluye azul de Evans, que reduce la fluorescencia
inespecifica, la fluorescencia de fondo serd roja. Si incluye DAPI como contratincion, los
nucleos presentaran una fluorescencia azul. La fluorescencia inespecifica suele ser
amarilla. Siempre debe tenerse en cuenta como es el control positivo y asegurarse de que
el tamafio, la forma y el color del posible ooquiste coincidan con los de dicho control.
Los resultados deben presentarse igual que en el caso de la microscopia convencional
(arriba). Los numeros se pueden registrarse tal como se hayan identificado anteriormente

(USEPA, 2012).
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Para apoyar la futura regulacion de los protozoos en el agua potable, las Enmiendas a la
Ley de Agua Potable Segura de 1996 exigen que la Agencia de Proteccion Ambiental de
EE. UU. (EPA) evalue el riesgo para la salud publica que representa por contaminantes
del agua potable, incluidos parasitos transmitidos por el agua, como Cryptosporidium y
Giardia. Para implementar estos requisitos, la EPA debe evaluar la presencia de
Cryptosporidium y Giardia en superficies crudas. Aguas utilizadas como fuente de agua
para plantas de tratamiento de agua potable. El método 1623 de la EPA fue desarrollado
para apoyar esta evaluacion.

El Método Microscopia de inmunofluorescencia directa (dIFM) fue utilizado en estudios
realizados para la deteccion de parasitos como Cryptosporidium y Giardia en agua
potable en el afio 1997 en Panama4, pero debido a la constante busqueda y evolucion
tecnologica respecto a nuevos métodos de andlisis, se ha sugerido el uso de métodos
actualizados los cuales permitan la obtencion de resultados con mayor eficiencia en un
menor tiempo de respuesta, de manera que a medida que se incremente la necesidad de
una mayor obtencion de soluciones a problemas respecto al agua para consumo humano,
también contribuya al reforzamiento continuo de las normas que establecen los

parametros adecuados para el agua potable.

1.7.1.3.Método EPA 1623.1 2012: Cryptosporidium y Giardia en agua por
filtracion/IMS/FA

El método 1623.1 consiste en filtrar una muestra de agua y los ooquistes, quistes y
materiales extrafios se retienen en el filtro. Aunque la EPA sélo ha validado el método
utilizando filtracion de laboratorio de muestras de agua a granel enviadas desde el campo,
también se puede utilizar la filtraciéon de campo. Este método se basa en las siguientes
etapas:
e Elucion y separacion
Se eluyen los materiales del filtro y el eluato se centrifuga para sedimentar los ooquistes
y quistes, y se aspira el liquido sobrenadante. Los ooquistes y quistes paramagnéticos se
separan de los materiales extrafios utilizando un iméan y los materiales extrafios se
descartan y el complejo de perlas paramagnéticas se desprende de los ooquistes y quistes.
e Enumeracion
Los ooquistes y quistes se tifien en portaobjetos con anticuerpos monoclonales marcados

con fluorescencia y DAPI. La muestra tefiida se examina mediante microscopia de

21



fluorescencia y DIC. El andlisis cualitativo se realiza escaneando cada portaobjetos en
busca de objetos que cumplan con el tamafio, forma y caracteristicas de fluorescencia de
los oocistos de Cryptosporidium o de los quistes de Giardia. El analisis cuantitativo se
realiza contando el numero total de objetos en el portaobjetos que cumplen con los
criterios FA, DAPI y DIC para ooquistes o quistes. La calidad est4 garantizada mediante
calibracion y pruebas reproducibles de los sistemas de filtracion, IMS, tincién y
microscopia (USEPA, 2012).

El Método 1623.1. de la EPA ha sido modificado hasta esta su Ultima version con el
objetivo de mejorar su eficiencia y proporcionar una nueva alternativa de andlisis a
distintas matrices de agua, que no habian sido inicialmente contempladas mediante este

método de analisis.

1.7.1.3.1. Ventajas y Desventajas
Este método tiene varias desventajas. El sitio de unién del anticuerpo de

inmunofluorescencia se encuentra en la superficie externa de los ooquistes y quistes, y la
pared del quiste después de la desencapsulacion aun se detectara, lo que puede aumentar
la tasa de deteccion. En segundo lugar, la desinfeccion con cloro, el aumento de la edad
de los parésitos y los cambios ambientales probablemente causen la inactivacion de los
sitios de union y reduzcan la tasa de deteccion. En tercer lugar, el método atn no puede
distinguir claramente entre la actividad y las especies de protozoos. Sin embargo, algunas
investigaciones que muestran la optimizacion del proceso EPA1623 podrian mejorar el
sistema (Feng, C. et al., 2021). En un estudio reciente se optimizo la etapa de separacion
inmunomagnética, que reemplazd el elemento filtrante Filta-Max Xpress con una
membrana filtrante para una filtracion rapida. También reemplazé el compresor de aire
con una membrana filtrante de elucion ultrasonica para eluir rdpidamente el elemento
filtrante. Después de la optimizacidn, la tasa de recuperacion de la adicion estdndar de
Giardia y Cryptosporidium es mucho mayor que la tasa de recuperacion obtenida al operar
siguiendo el estandar nacional (Ye, X. et al. 2017). Los métodos inmunologicos ofrecen
mayor especificidad y sensibilidad que la microscopia en la deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium en diversos tipos de muestras ya que utilizan anticuerpos que se dirigen

a la pared del ooquiste (Hassan et al., 2021)
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1.7.1.4.Ensayos Moleculares
Es posible combinar la tecnologia de separaciéon inmunomagnética (IMS-PCR) para

mejorar la especificidad de la PCR. Otras técnicas de biologia molecular incluyen la PCR
anidada, la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR), la
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR), la PCR con transcripcion inversa (RT-PCR),
la PCR fluorescente multiplex, la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) y
el analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion por PCR (PCR-PFLP) (Feng et
al., 2021).

1.7.1.4.1. Ventajas y Desventajas
Debido a las limitaciones de la tecnologia inmunologica debido a que el método de

analisis microscopico empleado no permite la identificacion de Cryptosporidium a nivel
de especie, ya que durante la separacion inmunomagnética (IMS) se utilizan anticuerpos
comunes para todas las especies de Cryptosporidium para unir las microesferas y los
ooquistes, y el enfoque de inmunofluorescencia directa se bas6 en un antigeno que se une
a un anticuerpo comun a todo el género(Pignata et al., 2019), de manera que la tecnologia
molecular se ha desarrollado rapidamente y ha demostrado un gran potencial en la
deteccion de protozoos patdgenos. Sin embargo, este método tiene requisitos estrictos en
el entorno de prueba y a menudo es sensible a la contaminacién del ADN (Feng et al.,
2021).

La PCR anidada utiliza dos pares de cebadores de PCR basados en la PCR tradicional, lo
que la hace altamente especifica y sensible.

La PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) es la monitorizacion en tiempo real de
todo el proceso de PCR a través de sefiales fluorescentes en el proceso tradicional de
amplificacion por PCR. Este método es sensible y especifico en la deteccion cuantitativa
de Cryptosporidium. Pero este método todavia no puede distinguir ni detectar la actividad
de los ooquistes vivos.

El PCR con transcripcion inversa (RT-PCR) se basa en el ARNm para la deteccion. Los
métodos derivados de PCR anteriores se basan en el ADN para la deteccion. EI ADN
puede conservarse intacto durante mucho tiempo después de que los ooquistes o quistes
mueran, por lo que la tasa de deteccion es relativamente alta. Solo las células vivas pueden
producir ARNm. Este método supera las deficiencias de otros métodos de deteccion de

biologia molecular basados en ADN.

23



La tecnologia de PCR tradicional solo puede detectar un tipo de microorganismo
patogeno en cada tubo de reaccion de PCR, lo que tiene baja eficiencia y alto costo.

La tecnologia PCR multiplex (multiplex-PCR) puede detectar multiples microorganismos
patdgenos al mismo tiempo, ahorrando mano de obra y recursos materiales.

El analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion por PCR (PCR-RFLP) es una
técnica que combina la amplificacién por PCR y la digestion con enzimas de restriccion
para detectar polimorfismos. Utiliza una enzima de restriccion especifica para cortar el
producto amplificado y ejecutarlo en electroforesis en gel. La técnica es simple y puede
analizar muestras en poco tiempo. Por lo tanto, es adecuada para biotipificar e identificar
multiples especies de protozoos, como Cryptosporidium y Giardia.

La tecnologia de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) es relativamente
nueva. Esta tecnologia de amplificacion contabiliza la temperatura constante, adecuada
para el diagnodstico genético. Esta tecnologia utiliza la ADN polimerasa por
desplazamiento de cadena para amplificar una gran cantidad en poco tiempo a
temperatura constante, lo que produce un gran precipitado blanco de pirofosfato de
magnesio. Como resultado, la presencia del gen diana puede observarse a simple vista.
Esta tecnologia se utiliz6 por primera vez para detectar Cryptosporidium gracias a su alta
especificidad, su sencillo funcionamiento y sus bajos requisitos de equipo (la PCR
requiere equipos costosos, mientras que la LAMP solo requiere un bafio de agua o una
incubadora). Por lo tanto, este método es de gran importancia en la practica.

De acuerdo con Fengetal., (2021) cientificos como Hallier-Soulier y Guillot combinaron
la separacion inmunomagnética y la tecnologia de PCR para detectar el nimero de
ooquistes de Cryptosporidium en rios, Fontaine y Guillot utilizaron tecnologia de
separacion inmunomagnética combinada con tecnologia de PCR en tiempo real para
detectar ooquistes de Cryptosporidium en agua del grifo y agua de rio y Liao combinaron
PCR fluorescente en tiempo real y PCR multiplex para establecer un método dual de
deteccion por PCR fluorescente en tiempo real para Cryptosporidium y Giardia , creando

un sistema mucho mas rapido y preciso.

1.7.5. Deteccion Clostridium perfringens en agua para consumo humano.

Clostridium perfringens es ampliamente reconocido como un valioso indicador de
contaminacion fecal. En el tracto intestinal de animales y humanos, estas bacterias

grampositivas forman esporas resistentes al calor, en comparacion con las células
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vegetativas. C. perfringens en el intestino existe tanto en forma de esporas como de
células vegetativas; también se encuentran esporas en muestras ambientales. Las esporas
de C. perfringens sobreviven en el agua durante meses, mucho mas tiempo que las
bacterias indicadoras fecales vegetativas, por lo que su presencia puede indicar
contaminacion fecal remota o intermitente. El monitoreo de C. perfringens ha
demostrado ser util para evaluar la calidad de los recursos hidricos y para verificar las
etapas del tratamiento del agua y evaluar el rendimiento de las plantas de tratamiento. Las
esporas no siempre se inactivan mediante procedimientos rutinarios de desinfeccion (p.

ej., cloracion) (ISO 14189:2013, 2013)

1.7.5.1.Técnicas de analisis de agua empleadas para la deteccion de Clostridium

perfringens:

1.7.5.1.1. Método de filtracion sobre membrana: Enumeracion de Clostridium
perfringens.
Un volumen medido de la muestra, o una dilucién de este, se filtra a través de una

membrana con un tamano de poro de 0,45 pum suficiente para retener las esporas de
clostridios. La membrana se incuba en un agar selectivo/diferencial (agar triptosa-
sulfitocicloserina) anaerdbicamente a (44 £ 1) °C durante (21 £ 3) h. Clostridium
perfringens suele producir colonias negras o de color gris a marron amarillento como
resultado de la reduccion de sulfito a sulfuro que reacciona con una sal férrica en el medio.
Se cuentan las colonias caracteristicas y se realizan pruebas de confirmacion. El resultado
se calcula como el recuento de colonias por volumen de muestra.

Si solo se requiere un recuento de esporas, la muestra se pretrata primero a (60 £ 2) °C

para inactivar las bacterias vegetativas (ISO 14189:2013, 2013).

1.8. Estudios relacionados a la deteccion en agua de Giardia spp. y Cryptosporidium

spp. en Panama.

En estudios realizado para agua cruda utilizada por plantas potabilizadoras en algunos
centros urbanos, se han encontrado quistes de Giardia spp. y ooquistes de
Cryptosporidium spp. en la estacion seca. En la estacion lluviosa, los resultados fueron
negativos, a excepcion de un estudio en que se encontré Cryptosporidium spp. en aguas
tratadas. Por otro lado, en la Planta Potabilizadora de Chilibre, que abastece de agua a la

mayor parte de la poblacion urbana de la ciudad capital, no se detectd la presencia de
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ninguno de estos parasitos. Sin embargo, estudios realizados en la ciudad de La Chorrera
parecen indicar una prevalencia relativamente alta de Cryptosporidium spp. y Giardia
spp. en nifios (Alvarez et al., 2019). Deteccion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en
Plantas Potabilizadoras, segin informes anuales de la ACP desde 2005 a la fecha reiteran que se
mantiene el monitoreo de la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en las plantas
potabilizadoras de Miraflores (Panamd) y Monte Esperanza (Colén), como parte del monitoreo
de la calidad del agua. Por otra parte, la Autoridad de los Servicios Publicos (ASEP) y
anteriormente el Ente Regulador de los Servicios Publicos en 2003, como entidad externa, tiene
entre sus componentes el monitoreo de la calidad del agua desde el punto de vista bioldgico y
asegura que en las plantas potabilizadoras de la ciudad de Panama se vigila la presencia de
cianobacterias, toxinas y protozoarios. De igual manera entre el 2003 y 2005 el laboratorio de
calidad de agua del IDAAN realiz6 muestreos y analisis de Giardia spp y Cryptosporidium spp.
en la mayoria de las Plantas Potabilizadoras del pais, reportando la presencia de quistes y
ooquistes en algunas de las muestras (Rivera,1991; De la Cruz,1997).

Estudios realizados en plantas potabilizadoras de comunidades aledanas a la capital por
(Rivera, 1991) reportaron quistes de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp.
en aguas crudas de las plantas potabilizadoras de La Chorrera, Chitré y Chepo durante la
estacion seca; no obstante, para la estacion lluviosa los resultados en las tres plantas
potabilizadoras fueron negativo. Igualmente, un estudio sefala la presencia de quistes de
Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. en aguas crudas y tratadas de la Planta
Potabilizadora de La Chorrera en la estacion seca, y solo Cryptosporidium spp. en aguas
tratadas en estacion lluviosa. En la potabilizadora de Colon se reportd la presencia de
Cryptosporidium spp. en aguas crudas durante la estacion lluviosa. Sin embargo, en la
Potabilizadora de Chilibre, que abastece de agua a la mayor parte de la poblacion urbana
de la ciudad capital, no se detecto la presencia de ninguno de estos parasitos (De la Cruz

etal., 1997).

1.9. Caracteristicas del sitio de estudio
1.9.1. Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero

La planta potabilizadora Jaime Diaz quintero ubicada en La Chorrera, Provincia de
Panama Oeste la cual posee como punto de captacion las aguas del Rio Caimito, en el
cual se desarrollan actividades recreacionales, ya que se utiliza como centro de balneario
y actividades agricolas como la porcinocultura, también se indica que anteriormente
existid un sitio de descarga de aguas negras, lo cual contribuye a la alta contaminacion de

esta fuente de agua. Esta potabilizadora abastece a las comunidades de: La Chorrera,
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Barrio Coldén, Barrio Balboa, Amador, Arosemena, El Arado, El Coco, Feuillet,
Guadalupe, Herrera, Hurtado, Iturralde, La Represa, Los Diaz, Mendoza, Obaldia, Playa
Leona, Puerto Caimito y Santa Rita.

La planta potabilizadora de La Chorrera fue creada para abastecer una pequefia area, pero
con el paso de los afios las areas de abastecimiento fueron incrementando y consigo la
necesidad de una mayor demanda del agua. De acuerdo, con informacion recopilada en
estudios anteriores, se indicé que la misma presentaba problemas en los sistemas de
filtracion y sedimentacion, ya que no son los adecuados, debido a que el caudal del agua
es mucho mayor que la capacidad del sistema de abastecimiento de la planta, por lo que
no permitia el desarrollo de un tratamiento 6ptimo de las aguas (De la Cruz et al., 1997).

1.9.2. Rio Caimito

La cuenca del rio Caimito, cuenca 140, cuenta con una extension de 509 km2 cuyo rio
principal es el rio Caimito con una longitud de 72.83km y un perimetro de 185.75 km.
Sus afluentes mas importantes son: el rio Aguacate con sus afluentes rio Céceres,
San Bernardino y Potrero, en el Distrito de Arraijan. En el distrito de la Chorrera se tienen
afluentes importantes como son: rio Congo, rio Caimitillo y rio Martin Sanchez, en el
distrito de Capira, donde tiene el nacimiento el Rio Caimito, el principal afluente es el
Rio Caimitillo, lo demés lo constituyen quebradas de menor importancia. La cuenca
ocupa gran parte de los distritos de La Chorrera, Arraijan y una pequefia porcion del
distrito de Capira. De los tres distritos, el de La Chorrera es el que tiene el mayor territorio,
seguido del distrito de Arraijan y en menor proporcion el distrito de Capira. El distrito
de La Chorrera, a pesar de ocupar el mayor territorio de la cuenca del rio Caimito, la
poblacion se encuentra concentrada en la ciudad de La Chorrera. Aqui los corregimientos
urbanos como Barrio Colon, Balboa y el Coco poseen la mas alta densidad, alcanzando
cifras que superan también los 1000 habitantes por kildometro cuadrado (Moreno
etal., 2021).

1.9.3. Clima

Los elementos principales de los climas son la temperatura del aire y las lluvias. Los
climas de Panama son todos de tipo tropical, ya que el Istmo est4 situado en la Zona
Intertropical. Son climas tropicales aquellos que tienen alta temperatura media anual.

Los climas de Panama presentan dos grandes estaciones muy marcadas:
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1° La estacion lluviosa (mayo — diciembre) es la estacion de gran humedad, vientos
débiles, dias calurosos y sofocantes; muchas nubes o nubosidad, frecuentes aguaceros a
mediodia (mayo — septiembre) o por las tardes y noches (septiembre — diciembre).

2° La estacion seca, que dura de enero a abril. Son los dias claros, despejados, con brisas
suaves o fuertes que soplan desde el norte o del noroeste, cielos con poca nubosidad y
muy pocas lluvias (Araiz, 2020). Panama, pais de clima tropical muy lluvioso, tiene gran
cantidad de rios. Se estima que hay cerca de 500; unos 350 en la vertiente del pacifico,
mayor en la superficie que la del Mar Caribe, que so6lo tiene unos 150.

Varia durante el afio la cantidad de agua que lleva el rio; en la estacion lluviosa (mayo —
diciembre) los rios crecen, sobre todo en los meses de octubre a diciembre y algunos
producen fuertes inundaciones. Durante la estacion seca (Enero — Abril) llevan menos
agua, y otros llegan a secarse (Biblioteca Nacional de Panama, 2021).

Laregion del Pacifico se caracteriza por abundantes lluvias, de intensidad entre moderada
a fuerte, acompafiadas de actividad eléctrica que ocurren especialmente en horas de la
tarde. La época de lluvias se inicia en firme en el mes de mayo y dura hasta noviembre,
siendo los meses de septiembre y octubre los mas lluviosos; dentro de esta temporada se
presenta frecuentemente tropicales (depresiones, tormentas tropicales y huracanes). En
Panama existe un periodo seco conocido como Veranillo, entre julio y agosto. El periodo
entre diciembre y abril corresponde a la época seca. Las méximas precipitaciones en esta
region estan asociadas generalmente a sistemas atmosféricos bien organizados, como las
ondas y ciclones latitudes tropicales; en el resto del afio las lluvias estdn asociadas a los
sistemas atmosféricos tropicales que se desplazan sobre la Cuenca del Caribe, a la brisa
marina y al calentamiento diurno de la superficie terrestre (Instituto de Meteorologia e
Hidrologia de Panama, 2010).

Wang et al., (2023) sefiala que factores como la temperatura, la lluvia, la humedad, la
velocidad del viento y la radiacion solar juegan un papel importante y pueden
considerarse factores de riesgo o de proteccion para Cryptosporidium o Giardia. Las altas
temperaturas pueden mejorar la  supervivencia de los (oo)quistes de
Cryptosporidium/Giardia y promover la progresion de la enfermedad hasta cierto punto,
aunque, por el contrario, las altas temperaturas aumentan la inactivacion de los
(oo)quistes. Los ooquistes de Cryptosporidium tenian mas probabilidades de sobrevivir
en climas calidos y himedos, mientras que la inactivacion por temperatura es un factor
abiotico clave que afecta la supervivencia de los (oo)quistes y la infectividad en el medio

ambiente.
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1.9.4. Procesos de Tratamiento utilizados por la Planta Potabilizadora Jaime Diaz

Quintero

Las Plantas de tratamiento de agua potable (PTAP) o Estacion de tratamiento de agua
potable, también conocida como (ETAP) son estructuras que mediante una serie de
tratamientos fisicos y quimicos para eliminar contaminantes del agua de origen
(Moussa,2023), que dan lugar a la transformacion del agua proveniente de fuentes
superficiales o subterraneas en agua apta para el consumo humano.

De acuerdo con su funcionamiento existen diferentes tipos de plantas entre ellos, las
plantas de tipo convencional. Las plantas de tipo convencional se caracterizan por llevar
a cabo procesos como: mezcla rdpida (aplicacion de coagulantes y ayudantes de
coagulacion), mezcla lenta (floculacidon), sedimentacion, filtracion y desinfeccion
(Rodriguez,2024).

Las superficies externas de los ooquistes de Cryptosporidium y Giardia presentan carga
negativa, similar a la de otros coloides de baja densidad con carga negativa. Por ello, un
proceso de coagulacion-sedimentacion puede eliminarlos en cierta medida. Sin embargo,
al mismo tiempo, dado que las particulas de impurezas tienen un efecto protector sobre
los microorganismos patégenos, esto afecta el mecanismo de los desinfectantes y la
eliminacion de patogenos. Por lo tanto, la eleccion del tipo de coagulante, el método de
filtracion y el grado de turbidez del efluente se han convertido en las principales lineas de
investigacion (C. Feng et al., 2021)

La planta potabilizadora JDQ es de tipo convencional y posee procesos de tratamiento
como floculacion vertical, sedimentacion lamelar y filtrado descendente.

Entre los procesos primarios de tratamiento realizados por la planta potabilizadora se
encuentra la floculacion (floculacion vertical) en este tipo de unidades el flujo sube y baja
a través de canales verticales formados por las pantallas. Este proceso es una solucion
ideal para plantas de medianas a grandes como es el caso de la planta Jaime Diaz
Quintero, debido que a mayor profundidad se requieren estas unidades, ocupan areas mas
reducidas que los canales de flujo horizontal.

Otra ventaja importante es que el area de la unidad guarda proporcidon con respecto a los
decantadores y filtros, con lo que resultan sistemas mas compactos y mejor
proporcionados. En cambio, cuando se emplean floculadores de flujo horizontal en
plantas grandes, el area de los floculadores es mucho mayor que el area de todas las demas

unidades juntas (Organizacion Panamericana de la Salud, 2004).
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En la planta también se emplea el proceso de decantacién o sedimentacion un proceso
basico en cualquier tratamiento de agua, puesto que sirve para eliminar los sélidos
sedimentables presentes en ésta. Constituye una parte fundamental en el proceso global
de tratamiento, ya que sus errores de disefio trasladan el problema a las etapas posteriores.
El papel de los decantadores en esta etapa consiste en separar los elementos semipesados
y pesados en suspension en el agua. (Lopez et al.,2022). Por otro lado, los decantadores
lamelares tienen dos propositos fundamentales: aumentar la superficie de decantacion y
obtener un flujo laminar. De manera que la utilizacioén de los decantadores lamelares se
basa en el hecho de que la capacidad de retirada de so6lidos de un decantador lamelar no
depende de la altura del decantador, si no de su superficie.

Por ende, para la decantacion secundaria se emplean principalmente decantadores
lamelares a contracorriente, con conductos de tubos cuadrados o modulos hexagonales
esto se debe a que los decantadores lamelares tienen un mantenimiento mas complicado
que los decantadores de flujo horizontal, en el proceso de fangos activos y se colocan
fundamentalmente, cuando existen problemas de espacio para la implantacion de la
decantacion secundaria (Olivares, 2021).

Por ultimo, se lleva a cabo la filtracion que es el proceso mas complejo de una planta de
tratamiento de agua, ya que disefio depende de la relacion entre las caracteristicas del
agua a tratar y del medio filtrante para que se den los mecanismos de filtracion adecuados
con la maxima eficiencia posible. Por lo tanto, el objetivo fundamental de este proceso
consiste en eliminar los solidos en suspension (SS) y microorganismos del agua,
haciéndola pasar a través de un material filtrante. Mejora la calidad del agua coagulada,
floculada y decantada, al retener posibles floculos y particulas organicas e inorgénicas
que hayan escapado a la decantacion, disminuyendo la turbidez del efluente (Lopez et
al.,2022). La eficacia de estos procesos para erradicar Cryptosporidium y Giardia, dos
parasitos protozoarios comunes transmitidos por el agua, depende de varios factores,
como el tamafio del parésito, el método de tratamiento empleado y las condiciones
operativas de la planta. Las investigaciones han demostrado que Cryptosporidium y
Giardia se pueden eliminar eficazmente mediante ETAP convencionales que incluyen
pasos de filtracion y desinfeccion (Moussa, 2023), pero es importante tomar en cuenta el
pequeiio tamafio de los ooquistes puede atravesar ciertos sistemas de filtracion y su
extrema tolerancia al cloro hace ineficaz el tratamiento con desinfectantes quimicos para

el agua (Desilva et al., 2016).
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1.10. Clostridium perfringens como posible indicador de la presencia de
Cryptosporidium spp.
Clostridium perfringens es la especie mas habitual en aguas dentro del grupo de las
bacterias anaerobias sulfito-reductoras. El origen de los anaerobios sulfito-reductores no
es exclusivamente fecal, ya que pueden encontrarse en multiples lugares. Por ser una
bacteria esporulada tolera condiciones adversas tales como: elevadas temperaturas,
desecacion, pH extremos, falta de nutrientes, entre otras. Son bacterias teliricas
(habitantes del suelo) ampliamente distribuidas en la naturaleza (suelo, polvo, sedimento
marino, etc.) que se encuentran también en el intestino de hombres sanos, asi como en
ganado porcino y bovino. Pero a su vez, es patdgeno para los animales (produce
enterotoxemias) y para el hombre (genera toxiinfecciones alimentarias mediante C.
perfringens tipo A y enteritis necrética a partir de C. perfringens tipo C). Producen
esporas excepcionalmente resistentes a las condiciones desfavorables en medios
acuaticos, incluidas la radiacion UV, temperatura y pH extremos, y procesos de
desinfeccion, como la cloracion. Su poder patogeno radica en la posibilidad de elaborar
potentes exotoxinas de accion hemolitica, proteolitica y edematizante, en la produccion
de gas y en su accidon necrosante sobre los tejidos. C. perfringens se caracteriza por ser
un bacilo Grampositivo, anaerobio, inmovil y formador de esporas ovales subterminales
y no deformantes, presentes normalmente en las heces, aunque en nimero mucho mas
reducido que E. coli. A nivel metabolico reducen nitratos a nitritos, producen HZ?S
(caracteristica importante a la hora de su diferenciacion en el medio de cultivo), fermentan
rdpidamente la lactosa y otros azlcares (con produccion de acido y gas), producen
lecitinasa y elaboran toxinas de varios tipos A, B, C, D y E. La caracteristica mas
importante de este grupo indicador es que sus esporos sobreviven en el agua mucho mas
tiempo que los coliformes y pueden ser resistentes a los tratamientos de desinfeccion
convencional si no se realizan de manera adecuada. Los esporos son estructuras de
resistencia que permiten resistir situaciones adversas que destruirian a la célula
vegetativa. La estructura de un esporo bacteriano incluye el nucleo, la membrana
plasmatica, la pared celular, el cortex y la capa esporogena interna y externa. Esta capa
espordgena esta formada principalmente de proteinas con pequeas inclusiones de lipidos
y carbohidratos. Estas capas les confieren resistencia frente a los agentes externos, entre
ellos, los desinfectantes quimicos. Por ello, su analisis después del tratamiento permite
evaluar la eficacia de eliminacion de agentes patogenos resistentes y cuando esta presente
en el agua potabilizada y desinfectada indica fallos en el tratamiento o en la desinfeccion.
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La deteccion de este microorganismo en el agua inmediatamente después de su
tratamiento constituye un indicador de alerta sobre el funcionamiento de la planta de
filtracion. Debido a su elevada resistencia, las esporas pueden indicar, de forma indirecta,
la presencia de quistes de protozoarios, ya que existen referencias en la literatura
cientifica que recomiendan a esta bacteria como indicador de contaminaciéon fecal,
incluyendo virus y ooquistes de Cryptosporidium spp. (Lanao, 2012).

La presencia de cloro en el agua inactiva rapidamente bacterias indicadoras como E. coli
y coliformes, pero deja gran parte de patdgenos resistentes practicamente sin afectar
durante varias horas. Esto crea un falso sentido de seguridad al darse resultados negativos
sobre coliformes y E. coli a las autoridades competentes responsables de los analisis
microbioldgicos del agua. Quistes de Giardia spp., ooquistes de Cryptosporidium spp. 'y
virus humanos entéricos son mucho mas resistentes a los desinfectantes, por lo que
constituyen un mayor riesgo para la salud. Cuando E. coli y los enterococos fecales estan
ausentes, la presencia de C. perfringens (células vegetativas y/o esporos) indica
contaminacion remota o intermitente debido a su longevidad y persistencia. Estudios que
relacionan microorganismos patégenos con indicadores de contaminacion fecal sefalan a
C. perfringens como uno de los indicadores que mejores coeficientes de correlacion tiene
con aquellos (Lanao, 2012).

Dada la extraordinaria resistencia de las esporas de C. perfringens a los procesos de
desinfeccion y a otras condiciones ambientales desfavorables, se ha propuesto esta
especie como indicador de la presencia de protozoos en los suministros de agua de
consumo humano tratada. C. perfringens también puede utilizarse como indicador de
contaminacion fecal previa y, por lo tanto, puede indicar qué fuentes son susceptibles de
contaminacion intermitente. La evidencia de que Clostridium es un indicador confiable
de virus entéricos es limitada e inconsistente, en gran parte se basa en un estudio de
reducciones mediante el tratamiento de agua de consumo humano. Los resultados deben
ser tratados con cautela, ya que la supervivencia excepcionalmente larga de sus esporas
es probablemente muy superior a la de los agentes patogenos entéricos. Las esporas de C.
perfringens son mas pequefias que los quistes u ooquistes de los protozoos, por lo que
pueden ser utiles como indicadores de la eficacia de los procesos de filtracion (OMS,

2011).
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1.11. Importancia de C. perfringens en el agua para consumo humano
La presencia de C. perfringens en el agua de consumo humano puede ser un indicador de

contaminacion fecal intermitente, y debe impulsar la investigacion de las posibles fuentes
de contaminacion. Los procesos de filtracion disenados para eliminar virus entéricos o
protozoos deberian eliminar también C. perfringens, por lo que la deteccion de este
microorganismo en el agua inmediatamente después de su tratamiento deberia conducir

a la investigacion del funcionamiento de la planta de filtracion (OMS, 2011)

33



CAPITULO 11
METODOLOGIA



2.1.Descripcion del Sitio de Estudio

Las muestras fueron colectadas en la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero de La
Chorrera, ubicada en el corregimiento El Trapichito, Distrito de La Chorrera, la cual se
abastece del Rio Caimito y se encuentra ubicada a 8° longitud Norte y 79°latitud Oeste

de la provincia de Panama Oeste.
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Figura 3. Vista Satelital de la ubicacion de la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero, Planta de Bombeo

del IDAAN y el Rio Caimito. (Google Earth, 2024).

2.1.1. Descripcion de puntos de muestreo

Los puntos de muestreo corresponden al grifo de agua cruda, el canal o grifo de agua

sedimentada y el grifo de agua tratada ubicados en la potabilizadora.

2.2. Colecta de las muestras

Se colectaron dos muestras por punto de muestreo durante 6 meses tanto en la época
lluviosa como en la época seca, estas fueron monitoreadas mediante la toma de
parametros fisicoquimicos tales como: temperatura, conductividad, salinidad, pH,

turbidez, solidos totales disueltos y cloro residual a cada una de las muestras colectadas.
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2.2.1. Volumen de muestras para Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
Se tomaron dos muestras de 50 L para agua cruda, 2 muestras de 50 L para agua

sedimentada y 2 muestras de 100 L para agua tratada, mediante un sistema de filtracion

colocado en los grifos in situ.

2.2.2. Volumen de muestras para Clostridium perfringens
Se recolectaron 2 muestras de 100 mL de Agua Cruda, Agua Sedimentada y Agua Tratada

en envases estériles con tiosulfato al 3%.

2.3. Cadena de Almacenamiento y Transporte
Todas las muestras colectadas fueron transportadas en una hielera con pads refrigerantes

a una temperatura entre 1-20°C y almacenadas a una temperatura de 1-10°C para ser

posteriormente analizadas en el laboratorio de Control de Calidad de Agua del IDAAN.

2.4. Determinacion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua por la técnica
de filtracion y separacion inmunomagnética (IMS)/FA del método 1623.1-2012.
Dela EPA. METODO ESTANDAR. EDICION 23/ 9711 B.

La técnica de deteccion de Cryptosporidium spp. y Giardia spp. descrita en este
procedimiento se basan en las siguientes etapas: concentracion de la muestra por
filtracion, centrifugacion, purificacion por separacion inmunomagnética (IMS), tincion y
lectura de laminas (microscopia de inmunofluorescencia — FA). Cryptosporidium spp. y
Giardia spp. se identifican por medio del colorante DAPI (del inglés 4'-6-Diamidino-2-
phenylindole). Este método identifica los géneros Cryptosporidium spp. y Giardia spp.,
pero no a nivel de especie. Su aplicacion exige el empleo de personal capacitado con
entrenamiento y experiencia en la determinacion de Cryptosporidium spp. y Giardia spp.

por filtracion, IMS y FA.

Es importante destacar que previamente a la colecta y al andlisis de las muestras en el
laboratorio se llevd a cabo un ensayo previo utilizando una muestra contaminada como
blanco para obtener el porcentaje de recuperacion indicado en el método 1623.1-2012 de
la EPA utilizando agua destilada, quistes de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium
spp., ya que este proceso también incluye la garantia de la calidad y control de calidad
(QA / QC); por lo tanto, permite verificar la calibracion equipos, lista de reactivos;
informacion para la colecta de muestras, almacenamiento, tiempos de mantenimiento y

la evaluacion de la capacidad del analista para procesar las muestras colectadas.
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Nota: Este Método permite modificaciones siempre y cuando se hagan suficientes

pruebas de equivalencia.

2.4.1. Criterios de Aceptacion
Criterios de rendimiento aceptables para la eficiente recuperacion en muestras de prueba

de la matriz son 13-111% para Cryptosporidium spp.y de 15 a 118% de Giardia spp. la
aceptacion revisa criterios de precision en curso y las muestras de recuperacion (OPR)
(Agua reactiva enriquecida) son de 22 a 100% de Cryptosporidium spp. 11y 14 a 100%
para Giardia spp.

2.4.2. Concentracion inicial de la muestra

Para la recoleccion de la muestra se utilizaron filtros Envirochek HV los cuales poseen
una membrana polietersulfona plisada; estos filtros de (alto volumen) tienen una cépsula
con una membrana de poliéster. E1 Método 1623.1-EPA requiere al menos 10 L de agua
superficial no tratada para el analisis, aunque dependiendo de la turbidez de la muestra,
se puede necesitar mas de un filtro. Los filtros Envirochek HV se pueden utilizar hasta
un maximo de 50 L de las aguas superficiales y de 100 hasta 1000 litros de agua tratada.
Por lo tanto, los analistas evalian tipicamente grandes voliumenes de agua tratada (Hasta
1000 L).

Para efecto del agua cruda y sedimentada se filtraron 50 litros en campo y 100 litros de
agua tratada a la cual se le neutraliz6 el cloro residual mediante la adicion de 2% (p/v) de
tiosulfato de sodio (Na,S,05.5H,0) y posteriormente se colecto de un grifo a presion o
por medio de una bomba en caso de que no se tuviese un grifo a presion disponible, de
manera que los caudales podian variar en un rango de 0,7 L min (tiempo de
funcionamiento total por aproximadamente 24 h para la muestra de 1000 L) 0 4 L / min
(tiempo total de funcionamiento aproximadamente 4,2 h). El caudal a través del filtro no
debe exceder de 2 litros/min para los filtros Envirocheck HV. El volumen filtrado debe
medirse a través de un totalizador de flujo o un carboy graduado a 0,25-L. Toda la
manguera debe ser nueva o esterilizada por una solucion de jabén/cloro, enjuagar a fondo,
y autoclavar la misma.

Nota: No exceda de 30 1b/plg2 04 L/ min.

Adicionalmente se colecto el 10% del total de muestras al azar en bombonas o tanques
estériles y transportaron al laboratorio de calidad de agua del IDAAN para su analisis. La

temperatura de la muestra debe mantenerse de 1-10 ° C durante el almacenamiento y entre
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1 y 20 ° C durante el transporte. Es importante garantizar que se mantenga la temperatura
de la muestra durante transporte y almacenamiento a través de dispositivos calibrados
(por ejemplo, un termémetro vial, tira adhesiva de temperatura, termometros infrarrojos,

o con temperatura de Grabacion Thermochron butrén).

2.4.3. Tiempo maximo admisible para el procesamiento de la muestra en cada paso.
Tabla 3. Tiempos De Almacenamiento Del Método

Descripcion Dias Horas
Recogida / filtracion y elucion. 4 dias (96 horas)
Elucion y aplicacion de la muestra al portaobjeto. 1 dia Un dia de Trabajo
Aplicacion al portaobjeto y la tincion 3 dias (72 horas)
Tincioén y examen al microscopio 7 dias (168 horas)

Nota: Previamente a la colecta de las muestras se deben esterilizar los materiales a utilizar

y de igual manera se debe realizar la preparacion de los reactivos requeridos.

Nota: Es importante recalcar que se debe completar la elucion, concentracion y
purificacidon en una sola jornada laboral. Es fundamental que estos pasos se completen en
una sola jornada laboral para minimizar el tiempo en el que los organismos objetivo-
presentes en la muestra permanezcan en el eluido o la matriz concentrada. Este proceso

finaliza con la aplicacion de la muestra purificada en el portaobjetos para su secado.

2.4.4. Dispersion de la muestra
Llegadas las muestras al laboratorio fueron almacenadas para su posterior analisis.

Se tomo en cuenta previamente al proceso de elucion que este puede requerir hasta 275
ml de tampon por muestra.

Como primer paso retiramos las tapas de entrada de los filtros, vertiendo la solucion de
NaHMP por la abertura de entrada y dejando que el nivel del liquido se estabilizara. Se
agrego suficiente solucion de NaHMP cubriendo aproximadamente 1 cm por encima del
pliegue de la membrana del filtro con la solucion de NaHMP, midiendo la solucion de
NaHMP hasta 125 mL y colocamos nuevamente la tapa de entrada.

Se sujeto firmemente la capsula en una de las abrazaderas del agitador de laboratorio, con
la valvula de purga en la parte superior, sobre un eje vertical (en la posicion 12 de acuerdo

con las manecillas del reloj). Luego se encendi6 el agitador y se ajusto la velocidad al
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maximo (700-900 rpm o segun las instrucciones del fabricante). Se agito la capsula
durante aproximadamente 5 minutos.

El filtro fue retirado del agitador, al igual que la tapa de salida y se conecto la salida del
filtro a una manguera, a un novel mas arriba que la bomba. Con el filtro en posicion
vertical, se retird la tapa de entrada, teniendo cuidado de no verter liquido por la entrada.
Se encendi6 la bomba y se dejo que se absorbiera todo el NaHMP a través del filtro.
Apagamos la bomba para evitar que los pliegues del filtro se colapsen durante el bombeo.
Llenamos la capsula con agua reactiva, presionando la manguera de salida, para cubrir
la membrana blanca plisada y el plastico que la recubre; dejando que el nivel de liquido
se estabilizara. Se agrego suficiente agua reactiva para cubrir la membrana blanca plisada
y posteriormente se encendid la bomba y se dejoé drenar toda el agua a través del filtro.
Se coloca nuevamente la tapa de entrada y se procedid a desconectar el tubo de salida del
filtro y se volvio a colocar la tapa de salida.

Nota: Inmediatamente después de realizar esta etapa se debe proceder a la elucion el

mismo dia.

2.4.5. Elucion
Para el proceso de elucion primero se colocd la céapsula en posicion vertical con el

extremo de entrada hacia arriba.

Luego se retir6 la tapa de entrada vertiendo el tampon de elucion para cubrir la membrana
plegada con la solucion, o bien puede medirse el tampon de elucion para asegurar el uso
de un tubo de centrifuga de 250 ml y por tltimo se coloca nuevamente la tapa de entrada.
Se sujeto firmemente la cdpsula en una de las abrazaderas del agitador de laboratorio, con
la valvula de purga en la parte superior, sobre un eje vertical (en la posicion 12 de acuerdo
con las manecillas del reloj). Luego se encendi6 el agitador y se ajusto la velocidad al
maximo (700-900 rpm o segun las instrucciones del fabricante). Se agito la cépsula
durante aproximadamente 5 minutos.

Retiramos los filtros del agitador, removemos la tapa de entrada y vertimos el contenido
de la capsula en un tubo de centrifuga de 250 ml.

Sujete la capsula verticalmente con el extremo de entrada hacia arriba y afiada suficiente
volumen de tampon de elucion a través del conector de entrada para cubrir la membrana
plisada. Vuelva a colocar el tapon de entrada.

Regresamos la capsula al agitador con la valvula de purga en la posicion de las 4 en punto.
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Se encendi6 el agitador y se agitd la capsula durante aproximadamente 5 minutos,
dejamos el tampon de elucion en la capsula y luego se alineo nuevamente en el agitador
con la valvula de purga en la posicion de las 8 y dejamos agitar durante 5 minutos mas.

Retiramos el filtro del agitador, removemos la tapa de entrada y vertimos el contenido en
el tubo de centrifuga de 250 mL. Posteriormente se enjuago en interior de las paredes del
filtro de la cépsula con agua destilada o tampon de elucion utilizando un policial o una
pipeta serologica insertada en el extremo de entrada de la capsula, después invertimos el
filtro de la capsula sobre el tubo de centrifuga asegurandonos de que se haya transferido
la mayor cantidad posible de eluido y volvemos a colocar el tampon de entrada.
Balanceamos la capsula del filtro manualmente a una inclinacion de 180° para recuperar

mas eluido del filtro.

2.4.6. Concentracion y Separacion de muestras (Purificacion)

Para este paso concentramos el eluido mediante centrifugacion, y los ooquistes y quistes
de las muestras fueron separados de otras particulas mediante IMS. De manera que
equilibramos los tubos con una diferencia de 0,5 g entre si antes de la centrifugacion o
utilizamos un rotor autoequilibrado y luego centrifugamos el tubo de 250 mL que contiene
el eluido a un minimo de 1500 x G por 15 minutos, esperamos a que la centrifuga se
detuviera, sin utilizar el freno y registramos el volumen de pellet (volumen de solidos).
Posterior a la centrifugacion se procedio a recolectar un volumen de sedimento empacado
que debe ser < 0,5 mL, utilizamos una pipeta para aspirar cuidadosamente el sobrenadante
a 5 mL por encima del sedimento, también se aspird en la interfaz aire/agua desde el
centro del tubo utilizando una presion suave y constante y reducimos la presion de vacio
cuando quedaban 30 mL de sobrenadante. Se debe tener cuidado para evitar la aspiracion
de los ooquistes y quistes durante esta etapa.

Nota: Las recuperaciones se pueden mejorar si la aspiracion se realiza con una pipeta

Pasteur o una pipeta seroldgica con un diametro interno de 1,2 a 1,5 mm.

Se agit6 vigorosamente el tubo durante 10-15 segundos y mezclamos con una pipeta hasta
que el sedimento este completamente resuspendido, luego agitamos suavemente el tubo
de centrifuga para reducir la formacion de espuma después de agitarlo.

Nota: Se debe tener cuidado con las muestras que contienen arena u otro material arenoso
cuando se agita en el vortex para garantizar que la condicion de cualquier quiste u

ooquiste en la muestra se vea comprometido.
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2.4.7. Separacion Inmunomagnetica (IMS)

Nota: El procedimiento IMS debe realizarse con muestras y buferes IMS a temperatura
ambiente, que van desde 15°C a 25°C.

Inicialmente preparamos una dilucion 1X de SL-buffer-A del 10X SL-buffer-A solucion
suministrada. Utilizamos agua destilada como diluyente y para cada 1 mL de 1X SL-
buffer-A requerido, mezclamos 100 pL de 10X SL-buffer-A y 0.9 mL de agua destilada
como diluyente. Preparamos un volumen de 1.5 mL de 1X SL-buffer-A por muestra y a
cada tubo L10 agregamos 1 mL de 1X SL-buffer-A suministrado no diluido y 1 mL de
10X SL-Buffer-B solucion suministrada al tubo L10 que contenia la solucién antes

agregada.

2.4.8. Captura de quistes y ooquistes

Utilizamos una pipeta graduada de 5 o 10 mL previamente enjuagada con tampon de
elucion, se midio y transfirio el concentrado de muestra a los tubos L10 que contenian los
buffers SL. Cuando traspasamos la muestra se realiz6 un enjuague del tubo de centrifuga
dos veces con agua destilada y lo agregamos a los tubos L10 los cuales deben tener un
volumen total 12 mL incluyendo el volumen de los buffers SL.

Seguido de este proceso agitamos en un vortex el vial Dynabeads®Crypto-Combo del-6
kit IMS durante aproximadamente 10 segundos para resuspender las perlas.
Asegurandonos de que las perlas estén completamente resuspendidas inclinando el tubo
y observando que no haya pellet residual en la parte inferior. Después agregamos 100 pL
de Dynabeads®Crypto-Combo resuspendido a los tubos L10 que contienen la muestra.
Nota: Se realiza el mismo procedimiento para agregar a los tubos L10 el vial con

Dynabeads®Giardia-Combo.

Luego de afiadir las perlas inmunomagnética se llevaron los tubos L10 a un mezclador
giratorio y se configur6 a 18 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente, después de rotar
durante 1 hora retiramos los tubos L10 con la muestra del mezclador y lo colocamos en
el concentrador de particulas magnéticas (MPC®-6 con el lado plano del tubo hacia el
iman. Nos aseguramos de que el tubo este ajustado hacia el imén y agitamos suavemente
el tubo de muestra con la mano en cada extremo del MPC®-6 a 180° inclindndolo hacia
arriba y hacia abajo el extremo de la tapa y el extremo de la base del tubo, realizamos este

movimiento durante 2 minutos con aproximadamente una inclinacidon por segundo.
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Nota: Se debe mantener la muestra inclinada durante este paso para evitar la union del
material magnético, ya que la muestra solo puede permanecer inmévil en el MPC®-6

durante 10 segundos.

Retiramos los tubos L10 del MPC®-6 y luego volvimos a resuspender suavemente todo
el material, lo colocamos nuevamente en el MPC®-6 en posicion vertical con la tapa en
la parte superior, le retiramos inmediatamente la tapa y mantuvimos el lado plano del tubo
en la parte superior, después vertimos el sobrenadante del tubo con una pipeta Pasteur
evitando agitar y quitar el tubo del MPC®-6 durante este paso. Utilizando un pafiuelo
limpio sin pelusa secamos el extremo en el MPC®-6 y decantamos el sobrenadante de 1
a 3 tubos L10 a la vez, por ultimo, movimos cada lado en un angulo de 90° 3 veces antes
de decantar los tubos restantes.

En el siguiente paso retiramos el tubo L10 del MPC®-6 y resuspendimos la muestra en
0,5 mL de tampon SLX-1-A y agregamos directamente al lado plano del tubo 1X SL
Buffer A evitando que cualquier residuo se fuera al lado redondo del tubo. Mezclamos
muy suavemente utilizando una pipeta de 1,0 mL para resuspender el sedimento de perlas
en el tubo y soltamos el liquido por el lado plano del tubo para enjuagarlo.

Después de enjuagar el tubo, colocamos los tubos de microcentrifuga de 1,5 mL en el
concentrador de particulas magnéticas MPC®-S con la banda magnética en posicion
vertical (posterior). Transferimos el contenido del tubo L10 a los tubos de microcentrifuga
enjuagando el tubo L10 dos veces para garantizar que se transfirio todo el liquido de
muestra al tubo de microcentrifuga de 1,5 mL en el MPC®-S. Utilizamos 0.5 mL de 1X
SL-buffer A para realizar el primer enjugue y 0,5 mL de 1X SL-buffer-A para el segundo
enjuague y mezclamos cada enjuague suavemente usando una pipeta de 1,0 mL y soltando
el liquido por el lado plano del tubo para enjuagarlo mejor evitando transferir los desechos
presentes en el lado redondo del tubo, permitiendo que la muestre se asiente durante
minimo 1 minuto después de la transferencia del segundo volumen de enjuague, luego
usamos una pipeta para recoger cualquier volumen residual que gotee hasta el fondo del
tubo asegurandonos que se transfiriera todo el liquido y las perlas.

Sin retirar el tubo de microcentrifuga del MPC®-S balanceamos suavemente el tubo a
180° con las manos durante 1 minuto con aproximadamente un giro de 180° por segundo
y el iman se balancea a 180° por segundo en una direccion y luego lo balanceamos hacia
atras en el siguiente segundo, de manera que al final de este paso las perlas produjeron un

color marrdn distintivo en la parte posterior del tubo, sin embargo, si el punto marrén no
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fuese visible se debe verificar la ubicacion del imén del tubo de microcentrifuga en el
MPC®-S para garantizar que se hayan ensamblado correctamente y repetimos el paso.
Luego aspiramos inmediatamente el sobrenadante del tubo, manteniéndolos en el MPC®-
S, en este caso como se procesd mas de una muestra se realizaron 3 movimientos rock/roll
de 90° antes de eliminar el sobrenadante de cada tubo, teniendo cuidado de no alterar el
material adherido a la pared del tubo adyacente al iman, evitando sacudir y retirar el tubo
del MPC®-S durante este paso. Enjuagamos las perlas dentro del tubo de microcentrifuga
manteniendo el tubo en el MPC®-S y agregamos suavemente 1.0 mL de 1X PBS teniendo
cuidado de no alterar el granulado adherido a la pared del tubo adyacente al iman,
posteriormente retiramos el MPC®-S y balanceamos suavemente la muestra de 8-10
veces a 180° hasta que las perlas se volvieran a suspender y reemplazamos la banda
magnética en la posicion vertical (posterior) en el MPC®-S.

Volvimos a realizar los siguientes pasos: retiramos el tubo de microcentrifuga del MPC®-
S balanceamos suavemente el tubo a 180° con las manos durante 1 minuto con
aproximadamente un giro de 180° por segundo y el imén se balancea a 180° por segundo
en una direccion y luego lo balanceamos hacia atras en el siguiente segundo, de manera
que al final de este paso las perlas produjeron un color marrén distintivo en la parte
posterior del tubo, sin embargo, si el punto marron no fuese visible se debe verificar la
ubicacion del iméan del tubo de microcentrifuga en el MPC®-S para garantizar que se
hayan ensamblado correctamente y repetimos el paso.

Luego aspiramos nuevamente el sobrenadante del tubo, manteniéndolos en el MPC®-S,
en este caso como se procesd mas de una muestra se realizaron 3 movimientos rock/roll
de 90° antes de eliminar el sobrenadante de cada tubo, teniendo cuidado de no alterar el
material adherido a la pared del tubo adyacente al iman, evitando sacudir y retirar el tubo
del MPC®-S durante este paso.

Luego de repetir los pasos anteriores, dejamos que el tubo permaneciera inalterado
durante 1 minuto, permitiendo que cualquier liquido residual fluya al fondo del tubo
utilizando una pipeta Pasteur y mezclamos suavemente el liquido con el sedimento
residual y lo aspiramos sin sacudir el tubo ni retiralo del MPC®-S mientras llevamos a

cabo estos pasos.

2.4.9. Disociacion del complejo perlas/quistes y ooquistes
Removimos la banda magnética de MPC®-S, adicionamos 50 pL de HCI1 0,1 N a cada

tubo, después agitamos durante 50 segundos con el vortex a velocidad alta y luego
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dejamos el tubo en reposo en posicion vertical, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se agitd vigorosamente nuevamente durante 30 segundos hasta asegurarnos
que la muestra entera se encontraba en la base del tubo. Volvimos a colocar la banda
magnética en MPC®-S en la posicion inclinada y lo dejamos durante 10 segundos.
Preparamos un portaobjeto para la seleccion demuestras y los etiquetamos, luego
adicionamos 5 pL de NaOH a dos pocillos de muestra en un portaobjetos (maximo 10 pLb
a cada pocillo), sin remover el tubo de microcentrifuga del MPC®-S transferimos la
muestra entera del tubo a un portaobjeto que contenia 10 pL de NaOH, teniendo cuidado
de no perturbar el pellet o sedimento de las perlas en la parte posterior del tubo y
asegurandonos de que todo el liquido fuese transferido.

Sin desechar las perlas del tubo de microcentrifuga después de haber transferido el
volumen desde la primera disociacion acida al pocillo del portaobjetos y realizamos
nuevamente los pasos anteriores para realizar una segunda disociacion.

Registramos la hora y fecha en la cual realizamos la aplicacion de la muestra purificada
al portaobjetos y la dejamos secar al aire en los pocillos del portaobjeto aproximadamente
entre 15-30 minutos, tomando en cuenta la variacion de temperatura y humedad del
laboratorio. Sin embargo, nos aseguramos de que la muestra se hubiese secado
completamente para poder realizar la tincion de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

2.4.10. Tincion de las muestras con el Kit directo para G/C Aqua-Glo completo
Nota: Se debe realizar la tincion, dentro de las 72 horas de la aplicacion de la muestra
purificada en el portaobjeto.

En este punto, realizamos una fijacién con metanol; sin embargo, no es necesaria para
que este reactivo se adhiera bien a los quistes y ooquistes. La fijacion con metanol puede
intensificar la tinciéon con DAPI. Aplicamos 45 pL. de metanol absoluto al pocillo del
portaobjeto y lo dejamos que se secara completamente. (Tiempo de secado:
aproximadamente 30 minutos).

Una vez que la muestra estaba completamente seca, procedimos a realizar la tincién con
DAPI, anadiendo 50 pL de una dilucién de trabajo (1X) de 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) a cada pocillo de muestra, dejando reposar la muestra durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Enjuagamos el portaobjetos para eliminar el DAPI afadiendo de
50 a 100 pL de tampon de lavado SureRinse™ y lo dejamos actuar durante 1 minuto.

Después inclinamos el portaobjeto con el borde largo hacia abajo y absorbimos el exceso
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de liquido con un papel absorbente colocado en el borde del pocillo sin tocar la superficie
para no alterar la muestra.

Aplicamos una gota (aproximadamente 45 pL) de reactivo de anticuerpos Aqua-Glo™
G/C en cada pocillo y extendimos la gota con un aplicador o una varilla de vidrio,
evitando que tocara la superficie del portaobjeto, posteriormente lo incubamos en una
camara himeda a temperatura ambiente durante al menos 25 minutos o en una incubadora
a 37 °C, igualmente durante 25 minutos, tomando en cuenta que se permiten periodos de
incubacion mas largos. En el siguiente paso enjuagamos el portaobjeto para eliminar el
reactivo de anticuerpos afiadiendo 50-100 pL de tampdén de lavado SureRinse™ o
equivalente, y dejamos que actuara durante 1 minuto e inclinamos el portaobjeto, con el
borde largo hacia abajo, y absorbimos el exceso de liquido con papel absorbente colocado
en el borde del pocillo sin tocar la superficie para no alterar la muestra.

En esta etapa, se de acuerdo con las instrucciones del kit se puede reducir la fluorescencia
de fondo inespecifica afiadiendo un fondo rojizo para mejorar el contraste mediante el
uso la tincion de contraste BlockOut™ de manera que aplicamos una gota de tincion de
contraste por pocillo y después incubamos durante 1 minuto a temperatura ambiente,
enjuague el portaobjeto para eliminar la tincion de contraste y afiadimos 50-100 puL de
tampon de lavado SureRinse™ o equivalente, lo dejamos actuar durante 1 minuto mas y
se inclind el portaobjeto, con el borde largo hacia abajo, y absorbimos el exceso de liquido
con papel absorbente colocandolo en el borde del pocillo sin tocar la superficie del pocillo
para no alterar la muestra, dejamos secar el portaobjeto parcial o completamente al aire
en un soporte inclinado para posteriormente montarlo con una gota (~45 pL) de medio
del montaje No-Fade™ vy por ultimo le colocamos un cubreobjeto y lo observamos al
microscopio.

Nota: En caso de que las muestras no sean examinadas inmediatamente, se debe guardar

en una camara himeda en un lugar oscuro entre 1-10°C hasta que estas sean utilizadas.

2.4.11. Preparacion del control positivo y negativo

Para el control positivo, pipeteamos 10 pL de antigeno positivo en el pocillo del
portaobjeto y para el control negativo pipeteamos 50 uL de PBS en el centro de un pocillo
del portaobjeto respectivamente y ambos los extendimos sobre el 4rea utilizando puntas
de micropipeta, posteriormente los dejamos secar al aire al mismo tiempo en los pocillos
del portaobjeto aproximadamente entre 15-30 minutos, tomando en cuenta la variacion

de temperatura y humedad del laboratorio. Sin embargo, nos aseguramos de que la
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muestra se hubiese secado completamente para poder realizar la tincion de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, como se describe en el punto 2.4.10. Tinciéon de las

muestras con el Kit directo para G/C Aqua-Glo completo.

2.4.12. Examinacion de la muestra

La técnica de escaneo de las muestras se llevo a cabo de manera sistematica con cada
pocillo utilizando un patrén de lectura de arriba hacia abajo, de abajo hacia arriba o de
lado a lado con un aumento minimo de 200X para el examen FITC y para el examen
DAPI un minimo de 400X.

Para examen FITC utilizamos epifluorescencia para escanear todo el pocillo en busca de
ooquistes de Cryptosporidium spp. los cuales deben observarse de forma esférica ovoide
brillante de 4 a 6 um de didmetro con bordes resaltados brillantemente, para Giardia spp.
Se deben observar quistes brillantes de color verde manzana redondos de 8 a 18 um de

largo y de 5 a 15 um de ancho con bordes resaltados brillantes.

2.5. Deteccion de Clostridium perfringens por el método ISO 14189:2013

Metodologia establecida en la Norma ISO 14189:2013 para la enumeracion de
Clostridium perfringens, empleando el método de Filtracion por Membrana (Rodriguez,

2016).

2.5.1. Preparacion de materiales
Se esterilizaron los insumos previamente a su uso (cristaleria, platos petri, etc.) Luego se

prepararon los medios de cultivos (Agar TSC + cicloserina) (Agar Columbia), segun las

instrucciones del fabricante.

2.5.1.1.Preparacion de medios de cultivo
e Agar TSC (Triptosa Sulfito Cicloserina) (base): MERCK

Para la preparacion de agar TSC (Triptosa Sulfito Cicloserina), se disolvieron 39
g en 1 L de agua purificada., después se calentd el agua hasta que estuviese
hirviendo y agitamos frecuentemente hasta su completa disolucion. Luego se
esterilizo en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Posterior al proceso de esterilizacion, cuando el agar este a una temperatura de 44

°C a 47 °C, mezclamos 10 ml de una solucion de D-cicloserina al 4 % esterilizada
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por filtracion, n.° de cat. C6880 o C30020, para obtener una concentracion final

de cicloserina de 0,4 g por litro de agar TSC.
Nota: Segtin la norma EN ISO 14189:2013, las placas de agar TSC preparadas por el
usuario deben utilizarse lo mas frescas posible el mismo dia. Si es inevitable almacenar
las placas preparadas, pueden conservarse en condiciones anaerdbicas a (5 + 3) °C hasta
siete dias.
Las placas deben desecharse una vez sacadas del refrigerador si no se utilizan. No deben
volver a almacenarse, ya que el rendimiento del medio se deteriora. Las placas deben
secarse bien antes de su uso, segiin la norma EN ISO 11133.

e Agar Columbia: SIGMA ALDRICH

Se disolvieron 42 g en 1 litro de agua destilada. Esterilizamos en el autoclave a

121 °C durante 15 minutos. Esperamos que se enfrie a 50 °C y anadimos los

componentes sensibles al calor.

Por ultimo, incubamos a 35 °C en condiciones anaerdbicas.
Nota: Conserve el medio preparado a menos de 8 °C, protegido de la luz directa. No
utilice el medio preparado si presenta signos de contaminacién o deterioro (encogimiento,
agrietamiento, evaporacion o decoloracion). Conservar el polvo deshidratado en un lugar

seco, en recipientes bien cerrados a 2-25°C.

2.5.2. Procedimiento: Filtracion por membrana
Previamente a la filtracion se sumergieron las muestras en un bafo precalentado a 60 °C

por al menos 15 minutos para destruir la estructura vegetativa de la bacteria y conservar
sus esporas.

Antes de proseguir al siguiente paso armamos el sistema de filtracion al vacio, ya
previamente esterilizado.

Nota: Este debe armarse con precaucion para evitar la contaminacion del sistema de
filtracion.

Luego se colocaron los filtros en el sistema con cuidado y se ajustan con la pinza que
sostiene el sistema.

Posteriormente se procedio a filtrar las muestras de 100 ml de agua cruda, agua
sedimentada y agua tratada con sus respectivas réplicas y se colocaron los filtros de
0.45um y didmetro de 47 mm en un plato petri de 50 mm con agar TSC + cicloserina ya
listos para usar y finalmente se llevaron a incubar los cultivos en anaerobiosis a 44+1°C

durante 21 + 3 horas.
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Nota: En caso de que la muestra posea una alta concentracion de materia organica o
sedimento, realizar diluciones para mejores resultados.

Luego de concluir la primera fase de incubacidon seleccionamos 10 colonias con
caracteristicas tipicas de C. perfringens y las cultivamos en agar Columbia a 36+2°C
durante 21 + 3 horas en anaerobiosis, después transferimos las colonias a papel filtro y
adicionamos el reactivo de fosfatasa acida para observar la confirmacién de las colonias.
Por ultimo, se reportd el nimero total de colonias confirmadas como UFC de C.

perfringens/100ml.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y
DISCUSION



RESULTADOS

El muestreo realizado para la deteccion de Giardia spp, Cryptosporidium spp. y
Clostridium perfringens, se realizd6 durante seis meses del afo de los cuales tres
correspondian a la época lluviosa y tres a la época seca. Se realiz6 un andlisis estadistico
utilizando la prueba de chi-cuadrado la cual no mostr6 una relacion estadisticamente
significativa entre la presencia de Giardia spp., Cryptosporidium spp. y Clostridium
perfringens asociados a una de las épocas del afo en especifico, ya que los valores de p
en cada una de las épocas fueron >0.05.

De acuerdo con una evaluacion independiente de los resultados por protozoo y época del
afo se identificd una mayor deteccion de Giardia spp durante la época seca como se
indica en la (Tabla 4.).

A diferencia de los resultados observados para Giardia spp, Cryptosporidium spp. y
Clostridium perfringens fueron detectados en la misma frecuencia durante las dos épocas

del afio como se indica en la (Tabla 5.).

Tabla 4. Presencia de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp. durante la época lluviosa y la
época seca.

Cryptosporidium spp. Giardia spp. Total
Epoca lluviosa 2 4 6
Epoca seca 4 16 20
Total 6 20 26

Nota. En esta tabla se puede observar la frecuencia con la que aparece Cryptosporidium spp. y Giardia spp.
durante la época seca y la época lluviosa.

Tabla 5. Presencia de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens durante la época lluviosa y
la época seca.

Cryptosporidium spp. Clostridium perfringens Total
Epoca lluviosa 2 3 5
Epoca seca 4 1 5
Total 6 4 10

Nota. En esta tabla se puede observar la frecuencia con la que aparecen Cryptosporidium spp.y Clostridium
perfringens durante la época seca y la época lluviosa.
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Evaluacion de la asociacion de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens en
matrices de agua potable, sedimentada y cruda.

De acuerdo con los procesos de tratamiento realizados por la Planta Potabilizadora Jaime
Diaz Quintero de La Chorrera se seleccionaron tres matrices de agua para la evaluacion
de la presencia o ausencia de Cryptosporidium spp. y Clostridium perfringens para cada
una respectivamente.

Para cada una de las matrices agua tratada, sedimentada y cruda se recolecto una muestra
y una réplica durante la época seca y lluviosa. Durante la época seca se colectaron 6
muestras de agua tratada, 6 de agua sedimentada y 6 de agua cruda, de las cuales
resultaron positivas en un 16,6% para Cryptosporidium spp. en agua sedimentada y 50%
para agua cruda, en el caso de Clostridium perfringens solo se detectaron un 16,6% de
muestras positivas en agua cruda. De igual manera se colectaron durante la época lluviosa
6 muestras de cada matriz y se detectdo un 16,6% para Cryptosporidium spp. en agua
sedimentada y 16,6% para agua cruda, para Clostridium perfringens se report6é un 33.3%
en agua sedimentada y un 100% en agua cruda.

Segun los datos reportados durante la época seca y lluviosa se pudo observar que todas
las muestras de agua tratada fueron negativas y que la matriz con mayor porcentaje de
recuperacion tanto de Cryptosporidium spp. como de Clostridium perfringens es la de
agua cruda, ya que en esta se puede encontrar una mayor concentracion de
microrganismos debido a que ain no ha completado su proceso de tratamiento, sin
embargo es importante destacar que el agua cruda colectada ya ha pasado por un proceso
de precloracion en el cual se le adiciona una cantidad promedio de 4.8 Kg/h de cloro y
aun asi se detecto un alto porcentaje de Clostridium perfringens, lo que indica una posible
contaminacion de la fuente de captacion de agua reportando mayor aumento de los niveles

durante los meses de correspondientes a la época lluviosa (Ligda et al., 2020).

Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens.

Tabla 6. Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens en
agua tratada y agua sedimentada.

Agua tratada Agua sedimentada Total
Cryptosporidium spp. 0 1 1
Clostridium perfringens 0 0 0
Total 0 1 1

Nota. Los datos expresados en esta tabla proporcionan la cantidad de veces en las que detectaron cambios
en la presencia de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens respecto a la matriz de agua tratada y
agua sedimentada.
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Tabla 7. Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens en
agua tratada y agua cruda.

Agua tratada Agua cruda Total
Cryptosporidium spp. 0 5 5
Clostridium perfringens 0 4 4
Total 0 9 9

Nota. Los datos expresados en esta tabla proporcionan la cantidad de veces en las que podemos detectar
como varia la presencia de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens respecto a la matriz de agua
tratada y cruda.

Tabla 8. Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Clostridium perfringens en
agua sedimentada y agua cruda.

Agua sedimentada Agua cruda Total
Cryptosporidium spp. 1 5 6
Clostridium perfringens 0 4 4
Total 1 9 10

Nota. En esta tabla se puede observar la variacion de la presencia de Cryptosporidium spp. vs Clostridium
perfringens en el agua sedimentada y cruda respecto a las tablas anteriores donde se presenta la matriz de
agua tratada.

La deteccion de Cryptosporidium spp. se realizd mediante el método de analisis de
Determinacion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua por la técnica de filtracion
y separacion inmunomagnética (IMS)/FA del método 1623.1-2012. De la EPA y para la
evaluacion de Clostridium perfringens como indicador asociado a la presencia de
Cryptosporidium spp, se realizd a través del método de analisis 14189:2013 para la
enumeracion de Clostridium perfringens de la Norma ISO.

Segtin los resultados obtenidos, no se encontré una asociacion significativa entre la
presencia o ausencia de Cryptosporidium spp. y Clostridium perfringens. Esto se
mantuvo constante independientemente de las variables consideradas en el estudio, como
la época del aiio y la matriz de agua colectada. El andlisis estadistico realizado mediante
la prueba de chi-cuadrado no mostr6 una relacion estadisticamente significativa entre

estos dos microorganismos, ya que los valores de p en cada una de las tablas fueron >0.05.

Deteccion de Cryptosporidium spp. y Giardia spp. en matrices de agua potable, sedimentada
y cruda.

La deteccion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp., se llevo a cabo mediante el analisis
Determinacion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua por la técnica de filtracion

y separacion inmunomagnética (IMS)/FA del método 1623.1-2012. De la EPA.
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En general los parésitos Giardia spp. y Cryptosporidium spp. se encuentran juntos en el
agua debido a que la fuente de ooquistes y quistes incluyen las aguas servidas de origen
humano y heces de muchas especies de mamiferos y reptiles (Cermeiio et al., 1997). De
acuerdo con los datos arrojados durante la fase experimental se detectd la presencia de
Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua sedimentada y cruda de la Planta
Potabilizadora Jaime Diaz Quintero tal y como se indica en la (Tabla 10).

Mediante el andlisis de los datos obtenidos, no se encontrd una relacion significativa entre
la presencia o ausencia de Cryptosporidium spp. y Giardia spp. entre si, ni tampoco con
las matrices de agua de agua analizadas (Figura 7). Dado que se mantuvieron constantes
las variables consideradas en el estudio como: la época del afo (seca y lluviosa) y las
matrices de agua colectada (tratada, sedimentada y cruda). Por lo tanto, el andlisis
estadistico realizado mediante la prueba de chi-cuadrado confirma que no hay una
relacién estadisticamente significativa entre estos dos microorganismos, ya que los

valores de p en cada una de las tablas fueron >0.05.

Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp.

Tabla 9. Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp. en agua
tratada y agua sedimentada.

Agua tratada Agua sedimentada Total
Cryptosporidium spp. 0 1 7
Giardia spp. 0 6 6
Total 0 7 7

Nota. Los datos expresados en esta tabla proporcionan la cantidad de veces en las que detectaron cambios
en la presencia de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp. respecto a la matriz de agua tratada y agua
sedimentada.

Tabla 10. Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp. en agua tratada
y agua cruda.

Agua tratada Agua cruda Total
Cryptosporidium spp. 0 5 5
Giardia spp. 0 16 16
Total 0 21 21

Nota. Los datos expresados en esta tabla proporcionan la cantidad de veces en las que podemos detectar
como varia la presencia de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp. respecto a la matriz de agua tratada y
cruda.
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Tabla 11. Resultados de la deteccion de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp. en agua

sedimentada y agua cruda.

Agua sedimentada Agua cruda Total
Cryptosporidium spp. 1 5 6
Giardia spp. 4 16 20
Total 5 21 26

Nota. En esta tabla se puede observar la variacion de la presencia de Cryptosporidium spp. vs Giardia spp.
en el agua sedimentada y cruda respecto a las tablas anteriores donde se presenta la matriz de agua tratada.

Conforme a los resultados obtenidos y en relacion con los objetivos planteados, se
determind la presencia de los parésitos Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
especificamente en el agua cruda y sedimentada, pero no en el agua tratada. De acuerdo
con un estudio realizado por Payment y Franco (1993), también se detectaron ambos
parésitos, Giardia spp. y Cryptosporidium spp., en el agua cruda y sedimentada. Sin
embargo, dichos pardsitos estuvieron ausentes en las muestras de agua tratada. Cabe
destacar que segun los datos recopilados en este estudio se determind de la asociacion de
Clostridium perfringens como un posible indicador de la presencia de Cryptosporidium
spp., no obtuvo una diferencia significativa para ninguna de las matrices de agua
colectadas. Por otra parte, el estudio de (Payment & Franco, 1993), indica que, en el agua
cruda, la densidad de Clostridium perfringens fue el tinico pardmetro que se correlacion6
significativamente con la presencia quistes de Giardia spp. y ooquistes de
Cryptosporidium spp., de manera que no hubo una asociacion con los quistes y ooquistes
detectados en el agua sedimentada y en el agua tratada, En esta investigacion no se pudo
realizar un andlisis estadistico de correlacion debido a que todas las muestras para agua
tratada de este estudio fueron negativas tanto para parasitos, como para los indicadores
seleccionados. Por ultimo, en funcion de las hipdtesis planteadas al inicio de esta
investigacion, podemos concluir, mediante el analisis estadistico de Chi cuadrado (P >
0,05), que no hay presencia de Clostridium perfringens asociada a la deteccion de quistes
de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. en la Planta Potabilizadora Jaime
Diaz Quintero de La Chorrera. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis nula, ya que esta
relacionada con la variacion aleatoria de los protozoos entéricos y Clostridium

perfringens en los afluentes de agua, causada por factores ambientales y antropogénicos.
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DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en la época seca y lluviosa se detectd una mayor
recuperacion durante de la época seca de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. En cambio
la presencia de Clostridium perfringens durante la época seca fue menor a la de
Cryptosporidium spp. a pesar de que la comparacion de la presencia de ambos tipos de
microorganismos es independiente de la época del afio. Un estudio realizado por Fradette
etal., (2024) y (Xiao et al., 2018) evidenciaron fuertes correlaciones, tanto positivas como
negativas entre Giardia spp. y Cryptosporidium spp. con diversas variables de
precipitacion que sugieren que estos dos protozoos se ven afectados por el fendmeno de
dilucion o lixiviacion. Las correlaciones negativas sugieren que los (0o)quistes se diluyen
en el agua, mientras que las correlaciones positivas tienden a indicar la lixiviacion del
terreno por escorrentia y otros factores como la turbidez.

Se determin6 mediante la comparacion de la presencia de Cryptosporidium spp. y Giardia
spp. que estos fueron mas prevalentes durante la época seca. Un estudio realizado por De
la Cruz et al., (1997) indica una gran incidencia de quistes de Giardia spp. y ooquistes de
Cryptosporidium spp. en la planta potabilizadora de Chorrera, en tres matrices de agua
analizadas durante la época seca y lluviosa, reportando la presencia de Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. en agua cruda y tratada de la planta potabilizadora de Chorrera. De
acuerdo con De la Cruz et al., (1997) la presencia de estos protozoos esta correlacionada
a algunos pardmetros fisicoquimicos tales como la alta turbiedad, ya que de acuerdo con
(Wang et al., 2023) los factores ambientales pueden influirse entre si de manera que en el
rio Trapichito, donde se encuentra la toma de captacion del agua cruda de la planta
potabilizadora de Jaime Diaz Quintero de la Chorrera.

La investigacion realizada por Ligda et al., (2020) donde las mediciones de turbidez
fueron mayores durante los meses de lluvia en comparacion con los datos obtenidos en
esta investigacion los cuales indican que la turbidez durante la época seca apenas
alcanzaba los 5.09 NTU y en cambio durante la época lluviosa hubo un aumento el cual
sobrepasaba los 509 NTU, por lo tanto pudimos determinar que los parametros
fisicoquimicos son factores que influyen sobre la calidad de la muestra, por ende en la
metodologia y su grado de sensibilidad. Los autores (Chesnot y Schwartzbrod, 2004;
Hachimi et al., 2024) indican que una mayor turbidez, materia particulada, sélidos
suspendidos, sustancias orgédnicas e inorganicas, asi como grasas y aceites, y otras

sustancias inhibidoras presentes en las aguas residuales podrian entonces interferir con la
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unidn de anticuerpos a los ooquistes de Cryptosporidium, lo que lleva a una unién no
especifica y menores tasas de eficiencia y recuperacion.

En la fase experimental de este estudio debido a la alta turbiedad durante la época lluviosa
y el aumento de materia orgédnica suspendida como limitante durante la toma de las
muestras, se logré colectar menos de 50 L de agua cruda y en el procesamiento se
tuvieron que realizar lavados adicionales al filtro de la muestra para obtener la mayor
recuperacion posible, ya que el filtro Envirocheck puede saturarse con mas facilidad
cuando la turbiedad es alta, dependiendo de la matriz esta puede arrastrar consigo
particulas en suspension como sedimento y materia organica. Esta interferencia se debe
a las escorrentias causadas por las lluvias, mas sin embargo durante la época seca los rios
mantienen menor turbiedad y un volumen bajo de sedimento y materia organica en
suspension, lo que hace que la recoleccion de la muestra sea mas eficiente, de manera que
esto permite que pueda filtrarse un mayor volumen de agua y que por ende se obtenga
una mejor deteccion de los quistes y ooquistes en las muestras (Manzano y Moreno,
2001). Esto sugiere que en ensayos realizador por Campbell y Smith, (1997), con agua
limpia o agua de baja turbidez, cuando la muestra de agua estaba turbia, la eficiencia de
recuperacion de la técnica IMS disminuy6. Por lo tanto, los resultados sugieren que la
técnica IMS se ve afectada en distintos grados por los diferentes componentes materiales
presentes en los concentrados de agua y por la interferencia de particulas en suspension.
Segun Campbell y Smith, (1997) a pesar de las posibles dificultades que presenta el método IMS
con muestras de agua turbia, los resultados de estos viales indican que esta técnica seria una
adicion muy util al arsenal de métodos para la concentracion de ooquistes de muestras de agua y
los participantes del ensayo la consideraron sencilla, facil de usar y aplicable al procesamiento de
multiples muestras simultineamente. De manera que es importante destacar que los
volimenes de filtracion de agua permitidos por el método para establecer el volumen
minimo de muestra permitido, dado que el método 1623.1-EPA recomienda al menos 10
L de agua superficial no tratada para el andlisis, aunque dependiendo de la turbidez de la
muestra, se puede necesitar mas de un filtro o se pueden utilizar hasta un maximo de 50
L de agua superficial y de 100 hasta 1000 litros de agua tratada. De acuerdo con Pezzana
et al., (2000) se ha optimizado la capsula Envirocheck en muestras grandes de agua
potable para la deteccion de niveles bajos de ooquistes. La elucion del filtro por tiempo
de contacto y agitacion con un vortice da como resultado una recuperacion de ooquistes
del 68%. La centrifugacion (1250 g; 30 min; 4 °C) mejora la recuperacion al 94% sin

dafio morfologico de los ooquistes. El aumento de la relacion de perlas magnéticas con el
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volumen de muestra en el procedimiento IMS conduce a una eficiencia del 69%. En estas
condiciones, la recuperacion general del procedimiento es del 49%, segin se evalud con
dosis bajas de ooquistes en muestras de agua del grifo de 100 litros. De manera que la
metodologia descrita permite la deteccion de 0,1 ooquistes por litro cuando se procesan
muestras de 100 litros, como es el caso de este estudio.

El estudio realizado por De la Cruz et al., (1997) se observo que en los alrededores del
Rio Caimito se realizan actividades de tipo ganadera, tanto vacuna como porcina,
actividad humana y se not¢ la presencia de una alta cantidad de desechos solidos que eran
vertidos desde el puente ubicado en las cercanias al punto de captacion del agua, también
se detecto la presencia de tubos que eran parte de un sistema de aguas negras, que para la
fecha se encontraba en desuso. Actualmente, veintisiete afios después durante nuestro
estudio también se pudieron identificar las mismas condiciones, las cuales podrian estar
influyendo en la deteccion de quistes y ooquistes de protozoos como Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. en la Planta de Tratamiento Jaime Diaz Quintero de la Chorrera,
tales como: la ganaderia, un crecimiento urbanistico desmedido, actividades industriales
y la proximidad de un manhole que ocasionalmente producto de las lluvias se desborda
vertiendo aguas residuales a la fuente de agua que abastece la toma agua que ingresa a la
planta de tratamiento proveniente del Rio Caimito. El monitoreo de protozoos en las
fuentes de agua puede ser especifico utilizando informacion sobre las fuentes de
contaminacion fecal obtenida de un estudio sanitario, junto con datos historicos sobre
precipitaciones, caudal fluvial y turbidez, para ayudar a identificar las condiciones que
probablemente provoquen concentraciones maximas de ooquistes (Government of
Canada, 2016). Sin embargo, este estudio no arrojo datos que determinan una asociacion
aparente con la contaminacion por Giardia spp. como también se indica en el estudio
realizado por (Ligda et al., 2020)

Durante la investigacion realizada por De la Cruz et al., (1997) también se encontré que
la planta potabilizadora de Chorrera poseia dificultades con el sistema de sedimentadores
y filtradores debido a que la planta abastece a una gran poblacion en donde su caudal de
agua es mucho mas alto que la capacidad del suministro del sistema de la planta
potabilizadora.

La eficiencia del tratamiento es un punto critico de control en la eliminacion de los
parasitos, ya que el proceso de tratamiento involucra etapas que operan generalmente en

serie, por lo tanto, es importante garantizar la obtencion de agua de la mejor calidad
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posible, independientemente de las condiciones de la fuente de captacion (Alarcon et al.,
2005).

En el proceso de coagulacion es posible eliminar quistes y ooquistes entre el 90% y el
95% (Gray, 1996). Sin embargo, existen varios factores que se deben controlar en esta
etapa, como la dosis adecuada del floculante empleada por volumen de agua de entrada,
el tiempo de accion del coagulante y la intensidad de la agitacion para garantizar la
formacion de floculos que remueven la mayor cantidad de particulas que se encuentran
dispersas en el agua (De Zuane, 1997).

Los filtros de cartucho utilizan varios fluidos de elucion y métodos de agitacion. Debido
a las limitaciones de otros filtros como el Genera Filta-MaxTM, Cryptoscan (Dereck UK)
y el filtro Cuno de manera que se considerd la posibilidad de establecer estandares para
la deteccion de Cryptosporidium spp. que requeririan el andlisis de 1000 litros/dia de
agua. Sin embargo, en este estudio, no se considerd prudente confiar totalmente en un
solo filtro (el Genera Filta-Max™) para todos los estudios futuros. Por lo tanto, se decidi6
que el filtro Envirochek también deberia incluirse como una opcidn, ya que se recomienda
en el nuevo método 1623 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA, 1999).

Tomando en consideracion las interferencias detectadas en los andlisis atribuibles a
parametros fisicoquimicos importantes para la determinacion de la calidad del agua
como: cloro, pH, conductividad, turbiedad, STD, salinidad y temperatura, etc. Los
parametros fisicoquimicos mencionados anteriormente podrian ocasionar alguna
interferencia sobre los resultados obtenidos durante ambas épocas del afio, respecto a la
temperatura durante la época lluviosa y seca se obtuvo una temperatura promedio de 26.4
y 27.3 respectivamente, la cual no posee una mayor variacion correspondiente a ambas
épocas del ano. Algunos autores sugieren que los rangos de temperatura para la viabilidad
de los ooquistes son muy amplios y va de 20 a 65 °C, sin embargo, otros autores, entre
ellos Sherwood et al., (1982) sefialan que los ooquistes se mantienen viables por dos
semanas a temperaturas desde 5 hasta 20 °C, lo que podria significar que aparentemente
tendrian una permanencia menor. Por lo tanto, a bajas temperaturas se reduce en gran
medida la viabilidad y el enquistamiento de Giardia spp. durante 15 dias, y la infectividad
se pierde totalmente en dos semanas entre 15°C-20°C y en 5 dias a 37°C para
Cryptosporidium spp. (Cinco et al., 2003). Otros pardmetros tales como el pH dieron
como resultado un valor promedio de 6,72 en ambas épocas lo que indica que este

parametro se encuentra dentro del rango establecido en el cual los quistes y ooquistes
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pueden mantenerse inalterados, ya que un pH menor a 4 o superior a 11 puede disminuir
la viabilidad de estos (Dawson et al., 2004). Se ha determinado que el cloro residual libre,
a pesar de que el elimina a las bacterias coliformes, su uso resulta insuficiente para matar
quistes de parasitos y se necesitarian mas de 5 ppm de cloro para eliminar quistes de
Giardia y mas de 80 ppm de cloro para eliminar quistes de Cryptosporidium. También es
importante recalcar que la efectividad del cloro puede tener una estrecha relacion con el
resto de los parametros fisicoquimicos, como por ejemplo la temperatura, esto se debe a
que los halégenos son menos efectivos como desinfectantes en agua a bajas temperaturas
(Cinco et al., 2003). Debido a la relacion de los factores fisicoquimicos mencionados
anteriormente con los quistes Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. es
importante destacar que Clostridium perfringens es una bacteria anaerobia formadora de
endosporas, lo que les proporciona resistencia a ciertas condiciones como la irradiacion,
cloracion e incluso a las altas temperaturas, por lo que algunos cientificos han sugerido
que, si se detecta esta bacteria durante alguno de los procesos de tratamiento,
probablemente esto indique que otros microorganismos igualmente resistentes también
puedan encontrarse en el agua. La (US EPA, 2006) recomienda monitorear al menos tres
0 cuatro organismos sustitutos utilizando muestras pareadas de agua superficial y
subterranea para calcular la eficiencia de remocion logaritmica, y enumera los siguientes
como posibles sustitutos: esporas aerobicas (p. €j., Bacillus subtilis), esporas anaerobicas
(p. ¢j., Clostridium perfringens), coliformes totales, E. coli, bacterias enterococos,
bacteriofagos, colifagos, diatomeas, turbidez, conteos de particulas y andlisis de
particulas microscopicas (MPA).

Con relacion a los resultados obtenidos de las muestras positivas de agua cruda y
sedimentada en la planta potabilizadora Jaime Diaz Quintero, pudimos detectar quistes
de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp., provenientes del Rio Caimito que
abastece de agua cruda a la planta. Por medio de estos resultados se obtiene un indicativo
de que el cloro afiadido en la etapa de precloracién y en las etapas de coagulacion,
floculacién y sedimentacidon no aseguran la eliminacion de los quistes y ooquistes del
agua, sin embargo, se pudo determinar la ausencia de Giardia spp. y Cryptosporidium
spp. en todas las muestras de agua potable colectadas, lo que afirma que el proceso de
filtracion se efectua de forma eficiente. Por otro lado, las muestras analizadas para
Clostridium perfringens también resultaron positivas para el agua cruda, sin embargo,
resultaron negativas para el agua sedimentada y el agua potable, lo que determina que

Cryptosporidium spp. y Clostridium perfringens no necesariamente se encuentran en el
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agua al mismo tiempo, ya que su deteccion puede deberse a algunos factores que pudimos
observar durante el estudio como: los sitios de muestreo y la contaminacién fecal de aguas
residuales provenientes de las casas o de la actividad agropecuaria en zonas aledafnas a
la orilla del rio caimito, por otra parte una posible asociacion entre un indicador y ambos
parasitos puede depender de otras variables relacionadas con las condiciones
ambientales, el volumen de protozoos o de bacterias en cada una de las matrices de agua
o simplemente al azar, por lo tanto uno de los aspectos mas relevantes dentro de la
investigacion es el volumen de agua filtrado, ya que este puede influir significativamente
sobre la metodologia analitica. Estudios recientes concluyen que las esporas de C.
perfringens son de 1 a 3 log 10 mas abundantes que los ooquistes de Cryptosporidium en
muestras de agua y no se observo correlacion. La especificidad de los sitios de muestreo,
la presencia estacional de ooquistes de Cryptosporidium en el ambiente y el rendimiento
de los diferentes métodos aplicados para detectar ooquistes en aguas podrian explicar las
discrepancias entre los estudios. En general, estos datos demuestran que las esporas de C.
perfringens no son indicadores confiables para predecir la contaminacion de aguas crudas
por ooquistes de Cryptosporidium. Las esporas de C. perfringens miden entre 1 y 1,5 um
de diametro y son capaces de resistir ciertos tratamientos fisicos (calor huimedo y seco,
desecacion, radiacion UV y y) y factores quimicos como enzimas, agentes genotoxicos,
agentes oxidantes, aldehidos, acidos y alcalis. Debido a sus caracteristicas estructurales,
se han propuesto como sustitutos de los ooquistes de Cryptosporidium para evaluar el
rendimiento del tratamiento de agua potable, y mdas especificamente durante los
tratamientos de eliminacion. Sin embargo, otros estudios comparativos basados en
concentraciones autdctonas de esporas y ooquistes mostraron resultados contradictorios
(Agendare et al., 2023).

Mediante la método de deteccion 1623.1-2012 de la EPA utilizado también se pudo
determinar la viabilidad de los de los quistes y ooquistes, debido a su fluorescencia. Para
determinar la viabilidad de estas formas quisticas, se deben observar formas ovales con
fluorescencia color verde manzana, pared bien definida, con tamafio de 8 a 18 um de
longitud y 5 a 15 um de ancho que corresponden a Giardia spp. y formas esféricas con
fluorescencia color verde manzana, con un didmetro aproximado de 4 a 6 um que
corresponden a Cryptosporidium

spp. (Figura 8) (USEPA, 1999).
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La presencia de los ooquistes de Cryptosporidium spp. asociados a la presencia de
Clostridium perfringens en el sistema de tratamiento de agua de la planta potabilizadora
Jaime Diaz Quintero ubicada en la Provincia de Panama Oeste, distrito de La Chorrera
segiin diversos antecedentes bibliograficos ha sido considerada como un indicador de
contaminacion fecal, por lo tanto ha sido tomado en cuenta para determinar si su posible
asociacion con este pardsito podria reducir la necesidad de realizar analisis
microbiologicos frecuentes, sin embargo el estudio realizado por Ligda et al., (2020) no
encontro asociacion alguna entre bacterias indicadoras fecales y recuentos de (oo)quistes
de Cryptosporidium o Giardia, como se ha informado en estudios previos que han
intentado correlacionar C. perfringens u otras bacterias indicadoras fecales con recuentos
de (oo)quistes de Cryptosporidium y Giardia.

Estos datos sugieren que ningin organismo indicador bacteriano puede predecir con
seguridad la contaminacion con estos parasitos, debido en parte a la heterogeneidad de
las relaciones entre bacterias indicadoras fecales y el recuento de (oo)quistes, con muchos
mas recuentos cero en los datos parasitologicos que en los recuentos bacterianos, de
manera que E. coli, al igual que otras bacterias indicadoras fecales como Clostridium
perfringens, son insignificantes para predecir la contaminacion con Cryptosporidium o
Giardia y su ausencia en el agua potable no indica necesariamente la ausencia de estos
parasitos (Ligda et al., 2020).

Entre las desventajas presentadas por (Fradette et al., 2022) bien documentada del
M¢étodo 1623.1 es la baja recuperacion de (oo)quistes. Se ha demostrado que la tasa de
recuperacion puede ser tan baja como el 50%, lo que lo hace poco confiable. Se
documentd que del 8 al 14% de los parasitos se perdieron después del paso de
centrifugacion de este protocolo en comparacion con muestras de la misma composicion
sometidas solo a IMS y microscopia de fluorescencia. El mismo estudio también encontrd
una pérdida del 29 al 34% de parasitos atribuible al protocolo de filtracion y elucion en
comparacion con muestras idénticas pero sometidas a centrifugacion, IMS y microscopia
de fluorescencia. Dado que el método de deteccion para Giardia spp. y Cryptosporidium
spp. sugerido por la EPA presenta un alto costo para las entidades que lo realicen, por lo
que la determinacion de la asociacion de un indicador seria una probable alternativa para
los laboratorios de control de calidad de las plantas de tratamiento de agua en Panama.
En esta investigacion, se ha demostrado que la presencia de Clostridium perfringens no
estd asociada significativamente con la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp.

en la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero de La Chorrera, lo que representa un
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importante avance respecto a la aplicacion de la metodologia basada en la Norma ISO
14189:2013, el método 1623.1-2012 de la EPA y la busqueda de nuevas alternativas para

el aseguramiento de la calidad del agua para consumo humano en nuestro pais.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES



Conclusiones

Se obtuvo una mayor recuperacion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
durante la época seca a pesar de que la presencia de ambos es independiente de la
época del afio.

Cryptosporidium spp. 'y Clostridium perfringens presentaron la misma
recuperacion en ambas épocas del afo.

Se encontr6 que no hay una asociacion entre Clostridium perfringens y
Cryptosporidium spp., debido a que la presencia de uno no necesariamente indica
la presencia del otro.

Se detecto la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua cruda y
sedimentada de la planta potabilizadora Jaime Diaz Quintero.

Se detecto la presencia de Clostridium perfringens solamente en muestras de agua
cruda del sistema de tratamiento.

Se demostro6 la eficiencia del proceso de potabilizacion del sistema de tratamiento
de la Planta Jaime Diaz Quintero de la Chorrera.

Se detecté la viabilidad de los quistes de Giardia spp. y los ooquistes de
Cryptosporidium spp. a través del ensayo de inmunofluorescencia del método
1623.1-2012 de la EPA.

Se determind que los factores antropogénicos son variables influyentes en la
deteccion de protozoos como Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en las fuentes
de captacion de agua cruda como el Rio Caimito que abastece a la Planta
Potabilizadora Jaime Diaz Quintero de la Chorrera.

Los parametros fisicoquimicos resultaron ser factores criticos en el muestreo y el

procesamiento de la muestra.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar otros estudios para obtener mas datos relacionados al
comportamiento de Clostridium perfringens y Cryptosporidium spp. en otras
plantas de tratamiento, bajo las mismas condiciones.

Evaluar la presencia o ausencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
anualmente en los sistemas de tratamiento de agua en la Republica de Panama,
para verificar la eficiencia del proceso de potabilizacion.

En caso de futuras investigaciones, es importante tomar en cuenta algunas
limitantes en el método como el uso de articulos de plastico como: goteros, al
momento de extraer la muestra de los tubos L10 y los tubos de microcentrifuga,
ya que los quistes y ooquistes pueden adherirse a las paredes de este. De manera
que se recomienda utilizar cristaleria de vidrio curada con solucién de elucion
para evitar la pérdida de muestra.

Tomar en consideracion el volumen recolectado de la muestra sobre todo para
agua cruda y sedimentada, debido a que un volumen menor al recomendado por
el método influye de manera significativa en los resultados.

Se recomienda realizar el muestreo directamente con los filtros y no en tanques
utilizados en otros procesos, para evitar contaminacion cruzada.

Garantizar la integridad del filtro al momento de tomar la muestra, para evitar que
haya rupturas y saturacion de sedimento, ya que esto puede afectar la recoleccion
efectiva de la muestra y su proceso de preparacion.

Se recomienda el uso combinado del método EPA 1623.1-2012 con técnicas
moleculares como PCR para la obtencion de resultados mas especificos para una
deteccion mas e identificacion de los protozoos Giardia spp. y Cryptosporidium

Spp. a mas precisa.
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Anexo 1. Hojas de custodia de muestreo de campo

Tabla 4. Hoja De Custodia De Muestreo De Campo

Fecha: 17 de agosto de 2021
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3 PPIDQ Agua agua eruda 9:35 am 5090 712 272 73.4 58.8 008 Nublado QBP Sunple P 1L Si (.:e Ledin
Tabla 6. Hoja De Custodia De Muestreo De Campo Fecha: 26 de octubre de 2021
Trazabilidad de la muestra Caracteristicas IN SITU Condiciones del muestreo
= ] g = =) o = o~ = 'E © 5 -
E .2 i - 2 < EF g & g g g 7 3 &
§E T2 B g E5 £ < E E£8 < £ G 2 g £ 33 g
E g2 % 2 : f% EE f 0§ £ T ¢ F B & ¢ Ef ¢
5 285 & 3 = c8 £z F = EE & % g £ s 5 & £% g
; #: ® s - A = & % g5 £ 3 g 2 : &3 f
E &= = I K
= 2 o E s o 7] 8 o = -
1 PPIDQ Agua  Grifode  $17am 078 057 675 264 1904 901 008 Nublado 2P Simple P 100L No Liosulfato
B/EP de sodio
agua tratada
Grifo de .
2 PPIDQ Agua agua 929am 028 400 666 270 1060 517 005 Nublado Q2 Simple P 30L No Losulfao
k B/BP de sodio
sedimentada
Grifo de B - FQ/B . Tiosulfato
3 PPIDQ Agua agua cruda 8:35am 333 7.00 271 2260 1224 012 Nublado B/BP Simple P 10L No de sodio
Tabla 7. Hoja De Custodia De Muestreo De Campo Fecha: 25 de enero de 2022
Trazabilidad de la muestra Caracteristicas IN SITU Condiciones del muestreo
g E G -~ E w =
£ £ £ E £ Bo A S ; g E g @
-] @ 8 ° 2 = g A = =7 2 E = @ 'ﬁ “ 3 &
g =2 5 1 T o~ L} -] E &8 < 8 & ] @ g s = ]
g E a @ g s ] % T E =] E E£= o < b g ] = E 2 ]
g 835 g @ g & = =2 & T g & s 2 2 g E =z =2t £
t 25 £ 2 = g& f¢ E E 25 a % £ g T a4 E EFf ¢
n -= = 2l g = L= ] 2 ] A
= ] g S 2 [} = = B 2 &
- g c 2 &S i F 5 & s
o
Grifo de - FQ/'B . Tiosulfato
- )y
1 FPIDQ Agua agua tratada 9:26 am 124 0.38 652 264 2390 753 0.11 MNublado B/BP Simple P 100L No de sodio
Grifo de .
2 PPIDQ Agua agua 937am 046 104 682 272 1669 950 009 Soleado QP Simple P S0L No Liosulfato
! B/BP de sodio
sedimentada
Grifo de . FQ/B . - Tiosulfato
3 PPIDQ Agua agua 1 10:30 am _ 491 6.91 269 1353 815 0.08 Soleado B/BP Simple P 50L No de sodio
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Tabla 8. Hoja De Custodia De Muestreo De Campo

Fecha: 22 de marzo de 2022

Trazabilidad de la muestra

Caracteristicas IN SITU

Condiciones del muestreo

g ) S N
« e E = g2 £ z2a .~ 3 g 2 £ 3 v
£l o2 £, %oz :$ i 3 ¢ § & ¢ o, % osf o
: 2§ ¢ ; £ %9 g §E £ 2§ & ¢ T 0§ B § g EE ©
s 2¢ & 3 E ¢& ¢ 2 &t £E 5 § £ £ 2 & § TE¥ %
s AR ) 5= £ = 2, ERA = E 2 £ = = £ g @
Sy : 5T 5 EL OB 2§ F & ¢ ogoAx
= E 2, : ] w 5 ] = -
1 PPIDQ Agma Grifode  $53am 080 027 642 291 1659 788 008 Soleado TXBP Simple P 100L No Losufao
/BP de sodio
agua tratada
Grifo de .
2 PPIDQ Agua agua 920am 042 101 672 281 1543 731 007 Soleado TXBP  Simple P S0L No  Losulfato
: /BP de sodio
sedimentada
Grifo de . FQ/BB . Tiosulfato
3 PPIDQ Agma 0008 905am 307 672 265 1620 768 008 Soleado ~ $2° Simple P S0L  No 0%
Tabla 9. Hoja De Custodia De Muestreo De Campo Fecha: 19 de abril de 2022
Trazabilidad de la muestra Caracteristicas IN SITU Condiciones del muestreo
[ g £ 3 g ¢ =a g 2 £ 3 "
n el ; ) -] = . @
P o2E g 3. 5§ $T 2 & sz & ¢ , % zz ¢
- 8 s (9 E £ £ £3 B ¢ gZ§ 3 B & § IE ¢
: =2 & 2 = s 8 % E | § EE8 @& = g B < 34 5 § £§ 3
= -] [} ) g5~ £ =2 2 28 E E ST g H -] SR [
mZ w E = 5 = g 5 S n 3 [&] H E I g i
= E E ﬁ ] w ] it =
1 PPIDQ Agua  Grifode  1019am 175 055 670 274 2420 1107 011 Nublado QT Simple P 100L No Losulfato
B/BP de sodio
agua tratada
Grifo de .
2 PPIDQ Agua agua 10:06am 058 249 685 275 1626 771 008 Nublado QP Simple P S0L No Liosulfato
! B/BP de sodio
sedimentada
Grifo de s - FQB . Tiosulfato
3 PPIDQ Agua -nUt 735am _ 503 684 287 2280 1068 011 Nubado 20 Simple P 30L  No 0% U

Anexo 2. Graficas por época y fase de tratamiento para Giardia spp.y
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AGUA TRATADA VS AGUA SEDIMENTADA
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Anexo 3. Graficas por época y fase de tratamiento para Cryptosporidium spp. y

Clostridium perfringens
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Anexo 4. Proceso de Tratamiento de agua, Sistema de filtracion y puntos de

muestreo.

Fases de Tratamiento de

Agua Potable

Tinas de deposito de Agua
Cruda

Tinas de
Sedimentacion

Tanque de reserva de =
Agua Potable F - .-
T TR Y o . ’
B e —— DT

5 —
L silaaad. . 2
':‘:‘ _<‘_"§_§_ AN

Tinas de Floculacion

\ Bateria de Filtros

Figura 4. Sistema de tratamiento de la Planta Potabilizadora Jaime Diaz Quintero.

Sistema de filtracion de agua

S

Figura 5. Sistema de filtracion Envirocheck.
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Puntos de
muestreo

Grifo de Agua Sedimentada

Figura 6. Puntos de muestreo 1. Grifo de agua tratada, 2. Grifo de agua sedimentada, 3. Grifo de agua
cruda.

Anexo 5. Deteccion de Cryptosporidium spp. y Giardia spp. por microscopia de
inmunofluorescencia

Figura 7. Imagenes microscopicas de Giardia spp. (A) y Cryptosporidium spp. (B) tefiidos con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (AquaGloTM G/C combo).

A]

Figura 8. Imagenes microscopicas de Giardia spp. (A) y un artefacto (B), tefiidos con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (AquaGloTM G/C combo).
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Anexo 6. Metodologia de analisis

NICA DE FILTRACION Y SEPARACION INMUNOMAGNETICA (IMS)/FA DEL METODO 1623
DE LA EPA. METODO ESTANDAR. EDICION 23/ 971

AMmacenssusnts y Saccion del sucadanta Se  ogregn  hezametsfosiets  de Agitar & 300 rpm per S miny lavar com agwe
wonsporte e 1o de ogus de tos Blirey sodic al W en =n volumens de 129 destilada y whadic 120 mi S n seluscion de
P Enviracheck MV, 1l o hestu domde Hugn vl pliegus slucion a cada waa de los filsros, aghar a
000 rpm por 8 mim an la posician 12 de les
manneillas del tolal ¥ o0 agregen & los
tubos @ centrifugecion. Par  Olthems
agrogar nuev amente Lo solucién do elucstn
y colocar los filtres an posicisn 4 y beego §

an sestide du ley mansciltes dol relsy.

Assgurarse de qum todos oy
b SRR ) 5 T B contanids det tovade debe Agregar sl contenido de los Mitros & low tabos de

. oo pgeds n 100 tehee 06 Sentritugnebin de 250 mi, Verter fos 129 mi & by

cantrifugs y pesarios. teboc de camtrfugacice va pracede s lavar lns Nttres

con agus destitada.

Mo ol Opeshonds Crypiuasicbe y Vse vl MPC.§ concontra magnéticamente busd-guete /
Tumrtrecasme por V0 sogesies ooguities cemplejes un wl lade planc del tube de L-18

Passde ol ciclo de centrifugecitn e

L bnade Abadh 1804 | 4o Dynatecds Crpste por rotacién susvemants dul Wha & mane & a8 U
ratinn los tubon, se colacan an wan
Ghertie smebn, & s manstis v grwe sobew o
Cuincar las tubes pletatorma de agtt acion & 188" durams 2 menutes Metew
gralile parn proceder & snpieer o | oiaier de mamiien & 18 spe, durseie 15 =

sabranadants, dejende 3 w G

-1 &
1800 rpe per 18 i hache mrribe (99" varticet-100" pars MPC.6)

e eentrBugs » 18 Tapa y mestengs of tuba an ol MPC, con ol lade plass

Tincién Lasmines wis mocrescopie de epifliorescencie (400 &

» Condamm andres  volimesss 490-nm de wacstacion, 910 mm sspein dicruics, 318- al
eastra Lguide » X Latincun do los
un  portscbjetn wh un povtashietes y dejer que z 2 Es N0 Ao berrars o D20 mm) y CAraetimiear quistes u
pariachietos se
900 higss eon: 0 - e Tt 3t coquiztes saspechotas & trwwés de Nucrescescis
de 15 ml de micn ML de NaOM 1 N realisnr de scunrde
Anadx otzon 3 g L smbiente disr arte (s nucke e . DAP( (340. « de entitecitn » 380 nm, 430 nim-espejs
et My, com Las
2 WG TN o Svbe wha caja seca & an wm dcreice, 420-am Hittrs de barreral.
stipustads, sn ol e contione recemendaciones det
bosds o pwins y cwlentadeor de poriscbmtos =
MPC & Vonitt Slnvesenn tatricumte
it scubadoraa3adl G

Figura 9. Determinacion de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en agua por la técnica de filtracion y
separacién inmunomagnética (IMS)/FA del método 1623.1-2012. De la EPA. METODO ESTANDAR.
EDICION 23/ 9711 B.
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Metodo ISO 14189:2013

NazS203-5H20 a

\ ﬁ " _‘,

4 Y/ s 3 8
| g’%‘\*’/ o il |

4. Filtrar 100 mL de la
E muestra
2. Tomar 100 mL de 3. Sumergir las muestras en ‘
&y la muestra un bafio precalentado a 60°C \
1. Agregar tiosulfato por al menos 15 minutos

al 3%

/o * 5. Extraer el filtro del

| = J sistema y colocarlo en los

< \ ==L} G | platos de 50 mm con agar
== B TSC+ Cicloserina
7. En caso de observar g |
. —————

colonias negras
caracteristicas subcultivarlas
en agar Columbia a 36+2°C

8. Transferir las
colonias a papel filtro y

6. Incubar los platos petri con
la muestra en anaerobiosis a
44+1°C durante 21 + 3 horas

durante 21 + 3 horas en
anaerobiosis

adicionar el reactivo
para fosfatasa acida.

Created in BioRender.com bio

Figura 10. Enumeracion de Clostridium perfringens — Método mediante filtracion por membrana ISO
14189:2013.
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