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RESUMEN

En la naturaleza existe una gran diversidad de helmintos habitando especialmente
los cuerpos de agua o lugares en donde al menos esté cubierta con una pelicula
de agua. La Organizacion Mundial de la Salud, en 2006, toma en consideracion
gue el agua de consumo no debe contener larvas maduras, ni huevos fertilizados
viables, ya que un Unico ejemplar puede ocasionar una infeccion, debido a esto
es de interés en esta investigacion encontrarlos en aguas crudas y agua tratada
en Panama. Se utilizaron para el andlisis de aguas el “Método de Bailenger
modificado” y “Centrifugacion-sedimentacion con acetato de etilo”, este ultimo es
una adaptacion del método para analisis de muestras clinicas (método de Ritchie).
Se tomaron muestras agua tratada y cruda, por época seca y época lluviosa.
Como resultado no se obtuvo diferencias significativas para los métodos
utilizados. Ademas, en total se reportaron 72 larvas de helmintos, de 24 géneros
distintos, pertenecientes a 11 oOrdenes y 21 familias del Phylum Nematoda,
También se reporté un huevo de Kalicephalus sp. y un huevo tipo Ascarideo,
ambos en agua cruda. El agua cruda reportd la mayor diversidad de helmintos
nematodos, que el agua tratada. Ambas muestras también reportaron la mayor

diversidad durante la época lluviosa.

Palabras clave: Helmintos, larvas, nematodos, diversidad, prevalencia.



INTRODUCCION

Los helmintos son organismos metazoarios invertebrados parasitos de vida libre.
Incluyen nematodos (gusanos redondos), trematodos (trematodos), cestodos
(tenias) y acantocéfalos (gusanos de cabeza espinosa). Durante décadas, los
helmintos de vida libre se han utilizado como modelos en estudios sobre los
mecanismos utilizados para sobrevivir frente a los efectos patdgenos de los
micropatdgenos (Plancarte & Nava, 2022). Bajos condiciones de un organismo
aerobico, los helmintos de vida libre sobreviven contra sus micropatdégenos
utilizando en algunas situaciones la capacidad toxica de la molécula de oxigeno

para inducir estrés oxidativo (Chavez et al., 2007).

En la naturaleza, los helmintos metazoos son predominantes que viven en el agua,
viven en la meiofauna, ubicada en los sistemas bénticos entre los granos de arena
y fango. En este entorno se destacan por ser miembros importantes de la red
alimentaria béntica. Por su tamafio, se retienen en un tamiz con un tamafo de
malla de 44 um, y de esta forma se pueden capturar y estudiar (Ptatscheck et al.,

2020).

En la meiofauna, los nematodos son el grupo de metazoos mas frecuente y rico
en especies (Traunspurger et al., 2012). Dentro de habitats marinos y de agua
dulce, los nematodos pueden ocurrir en cantidades considerables, alcanzando
densidades de millones de individuos por metro cuadrado (Ptatscheck &

Traunspurger, 2020).



Los nematodos pueden ser de vida libre, en los que el nematodo es depredador
de otros organismos, 0 un parasito de animal o plantas. Aparentemente, el estilo
de vida de los nematodos fitoparasitos se considera homoplasioso (falsa

homologia) entre diferentes subclases (Almasco et al., 2021).

Por otro lado, los platelmintos acuaticos de vida libre son depredadores
bentdnicos polifagos que han sido bien caracterizados en los sistemas léntico y
|6tico. Se alimentan de otra macrofauna, asi como de meiofauna méas pequefia,
tienen una dieta diversa que incluye: gasteropodos, pequefios anélidos,
crustaceos y larvas de insectos, asi como nematodos y muchos tipos de animales

heridos o muertos (Kreuzinger-Janik et al., 2018).

Una dificultad en este grupo es que no hay una caracteristica especifica para
distinguir a los nematodos del suelo (geohelmintos) de vida libre, de los
nematodos de agua dulce. En un estudio realizado por Zullini & Semprucci (2020),
se encontraron diferencias de caracteres cualitativo/cuantitativos entre nematodos
del suelo y de agua dulce. Las especies acuaticas y semiacuaticas son, en
promedio, mas largas y delgadas que las especies del suelo, con una cola mas

larga, mayor peso corporal, cuticula suave y anfidos mas grandes.

Sin embargo, Baird & Bridgewater, 2017, también han logrado recrear una clave
gue nos ayuda a acercarnos a la identificacion de los nematodos acuaticos con

mayor seguridad.

En cuanto a los huevos de helmintos, estos cuentan con una alta resistencia a

diversas condiciones ambientales, como la temperatura, el pH y la humedad, asi



como a la desinfeccién con cloro; resistentes en algunos casos a filtracién

(Gaspard & Schwartzbrod, 1993; Maya et al., 2012; Kumar, 2016).

Gracias a la gran diversidad de nematodos en los cuerpos de agua, contaminando
muchas veces hasta el agua tratada, es del interés en esta investigacion

encontrarlos en aguas crudas y agua tratada en Panama.



OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la diversidad de helmintos presentes en aguas crudas y tratadas

de la Planta Potabilizadora Centenario de Pacora

Objetivos especificos

Reconocer los géneros de helmintos parasitos y de vida libre en muestras
de agua de consumo humano.

Establecer la diversidad y prevalencia de los helmintos encontrados en las
aguas de los dos diferentes puntos de muestreo durante la época secay la
época lluviosa.

Comparar las diferencias en las metodologias de concentracién de

helmintos utilizadas en el estudio.



ANTECEDENTES

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2006, las formas infecciosas
de muchos helmintos nematodos y platelmintos parasitos, pueden transmitirse a
las personas por medio del agua de consumo. La mayoria de los casos de riesgo
de infeccion por helmintos se presenta en la poblacién de bajos recursos y con
habitos higiénicos deficientes, como se ha constatado en Colombia, estos casos
podrian estar relacionados, no solo con el nivel de vida de la poblacion, sino con

el contacto o consumo de aguas o alimentos contaminados (Campos et al., 2018).

Por otro lado, los helmintos no solo llevan vida como paréasitos. En la naturaleza
existe una gran diversidad de helmintos habitando especialmente los cuerpos de
agua o lugares en donde al menos esté cubierta con una pelicula de agua (Nguyen

et al., 2022 9).

Caracteristicas generales de los helmintos

Entre las caracteristicas de los helmintos, se reconocen que son invertebrados
eucariotas multicelulares con cuerpos en forma de tubo o aplanados y que exhiben
simetria bilateral. Muchos helmintos son organismos de vida libre en ambientes
acuaticos y terrestres, mientras que otros ocurren como parasitos en la mayoria

de los animales y algunas plantas (Radhika & Bindu, 2018).

Los helmintos parasitos son una caracteristica casi universal de los animales
vertebrados; la mayoria de las especies tienen gusanos en alguna parte (Bhure et

al., 2022).



En Panam& como pais tropical, el grupo de helmintos mas abundantes en la
naturaleza son los nematodos y dentro de este grupo su reconocimiento e
identificacion puede requerir un gran esfuerzo del investigador y un entrenamiento

constante.

Otros helmintos que pueden llevar vida parasita y encontrarse en los cuerpos de
agua son los cestodos y los trematodos, que incluyen ciclos de vida complejos
(con mas de un hospedador), que deben estar acompasados en espacio y tiempo,

en el ambiente (Oyarzun-Ruiz & Gonzéalez-Acufia, 2022).

Phylum Nematoda

Son gusanos redondos no segmentados, que se encuentran entre las formas de
vida mas abundantes en la tierra. La gran mayoria de son vida libre, habitando los
nichos mas esenciales como el suelo, agua dulce y salada, asi como otros mas,
sé6lo algunos de estos infectan al humano. La mayoria de los nematodos parasitos
desarrollaron una dependencia biolégica altamente especifica de una especie
particular de hospedante, y son incapaces de sobrevivir en cualquier otro. Solo
unos pocos han logrado adaptarse a una variedad de anfitriones (Dickson et al.,

2017).

Los modos de dispersion subyacentes de los nematodos, consideran su
movimiento activo en los sustratos y el agua, su deriva por el agua y el viento, el
rafting (transporte pasivo de organismos en elementos bidticos o abidticos), la

zoocoria (dispersion por animales mas grandes) y los vectores mediados por



humanos. También cuentan con la capacidad de anclaje que les permite colonizar
de manera estable sustratos duros incluso en entornos de alta energia, de modo
que la dispersion posterior se realiza principalmente a través de rafting

(Ptatscheck & Traunspurger, 2020).

Caenorhabditis elegans uno de los nematodos mayormente estudiado y utilizado
como organismo modelo, ofrece uno de los ejemplos mejor caracterizados de una
plasticidad fenotipica adaptativa: la formacion de la larva Dauer (Haag et al.,
2018). La larva Dauer parece ser una forma de dispersion universal para los

nematodos terrestres parasitos y de vida libre (Crook 2014).

Las larvas de Dauer para restringir el agotamiento de reservas entran en un modo
hipometabdlico a través de un reordenamiento dramatico de las vias anabdlicas y
catabdlicas (Yilmaz & Walhout, 2016). De este modo el consumo de energia, la
produccion de calor, la respiracién aerdbica y la actividad del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) se reducen significativamente. En este estado, los Dauer’s
pueden sobrevivir durante meses sin nutricibn (Penkov et al., 2020). Este
mecanismo nos brinda un ejemplo de las estrategias que pueden utilizar los

nematodos para sobrevivir en los cuerpos de aguas.

De cualquier manera, los nematodos en el agua requieren ser identificados para
determinar el potencial de causar infeccion como parasitos en los diversos
hospedadores animales o vegetales, o bien, determinar si son organismos de vida

libre.



Los procedimientos analiticos de rutina para la identificacion de nematodos se
basan comunmente en dos pasos. En el primero se separan los huevos de otras
particulas en las aguas residuales. Luego, un técnico capacitado identifica
visualmente las diferentes especies de huevos de helmintos en sus diferentes
etapas de vida; teniendo en cuenta, tamafio, forma, grosor, presencia o ausencia

de tapones polares, etc. (Qazi et al., 2020).

Phylum Platyhelminthes

El Phylum Platyhelminthes incluye varios animales aplanados dorsoventralmente
comunmente conocidos como gusanos planos. Todos tienen simetria bilateral;
organos incrustados en un matriz celular sélida (el parénquima); un intestino en
forma de saco sin ano; un sistema nervioso con un “cerebro” anterior y cuerdas
nerviosas laterales; y fluidos internos regulados por protonefridia. La mayoria son
hermafroditas de fecundacién cruzada, con estructuras morfolégicamente
diversas como partes escleréticas del 6érgano copulador masculino que forma
estiletes de diferentes forma y complejidad, y con huevos endolecital o ectolecital

(Brusa et al., 2020).

Los gusanos planos son carnivoros y se alimentan de una variedad de organismos
del suelo, como lombrices de tierra, isopodos, insectos y caracoles, y pueden
causar dafios econdmicos o ambientales. Las caracteristicas morfolégicas se han
utilizado tradicionalmente como criterio para identificar y distinguir diferentes

especies de planarias (Hu et al., 2019).



Entre los platelmintos se reconocen a los cestodos y a los trematodos. Ambos
grupos depositan sus huevos en el ambiente, los cuales son pesados y su

recuperacion por métodos de flotacion puede ser muy dificil (Verocai et al., 2020).

Huevos de helmintos enteroparésitos en aguas de consumo humano

La Organizacion Mundial de la Salud, en 2006, establece que la cantidad de
huevos de helmintos intestinales humanos en agua residual debe ser <1 huevo
por litro para que pueda ser usada en irrigacion, se entiende que encontrar larvas
o huevos en agua de consumo es alarmante. Asi como también toman en
consideracion que el agua de consumo no debe contener larvas maduras, ni
huevos fertilizados viables, ya que un uUnico ejemplar puede ocasionar una
infeccién, por lo que el hecho de que se encuentre larvas o formas parasitarias

como lo son los huevos es alarmante.

En la Region de Moquegua, Per(, se tomaron muestras de agua provenientes de
48 sistemas de abastecimiento de agua para consumo humano, de los cuales 17
fueron positivos para helmintos y protozoarios (Entamoeba hystolitica,
Cryptosporidium parvum). En total se identificaron 12 géneros diferentes de
formas infectivas de helmintos: Strongyloides spp, uncinaria spp, Fasciola
hepatica, Trichostrongylus spp, Taenia spp, etc. De los 48 sistemas de
abastecimiento de agua de consumo evaluados 4 son plantas de tratamiento de
agua de consumo, y las 4 plantas de tratamiento tuvieron presencia de
protozoarios y helmintos; esto indica, que estas plantas de tratamiento de agua

de consumo no estan realizando un buen tratamiento en alguna de las etapas del



tratamiento. Estas plantas tienen un sistema de desinfeccion por uso de cloro,
pero se sabe que no es util para la eliminacion de formas infectivas de protozoarios
y helminto, por lo que el agua de estos sistemas de abastecimiento de agua para

consumo humano no es apta para el consumo de la poblacion (Mamani, 2012).

En Venezuela, se obtuvieron resultados similares, donde se tomaron muestras de
diez casas y un pozo profundo, el cual abastece a la comunidad “18 de mayo”. En
las muestras provenientes de las viviendas, se observd huevos de
ancylostomideos (30%), Trichuris trichiura (20%) y Ascaris lumbricoides (10%). En
el agua del pozo profundo no se encontraron huevos de helmintos, aunque el cloro
residual se encontré ausente, lo que indica que el pozo no estaba recibiendo
tratamiento de cloracion, por lo que la presencia de helmintos en el agua de las
viviendas denota contaminacion en la red de distribucion del agua. Los resultados
obtenidos en esta investigacion concluyeron que el agua empleada en la
comunidad durante el periodo de estudio, presentaba contaminacion

parasitolégica y no era apta para el consumo humano (Gallego et al., 2012).

En un estudio realizado en la Escuela Majara, Capira, Panama,
el analisis de las muestras de agua de consumo de las casas de nifios de la
region, se encontrd un 3.8% de positividad, lo cual indicaba que el agua no es
el factor principal de las parasitosis en dicha regidon en comparacion a muestras
de suelo y muestra vegetal. El parésito encontrado en la muestra de agua

corresponde a Eimeria sp. que afecta principalmente a aves y mamiferos

10



domésticos, y se transmite mediante la ingestion de ooquistes esporulados

(Gonzélez et al., 2018).

Un estudio en Marruecos buscé determinar la ocurrencia de huevos de helmintos
en aguas residuales urbanas y evaluar la eliminacion de estos patdgenos
mediante dos sistemas de tratamiento de aguas residuales: lodos activados y
lagunas naturales. Este estudio utilizd la metodologia de Bailenger, la
identificacion parasitolégica mostré la presencia de Nematodes y Cestodos. Las
muestras de aguas residuales y lodos de depuradora de Marrakech contenian
Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Trichuris trichiura, Taenia (Chaoua

et al., 2018).

En el afio 2019 se realizé una investigacion en las orillas del rio Chagres y se
evalud la prevalencia de parasitos de las aguas de rio Chagres utilizadas para el
consumo humano, en estas areas viven comunidades indigenas y rurales que
carecen de aguas seguras para su consumo. Los resultados encontrados
revelaron que el 67% de las aguas de rio usadas para el consumo y el 24% de las
aguas de acueducto tenian parasitos. Ademas, se observo que las dos
comunidades indigenas tienen un 40% de prevalencia parasitaria en comparacion

con el 21% de la comunidad rural (Juarez & Sandoval, 2021).

Métodos de andlisis de aguas
La deteccion de huevos de helmintos y la cuantificacion en tipo de muestras como
aguas residuales, lodos, plantas, etc., puede variar debido a las diferencias en el

contenido de humedad y la cantidad de sélidos o particulas de suelo, etc. Por

11



tanto, en las muestras ambientales, existe una heterogeneidad significativa en la

deteccion de helmintos en estas muestras (Amoah et al., 2017).

Las técnicas microscopicas directas convencionales son en gran parte
insensibles, y requieren mucho tiempo y trabajo para las muestras ambientales,
por lo tanto, ahora se estan aplicando cada vez mas, diversas modificaciones de
los métodos tradicionales. Debido a la dilucion en el medio ambiente, las
concentraciones de huevos de helmintos en las aguas residuales normalmente
son muy bajas, lo que requiere el uso de grandes volumenes (1-10 L) para la

deteccion (Khurana et al., 2021).

Por esto se utilizan diferentes métodos de concentracion como las mencionadas

seguidamente y utilizadas en este estudio.

Método de flotacidon

Es un método de concentracion donde las particulas de interés permanecen en la
superficie de la solucion cuya densidad es mayor, es decir, los huevos de
helmintos tienen una densidad de entre 1.05 y 1.18 por lo que flotaran en liquidos
conunadensidad de entre 1.1y 1.4. La ventaja de estos métodos es que producen
una preparacion mas limpia de deyeccion que el procedimiento de sedimentacion,
facilitando mucho su observacion microscopica. Las desventajas es que aquellos
parasitos con mayor peso especifico que la solucién empleada no flotaran (huevos
infértiles de Ascaris lumbricoides o huevos operculados) y que el tiempo en que
debe hacerse la observacion microscépica es menor debido a que la pelicula

superficial puede destruirse y los parasitos caer al fondo del tubo (Roque, 2018).

12



Método de sedimentacion

Se basa en la concentracion de elementos parasitarios por la accién de la
gravedad, y se lleva a cabo suspendiendo la muestra. Es un método que ha sido
modificada a través del tiempo desde la primera vez que fue informada por
Telemann en 1908, agregando, por ejemplo, detergente neutro, o la sustitucion
del éter etilico por acetato de etilo. A comparacion de los métodos de flotacion, la
desventaja que tienen los métodos de sedimentacion es que a veces la
observacion microscépica puede dificultarse por la presencia de restos no

parasitario, o la adherencia a los restos (Soares et al., 2020).

Uno de los métodos muy utilizados en el analisis de aguas es el “Método de
Bailenger modificado” y “Centrifugacion-sedimentacion con acetato de etilo”, este
ultimo es una adaptacion del método para analisis de muestras clinicas (método
de Ritchie). En este caso ambas metodologias de concentracion son considerados

métodos hifasicos.

En un estudio de comparacion del método de Ritchie y Bailenger para muestras
clinicas, mostré que no hubo diferencias significativas entre ambos métodos en
cuanto a la recuperaciéon de parasitos, ademas en costo, el método de Bailenger
resulta ser mas costosa, sin embargo, resulta mucho mas rapida que el método

de Ritchie (Trabelsi et al., 2018).

Ademas, se ha demostrado que la exposicion cronica a los compuestos organicos
voléatiles (COV) como los son el acetato de etilo, formaldehido y los éteres, pueden

tener efectos negativos para la salud y aumentos en el riesgo de cancer de por

13



vida. También pueden tener efectos estimulantes sobre érganos como la vision,

el olfato y la respiracion, ademas de dafar los érganos internos, como el corazén,

los pulmones y el higado, por lo cual es de importancia saber con qué reactivos

se trabaja en el laboratorio, para cumplir ciertos criterios de bioseguridad en el

laboratorio (Lamplugh et al., 2019; Cui et al., 2021).

Toxicidad de reactivos:

Acetato de etilo: es un liquido incoloro con olor dulce y se usa en
guitaesmaltes, pegamentos, descafeinado, en cigarrillos, pintura (como
activador del endurecedor), perfume y dulces (como saborizante artificial),
etc. Segun la guia denominada “CHEM21 Selection Guide of Classical-and
Less Classical Solvents” este solvente organico es clasificado como
recomendado, ya que en ambiente y salud se encuentra en la escala 3
(Joshi & Adhikari, 2019; Mora-Barrantes et al., 2021).

Formaldehido: La exposicién a esta sustancia en concentraciones muy
bajas (0.1 ppm) puede causar quemaduras en los ojos, lagrimas e irritacion
de las vias respiratorias superiores y en concentraciones altas (10-20 ppm)
puede causar tos, opresion en el pecho, aumento del ritmo cardiaco y sentir
presion en la cabeza. La exposicién a una concentraciéon de 50 a 100 ppm
de vapores de formaldehido puede causar edema pulmonar, neumonitis o
la muerte (Nielsen et al., 2017).

Eter: los disolventes de éter cominmente utilizados son éter dietilico,

tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, etc. Los disolventes de éter son toxicos,
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muchos modelos experimentales mostraron la toxicidad del éter para las
células HepG2, toxicidad para los linfocitos sanguineos, toxicidad
testicular, carcinogenicidad (Souza et al., 2016; Salimi et al., 2016; Khalil et
al., 2017; Dunnick et al., 2018).

- Acido acético: segun la guia denominada “CHEM21 Selection Guide of
Classical-and Less Classical Solvents” este solvente organico es
clasificado como problematico debido a su volatilidad, bajo punto de
inflamabilidad y al potencial de causar quemaduras graves en la piel y dafio

ocular (Akelma & Karahan, 2019; Prat et al., 2016).

Debido a la alta toxicidad del éter en comparacion al acetato de etilo, se decide
reemplazar en la metodologia de Bailenger modificada para aguas, el éter con

acetato de etilo (Ayres & Duncan, 1997).
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METODOLOGIA

Descripcion del sitio de estudio

El sitio de muestreo de la Planta Centenario del IDAAN se ubica en las
coordenadas: 9° 05’ 49" N-79° 17’ 26”0 (UTM: 687868.223E 1006013.312N 17P),

dentro de la Republica de Panama.

Q 9°05'49.9"N 79°17°24.4°W

@

9°05'5023°N 79°17/7:26.8°"W
n (TR R S »

Fig. 1. Vista satelital de la planta Centenario (Google maps). Puntos de muestreo

de agua tratada y cruda.
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La planta Centenario se encuentra en la Carretera Panamericana, a la altura de
la entrada del poblado de Pacora y fue inaugurada en el afio 2004. El tratamiento
del agua cruda empieza en la toma del rio Pacora, donde mediante un
desarenador se eliminan las particulas de mayor tamafio que flotan en el agua,
arenas, gravas y materia organica. Luego el agua pasa al pozo de succion para
ser transportada hacia la planta, donde se realiza el tratamiento convencional de
potabilizacion, que incluye los procesos de floculacion, sedimentacion, filtracion,
almacenamiento, desinfeccion y por altimo el bombeo y distribucion a la red

(MIVIOT, 2016).

Toma de muestras

Puntos de muestreo:

-grifo de agua tratada. Coordenadas: 9°05'50.3"N 79°17'26.8"W

(UTM: 687839.97E 1006049.52N 17P)

-grifo de agua cruda. Coordenadas: 9°05'49.9"N 79°17'24.4"W

(UTM: 687915.197E1006042.685N 17P)

Las muestras de agua fueron recolectadas en envases de paredes lisas de 20 L
de capacidad, con boca ancha, y tapa hermética. Se tomaron dos muestras de 20
L de agua tratada, a la salida de la planta y dos muestras de 10 L de agua cruda

del rio Pacora, que abastece a la Planta Potabilizadora Centenario.

Se tomaron muestras en tres meses de estacion lluviosa y tres de estacion seca,

en septiembre, octubre, noviembre y enero, febrero y marzo respectivamente.

18



Durante la toma de la muestra se registraron parametros fisicos quimicos tales
como: pH, temperatura, conductividad, turbidez y solidos disueltos totales (STD).
En la muestra de agua tratada ademas de los parametros antes mencionados, se
midié también el cloro residual. Los envases se rotularon debidamente, y se

realizo el llenado de la cadena de custodia de cada muestra.

Yarecolectadas las muestras fueron trasladadas en frio al Laboratorio de Biologia,
de la Seccion de Control de Calidad de Agua Potable del IDAAN en Corozal, para

ser procesadas.

Procesamiento de muestras

Las muestras se dejaron sedimentar por aproximadamente 20 hrs en las
instalaciones del laboratorio, y se les decant6é el 90% del volumen total de las
muestras de agua tratada, y el 80% a las muestras de agua cruda. De esta manera
se utilizaron 2 L de cada muestra, el cual fue dividido en 1 L de muestra para la
metodologia de Bailenger, y otro litro para la metodologia de centrifugacion-

sedimentacién (metodologia de Ritchie modificada).

Método de Bailenger modificado

Se adopt6 el Método de Bailenger modificado recomendado por la OMS, para

agua superficial de rio y agua tratada (Ayres & Duncan, 1997).

El restante de la muestra luego de la extraccion, fue transferido a uno o mas tubos
de centrifugacion, segun el volumen, seguido se enjuago el recipiente con solucion
Tween 80 al 0.1% y fue afiadido al sedimento, y se centrifug6 a 1000 r.p.m.

durante 15 min.
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El sobrenadante fue eliminado cuidadosamente. Al utilizar mas de un tubo de
centrifugacion, el sedimento, fue transferido a uno solo y se volvio a centrifugar a

1000 r.p.m. durante 15 min, para luego decantar el sobrenadante.

Seguidamente el sedimento se suspendio en un volumen igual (1:1) de tampon
de aceto acético, a pH 4.5. En caso de que el sedimento fuese menor de 2 ml se
afiadio tampon hasta 4 ml. Luego se le afiadié el acetato de etilo al doble del

tampon y se mezcld con la ayuda de un vortex.

Luego se centrifugd a 1000 r.p.m. durante 15 min. A este punto en la muestra se

observan 3 fases distintas: el sedimento, tampén y el acetato de etilo (Fig. 2).

Fig. 2. Fases observadas en la metodologia de Bailenger.

Se procedia a anotar el volumen de sedimento obtenido y se eliminaba el
sobrenadante suavemente. Se volvia a suspender el sedimento a 5x de sulfato de

zinc al 33% (densidad de 1.18).
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Y se anotaba el volumen final. De este modo la muestra ya podia ser transferida

ala camara de conteo Sedgewick Rafter de 1 ml de capacidad y contar los huevos.

Para el célculo de numero total recuperado de la muestra se utiliza la siguiente

formula:

N= (x/p) (v/m)

X= numero de huevos

P= volumen del sedimento

V= volumen del sedimento mas sulfato de zinc

M =volumen de la muestra (L)

Centrifugacion-sedimentacion con acetato de etilo

Adaptacion de la metodologia usada para analisis de muestras clinicas (método

de Ritchie)

Se realiz6 el mismo proceso de sedimentacion y decantacion mencionado
anteriormente, y se procedia con el procesamiento de la muestra. Se centrifugaba

la muestra a 2,500 r.p.m. durante 10 minutos, y se descartaba el sobrenadante.

El sedimento restante se colocaba en un tubo de centrifuga de 50 ml, y se
centrifugé a 2,500 r.p.m. durante un minuto. Se descarté el sobrenadante, y se

afiadia 3 ml de formalina (al 10%) al sedimento y se dejaba reposar durante 3 min.

Luego se afiadia 3 ml de acetato de etilo, y se tapaba el tubo y se procedia a

agitar en posicion invertida por 30 segundos, luego se centrifug6é a 1,500 r.p.m.
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durante un minuto. A este punto se forman cuatro capas: la capa superior de
acetato de etilo, la 2da capa de restos de particulas, 3ra capa de formalina y la

capa inferior el sedimento con los parasitos (Fig 3).

Fig. 3. Fases observadas en la metodologia de sedimentacidn-centrifugacion.

Seguidamente se procedia a retirar la tres primeras capas con cuidado y se
mezclaba el sedimento con gotas de formalina al 10%, para finalmente observar

la muestra en el microscopio.
Examen directo

Para la busqueda de huevos y/o larvas de helmintos se examind el sedimento
realizando réplicas en diferentes portaobjetos, hasta 3 réplicas o hasta agotar el
sedimento, se colocaba una gota de Lugol en el centro del portaobjetos y a esta

se le agregaba un pequefio volumen de la muestra y se le colocaba el
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cubreobjetos para observar bajo el microscopio con los objetivos de 10x y 40x

para la visualizacion de huevos y/o larvas de helmintos.

Analisis estadistico

Los resultados fueron evaluados estadisticamente utilizando la prueba Diversity t
test en base al indice de diversidad de Shannon, e individual rarefaction, ambos

utilizando el programa Past3.
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RESULTADOS
Como vemos en el Cuadro 1, en total se encontraron 72 larvas de helmintos, de
24 géneros distintos, pertenecientes a 11 oOrdenes y 21 familias del Phylum

Nematoda.

Cuadro 1. Taxonomia de los géneros de larvas encontrados en el estudio.

Orden Familia Género
Adenophorea Araeolaimida Leptolaimus
Chromadorida Monochromadora
Aphelenchida Seinuridae Seinura
Araeolaimida Rhabdolaimidae Rhabdolaimus
Cromadorea Aphanolaimoidea Paraphanolaimus
Cylindrocorporidae Cylindrocorpus
Dorylaimida Aulolaimoididae Aulolaimoides
Longidoridae Xiphinema
Enoplea Mononchulidae Oionchus
Enoplida Alaimidae Alaimus
Amphidelus
Mononchida Anatonchidae Anatonchus
lotonchus
Cryptonchidae Cryptonchus
Mononchidae Mononchus
Rhabditida Ancylostomidae Uncinaria
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Cephalobidae Cephalobus

Eucephalobus

Neodiplogastridae Mononchoides

Panagrolaimidae Panagrolaimus

Rhabditidae Rhabditis

Strongyloididae Strongyloides

Triplonchida Prismatolaimidae Prismatolaimus
Tylenchyda Anguinidae Nothotylenchus

También se obtuvieron 2 huevos de helmintos, ambos en muestras de agua cruda.
Un huevo clasificado como Kalicephalus sp. obtenido en noviembre 2021 por el

método de Bailenger; y un huevo tipo Ascarideo en febrero 2022 por el método de

centrifugacion-sedimentacion.

Fig. 4. Huevo de Kalicephalus, 20x. Fig. 5. Huevo tipo Ascarideo 40x.
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El huevo de Kalicephalus sp. al ser reportado por el método de Bailenger,
corresponde utilizar la formula, N= (x/p) (v/m), de célculo del nimero total de

huevos/L.
N= (1/0.5) (3/10)
N= 0.6 huevos/L

Prevalencia por época lluviosa y seca

16.0
14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
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0.0
5 RS 2

mEp. Seca- A.cruda  mEp. Lluviosa- A. cruda

Fig. 6. Larvas de helmintos encontradas en agua cruda por época de muestreo.

Del total de 72 larvas de nematodos encontrados el 59.7% fueron encontradas en
el agua cruda (43), y el 40.3% en el agua tratada (29). La mayor prevalencia en el
agua cruda fue representada por el género Xiphinema (16.3%), seguida de

Alaimus (11.6%) durante la época seca. Sin embargo, durante la época lluviosa la
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mayor prevalencia fue por Rhabdolaimus (11.6%), seguidamente de

Paraphanolaimus (7%).
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Fig. 7. Larvas de helmintos encontradas en agua tratada por época de muestreo.

Por otro lado, en el agua tratada durante la época lluviosa, la mayor prevalencia
fue por Paraphanolaimus (27.6%). Y durante la época seca es importante recalcar
gue solo fueron observados tres géneros de larvas Cryptonchus (13.8%),

Paraphanolaimus (6.9%) y Panagrolaimus (3.4%).
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Prevalencia por mes
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Fig. 8. Prevalencia de larvas de helmintos encontradas en agua cruda por mes de

muestreo.

Agua cruda:

En el agua cruda destaca durante la época seca el género Xiphinema (28.6%) en
el mes de enero con la mayor prevalencia, y en el mes de marzo Oionchus y
Alaimus (ambos con 28.6%). En el mes de noviembre la mayor prevalencia fue
por Rhabdolaimus (42.8%), y en el mes de octubre por su parte solo se observaron

larvas de Paraphanolaimus (66.7%) y Rhabdolaimus (33.3%).
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Fig. 9. Prevalencia de larvas de helmintos encontradas en el agua tratada por mes

de muestreo.

Agua tratada:

En total durante el mes de septiembre se encontraron 17 larvas de 11 géneros
distintos, siendo Paraphanolaimus (35.3%) el de mayor prevalencia en agua
tratada. Sin embargo, en febrero, la mayor prevalencia fue por Cryptonchus
(66.7%). En los meses de octubre y siguientes se observo una menor frecuencia
total de larvas, siendo incluso, que en el mes de enero no se observoé larvas o
huevos de helmintos, y en el mes de marzo solo se 1 larva del género

Paraphanolaimus.
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Prueba Diversity t test

No se encontraron diferencias significativas para las metodologias utilizadas,
dando como resultado que durante la época lluviosa por el método de Bailenger
se obtuvo una p: 0.2734, para el mismo método durante la época seca una

p:0.0964.

En cuanto a la época lluviosa por el método de sedimentacién-centrifugacion se
obtuvo una p: 0.6533, y para el mismo método durante época seca se obtuvo una

p:0.0723.

Cuadro 2. Contingencia de resultados de la prueba Diversity t test para los

métodos de Bailenger y sedimentacién-centrifugacion.

Método Bailenger Sedimentacidén-centrifugacion
Epoca/Muestra = LL/AC LL/AT S/AC S/AT LL/AC LL/AT S/AC S/AT
H’ 1.5607 | 1.9913 1.3031 0.67301 1.9073 1.7479 1.7153 | 0.69315
p 0.2734 0.096416 0.65333 0.072278

LL: época lluviosa, S: época seca, AT: agua tratada, AC: agua cruda. H": indice

de Shannon

La prueba Diversity t test establecio por el indice de Shannon que durante la época
seca se observa mayor diversidad en agua cruda, con un indice de H: 2.0749 que,

en el agua tratada, H: 0.9557.

Por otro lado, durante la época lluviosa ambas muestras, tanto agua tratada (H:

2.1458) como agua cruda (H: 2.1832) muestran una alta diversidad.
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Sin embargo, para esta misma prueba, la muestra de agua tratada muestra una
diferencia altamente significativa entre épocas (p:0.001567), mientras que las
muestras de agua cruda entre época lluviosa y seca no muestra diferencias

significativas (p:0.69339).

Cuadro 3. Contingencia de resultados de las pruebas de Diversity t test para agua

cruda y agua tratada.
Muestra Agua cruda Agua tratada

Epocaseca  Epocalluviosa Epocaseca @ Epoca lluviosa
H’ 2.0749 2.1832 0.9557 2.1458

p 0.69339 0.001567

H": indice de Shannon
Individual rarefaction

Utilizando el individual rarefaction se obtiene que el agua tratada tiene mayor
riqueza en época lluviosa que en época seca. Por el contrario, el agua cruda

muestra mayor riqgueza en época seca que en la época lluviosa.
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Fig. 10. Individual rarefaction para el agua cruda durante época seca vs época

lluviosa.
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Fig. 11. Individual rarefaction para el agua tratada durante época seca vs época

lluviosa.
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DISCUSION
Los helmintos encontrados en aguas fueron diversos y, especialmente en la época
lluviosa, muy diversos. La mayoria de los helmintos encontrados estaban en su

etapa juvenil (larvas) y solo se encontraron 2 huevos de nematodos.

Huevos encontrados

El huevo reportado con morfotipo muy parecido a Kalicephalus sp. fue encontrado
en agua cruda en el mes de noviembre. Kalicephalus se encuentra en muchas
especies de reptiles, especialmente en serpientes y ocasionalmente en lagartijas
(Valolahti, 2022; Barton & Jones, 2018). Sus huevos son de cascara fina que en
su estado de morula se desarrollan rapidamente en las heces a su estado de
blastula (Matt et al. 2020). Estos huevos salen al ambiente con las heces del
hospedador, luego eclosionan y se convierten en larvas de tercer estadio en el

medio ambiente (Golin, 2020).

Otro huevo encontrado en las muestras de agua fue el tipo ascarideo, en agua
cruda en el mes de febrero. Este huevo es de alta resistencia a las condiciones
climéaticas, por lo que no es de extrafiar que se encontrara. Otro factor importante
es que el punto de toma de agua cruda del Rio Pacora tiene una baja altitud (10m),
factor que puede favorecer a la acumulacién de huevos en estas zonas, por las
escorrentias de las aguas (Yaro et al. 2018). En todos los casos, y debido a que
Su resistencia ambiental es alta, la larva del nematodo puede formarse hasta su

estado infectante.
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Como ya se ha mencionado, en las aguas de consumo se espera no encontrar ni
un solo huevo de helminto (OMS, 2006). Sabemos que el reporte de ambos
huevos en este estudio, se da en aguas crudas, pero aun asi se reconoce la

existencia de un riesgo potencial a la salud humana o de animales domésticos.

Estas aguas son utilizadas como balneario, y durante las actividades de
esparcimiento realizadas, se puede ingerir las aguas en forma involuntaria,
causando nuevos parasitismos a la poblacion humana (Amoah et al., 2018). Las
aguas también pueden ser ingeridas por los animales domésticos desmejorando
la salud de los mismos y afectando a la economia del productor, debido al efecto

negativo que causa en la baja productividad en el animal (Reyes et al., 2021).

Prueba Diversity t test

Al evaluar la efectividad del método de Bailenger y el método de sedimentacién-
centrifugacion, se aplicé la prueba de diversity t test y los resultados fueron no
significativos. Este resultado también fue reportado por Trabelsi et al, 2018, donde
se comparé dichas técnicas de concentracion para el diagnéstico de parasitos
intestinales, por esta razon se tomaron en cuenta Unicamente el tipo de muestra

y época de muestreo.

Las mayores diversidades de larvas encontradas fueron durante la época lluviosa,
tanto en agua cruda como en agua tratada. En la época seca, similar a lo reportado
en un estudio en el estado de Acre en el bioma amazonico, la diversidad fue menor

(Cavalcante et al., 2020).
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Agua cruda

En el agua cruda la mayor prevalencia se observa en el mes de marzo,
seguidamente del mes de septiembre. Ambos meses reportaron los menores
valores de turbiedad, sin embargo, en el mes de septiembre la precipitacion fue
de 422.4 mm, y en marzo tan solo de 33.9 mm, factor vinculado a la turbidez que

favorece el aumento de las larvas de helmintos (Khan et al., 2021).

Sin embargo, en el mes de enero se destaca la alta prevalencia del género
Xiphinema ssp. (28.6%). Ademas, fue observada Unicamente en muestras de
agua cruda durante toda la época seca, siendo asi, que representa la mayor

prevalencia en la época seca.

El género Xiphinema ssp. pertenece a un grupo de nematodos fitoparasitos,
especialmente, denominados ectoparasitos migratorios de la raiz (Cobb, 1913).
Los dafios causados pueden determinar menores rendimientos y hasta la muerte
de las plantas. Sus plantas hospederas incluyen una amplia gama de plantas

herbaceas y lefiosas (Herrera, 2022; Jahanshahi et al., 2021).

Se ha estudiado ampliamente aspectos sobre su taxonomia, biologia vy
coevolucion con las bacterias endosimbiontes, su asociacion con virus
fitopatdgenos y su parasitismo en las raices de las plantas huésped (Mobasseri et

al., 2019; Garcia et al., 2019; Al-ameiri, 2022).

Por otro lado, la mayor prevalencia durante época lluviosa fue por el género
Rhabdolaimus sp. (11.6%). Se ha evidenciado que es abundante en el fondo de

arena y limo de estuarios. Este género de nematodo también se ha reportado en
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habitats levemente contaminados o gravemente contaminados, por lo que es
considerado como un bioindicador confiable para monitorear la contaminacién de

rios (Nguyen et al., 2022°; Wu et al., 2010).

Ademas, fue reportado como un género subdominante en el embalse Tri An
(sureste de Vietnam), en el mes de marzo (época poco lluviosa), también se
menciona que es un indicador de condiciones de enriguecimiento organico (Tran

et al., 2020).
Agua tratada

En el agua tratada sobresale Paraphanolaimus sp. (27.6%), este mismo también
ha sido reportado en muestras de culantro en la comunidad del Majara, Capira.
También, se reportaron nematodos de vida libre, como Strongyloides sp.,
Amphidelus sp, y Panagrolaimus sp., que muy posiblemente fueron procedentes
de la fuente de agua de irrigacidn, sin embargo, no se registraron en las muestras

de agua procesadas en el mismo estudio (Gonzélez et al., 2018).

En un estudio en Japén, por Okada & Niwa, 2014, Paraphanolaimus se le ha
sugerido como caracteristico de la fauna de nematodos de arrozal, donde se
encuentra permanentemente sumergido durante un afio. También, se ha
reportado como nematodo de agua dulce, incluyendo agua estancada y corriente.

(Milovankina et al., 2018, Girgan et al., 2021).

Durante la época seca en agua tratada, solo se reportaron, géneros de

Paraphanolaimus sp., Panagrolaimus sp. y Cryptonchus sp., los dos primeros
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fueron también reportados durante la época lluviosa en agua tratada, con mayor

e igual prevalencia, que en la época seca.

El hecho de que dichas larvas se reportaran en agua tratada, puede deberse a
gue estas traspasan las barreras de potabilizacion de la planta de tratamiento, ya
gue estas también fueron observadas en al agua cruda durante la época seca, a

excepcion de Panagrolaimus sp.

Por otro lado, durante el mes de septiembre, se reportaron 5 géneros de larvas,
Unicamente en agua tratada. Lo mas probable que el factor contaminante sean las
escorrentias por las lluvias dadas en este mes (422.4 mm) estas pueden arrastrar
las larvas, y tomando en cuenta que las muestras fueron tomadas directamente
de un grifo, el sistema de distribucion podria tener alguna ruptura permitiendo el

paso de las larvas (Hamza et al., 2022).

Factores fisicoquimicos que afectan el desarrollo de las larvas en el

ambiente

Durante el mes de septiembre se observa la mayor prevalencia de larvas en agua
tratada. En este mes también se reportaron los niveles mas bajos de soélidos
totales disueltos, salinidad y conductividad (Cuadro 5). Se ha reportado en lodos
gue dichos parametros fisicoquimicos, no tuvieron efecto sobre la concentracion
de helmintos, pero no se debe descartar la posibilidad de que, en este estudio, los
niveles bajos de STD, salinidad y conductividad proporcionen mayor viabilidad a

las larvas de vida libre encontradas (Letah et al., 2016).
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En cuanto a salinidad, se dice que, si en el ambiente esta es alta, el tempo de
vida de las larvas de vida libre se puede reducir, algo contrario a lo observado en
este estudio, donde posiblemente la baja salinidad en muestra de agua tratada

puede beneficiar su desarrollo (Allalgua et al., 2021).

Fig. 12. Puertas oxidadas y a la intemperie de tanque de almacenamiento de la

Planta Potabilizadora Centenario de Pacora.

Otro factor que puede influenciar en la alta diversidad de larvas encontradas en
agua tratada, podria ser que, durante el tiempo de toma de las muestras, el tanque
de almacenamiento tenia aproximadamente 4 afios sin ser limpiado, lo que podria
generar que el agua no utilizada totalmente, proporcione factores al tanque de
almacenamiento como agua estancada, proporcionando mayor riqueza de
helmintos. De esta manera, al pasar por el sistema de distribucién del agua se

vuelve ineficiente (Chikhlyaev & Ruchin, 2020).
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES



CONCLUSIONES

Se reportd una gran diversidad de larvas de helmintos de vida libre
presentes tanto en aguas crudas como en aguas tratadas en la Planta
Potabilizadora Centenario de Pacora.

No se reportaron huevos de helmintos enteroparasitos en el agua tratada,
pero si larvas de vida libre de Strongyloides sp. y del grupo uncinarias, que
pueden llegar representar peligro para la salud humana.

El hecho de encontrar una alta diversidad de larvas de vida libre en agua
tratada de la potabilizadora es alarmante, debido a que esto implica que
larvas entoropdrasitas, y también huevos de helmintos podrian pasar las
diversas barreras de potabilizacion del agua cruda y causar enfermedades
a la ciudadania que la consume.

El agua cruda reporté mayor diversidad de larvas de helmintos que el agua
tratada, ambas muestras a su vez reportaron mayor diversidad durante la
época lluviosa.

La mayor prevalencia en agua tratada fue por Paraphanolaimus sp., en el
mes de septiembre.

Para el agua cruda la mayor prevalencia fue por Xiphinema sp, larva
ectoparasita de diversas plantas en la agricultura.

No se encontro diferencias significativas en la diversidad de helmintos
reportada para las metodologias de Bailenger y sedimentacion-

centrifugacion utilizadas en el estudio.
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RECOMENDACIONES

Realizar mas de un muestreo al mes para obtener mayor cantidad de datos.
Escoger un solo método de concentracion para ahorrar tiempo y espacio
en laboratorio, sabiendo que ambos métodos no tienen diferencias
significativas en cuanto a la diversidad de helmintos encontrados.

Dar seguimiento a la diversidad de helmintos encontrados en agua tratada,
buscando la solucion éptima para el mejoramiento de esta, siendo que sea
consumible sin reportar ejemplar alguno de larva o huevo de helminto.
Contar con la posibilidad de realizar toma de muestras directamente de la

toma de agua cruda en Rio Pacora.
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ANEXOS

Larvas Unicamente reportadas en agua tratada

- Anatonchus
- Cephalobus
- Cylindrocorpus
- Prismatolaimus

- Uncinaria

Larvas Unicamente reportadas en agua cruda

Aulolaimoides

- lotonchus

- Monochromadora
- Mononchoides

- Mononchus

- Nothotylenchus

- Rhabditis

- Seinura

- Xiphinema
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Cuadro 4. Caracteristicas fisicas-quimicas de las muestras de agua cruda de la

Planta Potabilizadora Centenario de Pacora.

Agua
cruda

Ep
lluviosa
2021

Ep seca
2022

Fecha

28-sep
21-oct
23-nov
17-ene
15-feb
15-mar

Turbiedad pH

NTU

1.76
29.2
17.3
1.88
2.91
2.37

7.17
6.52
6.86
6.86
6.89
6.4

Temperatura °C  Conduct.

25.4
25.7
25
25.2
25.6
26.4

162.5
303
341
426

189.6

215.7

STD
(mg/L)

77.1
144.8
151.1
210.5

91.2
102.8

Salinidad

0.08
0.14
0.13
0.2
0.09
0.1

Condicién
climatica

w 2 2 2 unu 2

Cuadro 5. Caracteristicas fisicas-quimicas de las muestras de agua tratada de la

Planta Potabilizadora Centenario de Pacora.

Agua
tratada

Ep
lluviosa
2021

Ep seca
2022

Fecha

28-sep
21-oct
23-nov
17-ene
15-feb
15-mar

Cloro
residual

(mg/L)
0.80

0.40
1.37
0.78
1.01
1.49

Turbiedad
NTU

0.35
0.29
0.38
0.27
0.91
0.22

pH

6.96
7.06
6.59
6.65
6.7
6.55
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Temperatura Conduct. STD
°C (mg/L)
27.3 132.8 63.4
27.6 219.3 104.2
26.6 268 164.2
27 197.6 93.6
27 192.2 91.6
28.3 201.8 95.9

Salinidad

0.06
0.1
0.16
0.09
0.09
0.09

Condicion
climatica

nw 222 un 2



4.2 Caracteristicas Fisico quimicas: los parametros fisicoquimicos del agua potable deben
cumplir con los valores indicados en la Tabla No.2.

TABLA No. 2 )
VALORES PARA LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS

. : Valor
Parametros Unidades Permitido

Olor v Sabor NA Aceptable
Color ucC 15
Jurbiedad UNT 1
Potencial de [idrageno unidades de pH 6,5 - 8.5
Cloro residual libre my/l 03 -08
Microcystina [.R my/l 0.001

V¥ Vador Permindo NA: No Aplica

T Dimdad de Calon UNT. Unidiud Nefelométrica de Turbicdad

Fig. 13. Valores fisicos-quimicos permitidos en el agua tratada por el reglamento

técnico: DGNTI-COPANIT 21-20109.

Fig. 14. Estilete ejemplar de Xiphinema sp., 40x.
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Fig. 15. Cola y abertura genital de larva ejemplar de Xiphinema sp. 40x

Fig. 16. Larva de Xiphinema sp. a 20x
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Fig. 17. Abertura bucal de Paraphanolaimus sp. se observa estoma corto y

estrecho 20x

Fig. 18. Larva de Paraphanolaimus sp. 10x
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Fig. 19. Larva de Strongyloides sp. se observa cola bifurcada, 20x.

Fig. 20. Larva de Strongyloides sp. es6fago corto y vaina, 40x.
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Fig. 21. Larva de uncinaria, 20x.

Fig. 22. Larva de uncinaria, 20x.
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