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ARTICULO ORIGINAL

Recuento y determinacion de viabilidad de
Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en
aguas potables y residuales en la cuenca alta del rio Bogota

Marlén Andrea Alarcén, Milena Beltran, Martha Liliana Cardenas, Maria Claudia Campos

Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogot4, D.C., Colombia.

Introduccién. La transmision de enfermedades de origen hidrico esta relacionada con la
contaminacion de origen fecal en aguas residuales y potables. Estas enfermedades son
causadas por la presencia de bacterias, virus y parasitos, los cuales generan altos porcentajes
de morbimortalidad, especialmente, en la poblacion infantil. Se han seleccionado Giardia spp.
y Cryptosporidium spp. como organismos indicadores de contaminacion de origen parasitario
y su analisis es util para evaluar la calidad del agua y determinar el riesgo sanitario. En
Colombia se conoce poco sobre la presencia y la concentracion de estos parasitos en aguas,
razén por la cual es importante continuar su estudio.

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia de estos protozoos en cinco
estaciones de muestreo de la cuenca alta del rio Bogota y en dos sistemas de potabilizacién
de la misma éarea.

Materiales y métodos. Las técnicas aplicadas para la determinacién y el recuento de las
formas quisticas fueron: floculacion inorganica para aguas residuales, filtracién para aguas
potables y pruebas de colorantes vitales para viabilidad.

Resultados. Se confirmé la presencia de Cryptosporidium spp. en dos de las estaciones del
rio Bogota y en las dos potabilizadoras. Giardia spp. se encontré en las dos potabilizadoras
pero no en el rio Bogota. La viabilidad fue positiva para Cryptosporidium spp. en una muestra
proveniente del rio, y negativa para las muestras de agua potable.

Conclusiones. Estos resultados muestran la presencia de protozoos en aguas potables y
residuales lo cual puede generar riesgo sanitario para la poblacion de dicha zona.

Palabras clave: salud publica, microbiologia del agua, Giardia, Cryptosporidium.

Presence and viability of Giardia spp. and Cryptosporidium spp. in drinking water and
wastewater in the high basin of Bogotariver

Introduction. Faecal contamination in wastewater and drinking water is linked to the
dissemination of water related diseases. The bacteria, virus and parasites present in drinking
water are responsible for substantial morbidity and mortality, especially among infants. Giardia
spp. and Cryptosporidium spp. were the organisms selected as parasite contamination
indicators. Their presence serves as a useful tool for evaluating water quality and determining
sanitary risk. At present, in Colombia, concentration and occurrence of these parasites is unknown
and an immediate assessment was considered necessary.

Objective. Protozoan presence was determined in five sampling stations in the Bogota river
upper basin and in two drinking water plants near the same area.

Materials and methods. The techniques applied for counting encysted forms consisted of
inorganic flocculation for wastewater or filtration for drinking water. Fluorogenic vital dyes
tested for viability.

Results. The presence of Cryptosporidium spp. was confirmed in two of the sampled stations
and at two of the drinking water plants. Giardia spp. was found at two of the drinking water
plants but not at the sampled stations. Viable cysts were found for Cryptosporidium spp. in one
of the samples from the Bogota river, but only inviable exemplars were obtained from the
drinking water plants.
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Conclusions. The results revealed protozoan presence in drinking and residual water implying

the presence of a potential sanitary hazard.

Key words: public health, water microbiology, Giardia, Cryptosporidium

El crecimiento de la poblacion a nivel mundial y,
por consiguiente, el aumento en la demanda del
agua para diferentes actividades ha generado el
deterioro del recurso hidrico. Una de las fuentes
de contaminacion mas frecuente es la de origen
domeéstico, la cual se caracteriza por la presencia
de altas concentraciones de materia organica y
microorganismos de origen fecal. Estos
contaminantes pueden causar alteraciones en el
medio ambiente y riesgo sanitario por la
transmisién de enfermedades de origen hidrico (1).

La calidad del agua se ha evaluado tradicional-
mente por medio de indicadores de origen
bacteriano, viral y parasitario. De estos Ultimos hacen
parte los huevos de helmintos y los quistes de
protozoos (2).

Los quistes de Giardia spp. y los ooquistes de
Cryptosporidium spp. poseen la caracteristica de
permanecer en el ambiente por largos periodos
de tiempo bajo condiciones adversas y son
resistentes a la mayoria de procesos de
desinfeccién quimica y tratamiento convencional
de aguas (3). Se sabe que las principales formas
de transmision directa de los quistes u ooquistes
son la via fecal-oral y el consumo de agua
contaminada, y de forma indirecta, el consumo
de alimentos regados con agua sin tratar o el uso
de abonos con alto contenido microbiano (4).

El nivel de desarrollo de cada pais influye en la
aparicion de los brotes epidémicos. En los paises
industrializados esta situacion puede ser
generada por las posibles fallas en el tratamiento
de agua para consumoy a que cada vez es mayor
la resistencia de estas formas quisticas a
guimicos, como el cloro utilizado en la
potabilizacion del agua (5).
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Por otra parte, en los paises en via de desarrollo,
la situacion esta dada por la falta de recursos para
la construccion y la gestion adecuada de las
plantas potabilizadoras y depuradoras y a los
bajos niveles de educacion (2).

Sumado a esto existen deficiencias en el reporte
y seguimiento de la presencia de protozoos en la
poblacion y en el agua de consumo.

En algunos paises, los esfuerzos se han enfocado
hacia la deteccion de las formas quisticas en
cuerpos de agua naturales que son utilizadas
como fuente de abastecimiento hidrico (6,7).

En la década de los 80 se publicaron los primeros
casos y brotes de enfermedad generados por
protozoos. Los paises méas afectados por
giardiasis y criptosporidiosis han sido Estados
Unidos, Inglaterra, Escocia y Suecia. La epidemia
mas importante se reporté en Milwaukee,
Wisconsin, donde se infectaron 400.000 personas
por el consumo de agua potable contaminada con
Cryptosporidium spp. (8).

En Latinoamérica se han adelantado estudios en
los que se reportan las concentraciones de estos
protozoos en aguas superficiales. Es el caso de
Argentina con promedios entre 1y 16 quistes de
Giardia spp. por litro y de 1 a 24 ooquistes de
Cryptosporidium spp. por litro (9,10) y de Brasil
con 33 a 95 quistes de Giardia spp. por litroy 44
a 100 ooquistes de Cryptosporidium spp. por litro
(11). En el caso de aguas residuales, se han
encontrado cerca de 2.200 quistes de Giardia spp.
por litro y 62 ooquistes de Cryptosporidium spp.
por litro en Argentina (10), y de 0 a 680 ooquistes
de Cryptosporidium spp. por litro en Brasil (12).

En Colombia, la giardiasis junto con la amibiasis
constituyen las dos protozoosis patégenas mas
revelantes (13). Uno de los estudios epidemiol4gicos
mas recientes, llevado a cabo en el departamento
del Quindio después del terremoto, muestra altos
porcentajes de morbilidad a causa de las malas
condiciones de higiene y el consumo de agua de
suministro del acueducto.
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El estudio se llevo a cabo en una muestra de 217
nifios entre 3 y 13 afios de 18 asentamientos
temporales, en donde se encontr6 presencia de
quistes de Giardia spp. en el 60,4% de la
poblacidn. La principal causa de la enfermedad
fue el agua de suministro del acueducto que
abastecia 15 asentamientos (65% de casos)
debido a los dafios ocasionados por el terremoto
al sistemay, en menor proporcién (46% de casos),
el agua de suministro de tanques que abastecia
solamente tres asentamientos. Una explicacion
de la menor prevalencia de Giardia en nifios que
consumian agua de tanques individuales es que
hubo en ellos una sedimentacion adicional que
pudo haber reducido la contaminacién del agua
con Giardia (14).

Aunque no se encuentran datos de la presencia
de protozoos en aguas, es de esperarse que,
frente a la ausencia de adecuados sistemas de
tratamiento de aguas, las heces de estas personas
contaminen las aguas superficiales utilizadas para
posterior potabilizacién y uso agricola.

En Colombia es comun el uso de los rios como
receptores de aguas residuales sin tratar, las
cuales se utilizan posteriormente para diferentes
actividades de tipo domeéstico o agricola. Tal es
el caso del rio Bogota, el cual atraviesa algunas
de las zonas mas densamente pobladas del pais,
por lo que el uso de sus aguas es de gran
importancia para actividades ganaderas y
agricolas, y como fuente de agua para potabilizar.
Buena parte de los municipios localizados en la
cuenca del rio vierten sus aguas domésticas e
industriales sin tratamiento previo, por lo que se
pueden considerar como una importante fuente
de aguas contaminadas (15). Esta situacién es
comun en la mayoria de los rios del pais, sin que
se conozca la concentracion de microorganismos
patégenos presentes, ni el efecto que sobre ellos
pueden causar las barreras naturales y artificiales.
De aqui la importancia de poseer herramientas
de analisis que permitan evaluar la calidad del
agua, la eficiencia de los sistemas de tratamiento
y el posible riesgo sanitario para la poblacion.

Aunque se han publicado varios métodos para el
analisis de estos protozoos, la mayoria presentan
dificultad para su uso debido a los altos costos y
a los requerimientos de equipos especializados.

PROTOZOOS EN LA CUENCA ALTA DEL RIO BOGOTA

Por esta razén, se han seleccionado dos técnicas
de facil adaptacion y mas econdmicas a
laboratorios de analisis de aguas. Para el andlisis
de aguas residuales se empleé la técnica
propuesta por Vesey et al. (16) que incluye pasos
de floculacion, sedimentacién y centrifugacion, y
para aguas, la propuesta por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA) en 1999 (17), que consiste en pasos
sucesivos de filtracion, elucion, concentracion y
purificacién. En este estudio, la etapa de
purificacion de los quistes y ooquistes propuesta
en el método 1623 mediante separacion
inmunomagnética, se reemplazé por el uso del
gradiente de densidad Percoll-sacarosa, debido a
los altos costos y la falta del equipo (18).

Para la determinacién de la viabilidad de los
quistes de Giardia spp. recuperados a partir de
los dos tipos de muestras de agua, se utilizé la
metodologia propuesta por Thiriat et al. (19) y para
los ooquistes de Cryptosporidium spp., el método
propuesto por Campbell et al. (20). Las técnicas
se basan en la adicion de colorantes vitales DAPI
(4,6-diamino-2-fenilindol) e IP (yoduro de propidio).
Para la deteccion de Giardia spp. y de
Cryptosporidium spp. se empled el estuche
comercial Merifluor®Meridian basado en la
marcacion con anticuerpos monoclonales y
fluoresceina.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
presencia, la concentracién y la viabilidad de
quistes de Giardia spp. y de ooquistes de
Cryptosporidium spp. en aguas residuales y
potables de la cuenca alta del rio Bogota como
indicadores de contaminacion parasitaria de origen
fecal.

Materiales y métodos

Zonade estudio. Para el andlisis de agua residual
se recogieron muestras del rio Bogota, en cinco
estaciones seleccionadas de acuerdo con una
campafia previa de muestreo, en las que se
evaluaron parametros fisicoquimicos, bacterianos
y virales (15). El tramo evaluado se encuentra
entre los municipios de Villapinzén y Choconta.
El muestreo se realizé entre abril y junio de 2003.

Para el analisis de agua potable se recolectaron
muestras de las plantas potabilizadoras de los
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municipios de Villapinzén y Suesca. El muestreo
se realizé entre agosto y septiembre de 2003.

Estaciones de muestreo de aguas residuales.
Las estaciones de muestreo y su correspondiente
georreferenciacion expresada en grados y
decimales de minuto, se citan a continuacion:

 Estacion 1: antes del municipio de Villapinzon,
al lado de la autopista que de Bogota conduce
a Tunja; latitud norte, 05°13.820'; longitud oeste,
73°35.612'; cota, 2.764 msnm.

« Estacion 2: en el municipio de Villapinzén,
cerca de una casa rural, que vierte sus aguas
residuales directamente al rio Bogot4; latitud
norte, 05°13.041'; longitud oeste, 73°35.858';
cota, 2.764 msnm.

- Estacion 3: después del vertido de aguas
residuales provenientes del municipio de
Villapinzén y del vertido de algunas
curtiembres; latitud norte, 05°12.644'; longitud
oeste, 73°36.038'; cota, 2.730 msnm.

« Estacion 4: en el interior de una finca ganadera;
en este sitio el rio ya ha recibido todos los
residuos provenientes de las industrias de
curtiembres; latitud norte, 05°10.561"; longitud
oeste, 73°38.517'; cota, 2690 msnm.
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« Estacion 5: en el municipio de Choconta,
aguas abajo de la descarga de aguas residuales
domésticas tratadas, provenientes de esta
poblacién; el municipio de Choconta cuenta con
la primera planta de tratamiento de aguas
residuales ubicada sobre la cuenca alta del rio
Bogota; latitud norte, 5°08.936'"; longitud oeste,
73°41.345"; cota, 2.661 msnm (figura 1).

Estaciones de muestreo de aguas potables.
Para el analisis de agua potable se evaluaron dos
plantas potabilizadoras: una en Villapinzén y otra
en Suesca, cada planta tiene una fuente diferente
de abastecimiento de agua. La planta del
municipio de Villapinzén tiene como fuente de
abastecimiento una quebrada cercana al cauce
delrio Bogota, y la planta del municipio de Suesca
se abastece del agua proveniente de un pozo con
profundidad de 80 m, ubicado cerca al cauce de
dicho rio (figura 1).

Los sistemas de potabilizacion de ambos
municipios cuentan con las etapas de aireacion,
coagulacioén, sedimentacion, filtracion y cloracion.

Ademas, se tom6 una muestra de agua potable
en una casa elegida al azar en cada uno de los
municipios evaluados, con el objeto de conocer
la calidad del agua una vez ha pasado por los

stacion No. 5

Central del Norte

Figura 1. Mapa de georreferenciacion
de las estaciones de muestreo para
aguas residuales y aguas potables
pertenecientes a la cuenca alta del
rio Bogota.

< Estaciones de muestreo para aguas residuales
% Estaciones de muestreo para aguas potables
® Municipios evaluados en el estudio
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sistemas de almacenamiento y distribucion. Para
el estudio en el municipio de Villapinzon, se eligio
una casa ubicada a 2 km, aproximadamente, de
la planta de tratamiento y para el estudio en el
municipio de Suesca, se escogit la estacion de
Policia, situada aproximadamente a 1,5 m de la
planta de tratamiento.

Tomade muestras

Para el analisis de agua residual se recolectaron
muestras a partir de las cinco estaciones de
muestreo seleccionadas sobre el cauce del rio.
Se realizaron cuatro muestreos para un total de
20 muestras.

Las muestras se tomaron utilizando un
muestreador metélico con un soporte al extremo
donde se insertaba un frasco de plastico, el cual
se sumergia boca abajo, aproximadamente, 20 cm
por debajo de la superficie del agua a
contracorriente y a 3 m de distancia de la orilla (21).

Los 10 litros de agua recolectados se almacenaron
en un garrafén de plastico y se transportaron al
laboratorio para ser procesados el mismo dia.

Para el analisis de agua potable se recolectaron
tres muestras de agua por cada municipio en los
siguientes puntos: dos muestras de agua por
potabilizadora (una muestra a la entrada y otra a
la salida del sistema de tratamiento) y una muestra
de agua a partir del grifo de una casa. Estas
muestras se recolectaron por dia de muestreo para
cada municipio, sumando seis muestras de agua
potable por dia. Se realizaron cuatro muestreos,
para un total de 24 muestras.

Las muestras de agua potable se tomaron
directamente del tanque de almacenamiento del
agua de entrada y de salida de cada una de las
plantas potabilizadoras estudiadas. Se utilizaron
garrafones de plastico con capacidad de 20 litros.
Estos se sumergieron verticalmente en los
tanques con agua y se permitia que se llenaran
del liquido hasta alcanzar el volumen necesario
para el andlisis. Una vez recolectadas las
muestras, se transportaban al laboratorio donde
se procesaban el mismo dia.

En el caso de las muestras de agua provenientes
de las casas de los municipios, se abria el grifo y
se dejaba correr el agua de 2 a 3 minutos. Luego,

PROTOZOOS EN LA CUENCA ALTA DEL RIO BOGOTA

se limpiaba con una solucién de hipoclorito de
sodio (100 mg de NaOCI por litro) en el orificio de
salida del agua y nuevamente se dejaba correr
agua otros 2 a 3 minutos. Las muestras de agua
se tomaban directamente del grifo (21). Una vez
recolectadas en los garrafones, se transportaban
al laboratorio para ser procesadas el mismo dia.

Teniendo en cuenta el alto costo que requiere el
desarrollo de las técnicas propuestas, en especial
la técnica para el andlisis de agua potable, no se
analizé un mayor nimero de muestras, por lo cual
este es un estudio de tipo descriptivo.

Técnica de floculacion inorganica para
recuperaciéony recuento de formas quisticas
apartir de aguaresidual, propuesta por Vesey
et al. Las muestras de agua se sometieron a un
proceso de floculacion mediante la adicién de 100
ml de cloruro de calcio 1My 100 ml de bicarbonato
de sodio 1M. Luego de agitarlas vigorosamente,
se ajusto el pH a 10 con NaOH 2M; si la muestra
tenia un pH mayor de 10 no era necesario
maodificarlo ni corregirlo con acido. Luego del ajuste
del pH, las muestras se dejaron sedimentar por
un periodo de 24 horas y se retir6 el sobrenadante,
recuperandolo en tubos de centrifuga con
capacidad de 50 ml. Como paso adicional, se
lavaron los garrafones con 200 ml de acido
sulfamico al 10%, 50 ml de PBS, pH 7,4, y 50 ml
de Tween 80 al 0,01% para desprender de las
paredes cualquier particula adherida, y el
producto de este lavado también se dispuso en
los tubos de centrifuga. El sedimento se
centrifug6 a 3.000g por 10 minutos y se recuperé
la mayor cantidad de sedimento en un solo tubo
por muestra, haciendo lavados con PBS hasta
obtener un pH final de 7,4. Las muestras
concentradas se almacenaron en nevera a 4°C
hasta su montaje y la lectura (16).

Técnica de filtracién para recuperacion y
deteccion de Giardiaspp.y Cryptosporidium
spp. apartir de aguas potables, propuestapor
la EPA, método 1623. Las muestras de agua se
filtraron a través del filtro Envirocheck®Gelman a
una tasa de 2 litros por minuto. Luego, se
adicionaron 125 ml de eluyente (mezcla de 10 ml
de Laureth 12 al 10%, 10 ml de Trizma al 12,11%,
2mlde EDTAal 18,61% y 150 pl de antifoam A,

357



ALARCON M.A., BELTRAN M., CARDENAS M.L., CAMPOS M.C.

por litro de agua destilada) dentro del filtro y se
agitd a 600 rpm por 5 minutos por un solo costado.
Este eluido se trasfirié a tubos de centrifugay se
repetid el procedimiento desde la adicion del
eluyente al filtro hasta la recuperacion en los tubos
de centrifuga, teniendo en cuenta que antes de la
agitacion se giraba el filtro 180° para trabajar por
el costado contrario. A continuacion, se centrifugo
a 1.100g por 15 minutos descartando el
sobrenadante 1 cm por encima del sedimento y
reuniendo todo el sedimento en un solo tubo.
Después de esto, se tomaron 2,5 ml del sedimento
con 5 ml de Percoll-sacarosa, densidad=1,1 (45
ml de Percoll y 10 ml de sacarosa, 2,5 M, por 100
ml de agua destilada) y se centrifugé a 540g por
10 minuto, lo cual result6 en la formacion de tres
fases. La interfase, en la cual se encontraban las
formas quisticas, se depositaba en otro tubo de
centrifugay se le lavaron con PBS centrifugando
a 2.790g por 15 minutos. Las muestras
concentradas se almacenaron en nevera a 4°C
hasta el montaje y la lectura.

Técnica de colorantes vitales con DAPI e IP,
propuesta por Campbell et al. y Thiriat et al.
Las muestras concentradas a partir de agua
residual y potable se sometieron a un
procedimiento de marcacion con colorantes vitales
DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) e IP (yoduro de
propidio). Para esto, se mezclaron 100 pl de cada
muestra con 900 pl de reactivo HBSS (tampén de
Hank a pH 2,87) durante 1 hora a 37°C. A
continuacién, las muestras se centrifugaron y
lavaron dos veces con PBS a 14.000 rpm por 30
segundos (17). Se eliminé el sobrenadante y se
adicionaron 10 ul de DAPIy 10 ul de IP en cada
tubo, incubando las muestras a 37°C durante 2
horas en la oscuridad. Finalmente, se lavaron las
muestras con 900 ul de PBS, pH 7,2,
centrifugando a 14.000 rpm por 30 segundos.

Marcacion con estuche comercial Merifluor®
Meridian. De cada muestra marcada con
colorantes vitales se tomaron 15 pl con asa estéril
y se transfirieron a cada uno de los pozos de las
laminas del estuche, y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 30 minutos (22).
Tanto el control positivo como el control negativo
del estuche comercial se montaron de la misma
manera. El control positivo del estuche contiene
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una preparacién de heces en formalina con
ooquistes de Cryptosporidium spp. y quistes de
Giardia spp. y el control negativo es una preparacion
de heces en formalina sin quistes. En condiciones
de oscuridad, se agreg6 una gota del reactivo de
deteccién (preparacion de anticuerpos
monoclonales anti-Cryptosporidium y anti-Giardia
unidos a isocianato de fluoresceina en una
solucién tamponada que contiene un estabilizante
proteico y 0,1% de azida sédica) y una gota del
reactivo de contraste (soluciéon negro de
eriocromo) en cada pozo, moviendo circularmente
la lamina para permitir la mezcla de los reactivos.
Las muestras con los reactivos se incubaron en
la oscuridad en camara humeda por 30 minutos a
temperatura ambiente. El exceso de los reactivos
se elimind con solucién tamponada de lavado 20X.
Se adicion6 una gota de medio de montaje (glicerol
tamponado con formalina'y 0,05% de azida sédica)
a cada pozo y se cubrieron los pozos con una
laminilla, protegiendo las laminas de la luz. Las
muestras se almacenaron a 4°C en camara
himeda hasta su lectura.

Lectura. Parala determinacion de la viabilidad de
las formas quisticas se observé bajo el
microscopio de fluorescencia utilizando tres filtros:
un filtro con un rango de excitacion de 450 a 490
nm que se usO para la deteccion de quistes u
ooquistes tefiidos con fluoresceina; un filtro con
rango de excitacion de 365 a 420 nm adaptado
para observar la coloracién con DAPI, y un filtro
con un rango de excitacion de 520 a 560 nm
adaptado para la coloracién con IP (19,20).
Ademas, se utilizé el objetivo de contraste de
fases para observar la refringencia de las
estructuras, confirmando con esta caracteristica
la viabilidad de las mismas. Durante la lectura las
laminas se mantuvieron en camara humeday en
condiciones de oscuridad.

Para el reporte de los resultados se tuvieron en
cuenta las caracteristicas morfologicas de cada
protozoo y se empleé el diagrama de criterios de
observacion establecido por Thiriat et al. para
Giardia spp. y lo reportado por Campbell et al.
para Cryptosporidium spp.

Para determinar la viabilidad de estas formas
quisticas, se deben observar formas ovales con
fluorescencia color verde manzana, pared bien
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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 diametro aproximado de
4 a 6 pum que corresponden a Cryptosporidium
spp. (17); con el colorante DAPI, fluorescencia
azul intenso en el quiste completo, dos a cuatro
nucleos azul claro en el caso de Giardia spp. y
hasta cuatro nicleos azul cielo en el caso de
Cryptosporidium spp.; con el colorante IP, ausencia
de color para ambas formas quisticas v,
finalmente, con el objetivo de contraste de fases,
los quistes y ooquistes deben verse refringentes.
Cualquier caracteristica diferente a las
mencionadas anteriormente indica que las formas
quisticas no son viables.

La técnica de recuento se realiza observando en
el microscopio la totalidad de cada pozo en la
lamina, siguiendo un modelo sistematico, de arriba
a abajo o delado alado (17).

Una vez hecho el recuento se aplica la formula

gue se describe a continuacién para obtener el

ndmero total de quistes o ooquistes por litro (18):
N°Q u Oog/L=N°contado * Vol. sedimento
Vol. cdmara * Vol. muestra

N° contado: formas quisticas viables
Vol. sedimento: volumen del sedimento recuperado

Vol. cadmara: capacidad del pozo de la camara (15
HL)
Vol. muestra: volumen de agua recolectada

Al aplicar la anterior formula se reportan los
resultados de recuento de protozoos en nuestro
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estudio. En el caso de no encontrar presencia de
protozoos se inform6 como "no detectado” (ND).
El porcentaje de recuperacion en aguas residuales
para Cryptosporidium spp. fue de 68% a 79%
(Vesey et al.) y para Giardia spp. entre 57% y
60% (comunicacion personal: Martha Cardenas,
abril de 2005) y en aguas potables fue de 45% a
49% para Giardia spp. y entre 58% y 62% para
Cryptosporidium spp. (17).

Esta técnica puede presentar interferencias por
la turbidez causada por los residuos organicos o
inorganicos como arcillas, hierro y polimeros, los
cuales pueden interferir en los pasos de
concentracién, purificacion y lectura. Ademas,
algunos organismos como algas, levaduras y otros
protozoos pueden dar resultados falsos positivos
ya que tienen tamafio similar a los quistes de
Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp.
y muestran fluorescencia similar a la observada
en estos protozoos cuando se colorean con
isocianato de fluoresceina (17,19,23).

Resultados

Muestras de aguaresidual provenientes de la
cuencaaltadel rio Bogota

En el cuadro 1 se observan los resultados de las
cinco estaciones de muestreo. Se han incluido
los volumenes empleados para el recuento y el
numero de quistes y ooquistes encontrados. No
se detect6 Giardia spp. en los cuatro muestreos
realizados para este tipo de agua designados como
M1-AR, M2-AR y M3-AR y M4-AR (AR: agua
residual). No se detect6 Cryptosporidium spp. en
los tres primeros muestreos: M1-AR, M2-AR, M3-
AR, pero si en el tltimo (M4-AR) en las estaciones

Cuadro 1. Resultados del recuento y viabilidad de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en aguas residuales provenientes

de la cuenca alta del rio Bogota.

Cuenca alta del rio Bogota

Recuento

No. de quistes u ooquistes contados

Vol. sedimento Viabilidad

No. de
muestreo E1* E2* E3* E4* E5* E1l* E2* E3*

muestreo G C G C G [ G C G Cc G C G [ G C

1-A
Abril 3 ND ND ND ND ND ND ND ND
M2 - AR
Mayo 13 ND ND ND ND ND ND ND ND
M3 - AR
Mayo 26  ND ND ND ND ND ND ND ND
M4 - AR
Junio 24

266,6
ND  Oog/L ND

233,33 1 1
Oog/L ND ND ND ND

G C G C G C G Cc G C G C G

ND ND O 0 0 0 (U]

ND ND O 0 0 0 (U]

ND ND O O 0 0 0 O

ND ND O Oog O Oog 0O O

E4* ES5* E1l* E2* E3* E4* E5* E1* E2* E3* E4*
C GCG C GCGGC
30 30 25 25 30 30 32 32 30 30
0 0 0 0o m m m m m m m m ml m - - -
35 35 40 40 45 45 45 45 45 45
0 0 0 0o m m m m m m m m ml ml - - -
40 40 35 35 40 40 45 45 43 43
0 0o 0 o mh m m m m m m m ml ml - - -

40 40 35 35 45 45 45 45 43 43
0 0 0 0 mh m ml m m m m m ml m - Vv - N - - - -

* Estaciones de muestreo para aguas residuales:

E1, estacion 1; E2, estacion 2; E3, estacion 3; E4, estacion 4; E5, estacion 5: M1-AR: muestreo 1 de agua residual;

M2-AR: muestreo 2 de agua residual; M3-AR: muestreo 3 de agua residual; M4-AR: muestreo 4 de agua residual.

G: Giardia spp.; C: Cryptosporidium spp.; Ooq: ooquistes de Cryptosporidium; V: viables; NV: no viables; ND: no detectable;

-1 por ausencia de protozoos, no se evalué la viabilidad.
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Cuadro 2. Resultados del recuento y viabilidad de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en aguas potables del municipio

de Villapinzén.

Municipio de Villapinzén
No. de quistes u

No. Recuento ooquistes contados Vol. sedimento Viabilidad
muestreo

y fecha de Entrada Salida Casa Entrada Salida Casa Entrada Salida Casa Entrada Salida Casa
muestreo G C G C G C G €C G C GC G C G €C G € GC G cCcGcGec
M1-APV ND ND 10 ND ND ND 0 0 1g 0 0 0 3m 3m 3m 3m 3m 3m - - NV - - -
Agosto 12 q/L

M2-APV 10 ND ND ND ND ND 1g 0 0 0 O O 3m 3ml 3ml 3m 3m 3m NV - - - - =
Sept. 1 g/L

M3-APV ND ND 13,3 ND NDND O 0 1g 0 O O 3ml 3ml 4ml 4ml 4ml 4ml - - NV - - -
Sept. 9 q/L

M4-APV ND ND ND 13,3 ND ND 0 0 0100q 0 0 3ml 3ml 4ml 4ml 4ml 4ml - - - NV - -
Sept. 23 Oog/L

M1-APV: muestreo 1 de agua potable en Villapinzén; M2-APV: muestreo 2 de agua potable en Villapinzén; M3-APV: muestreo
3 de agua potable en Villapinzén; M4-APV: muestreo 4 de agua potable en Villapinzon.

G: Giardia spp.; C: Cryptosporidium spp.; g: quistes de Giardia; Ooq: ooquistes de Cryptosporidium; NV: no viables; ND:
no detectable; -: por ausencia de protozoos, no se evalud la viabilidad.

de muestreo 1y 2, con concentraciones de 266,3
y 233,3 ooquistes por litro, respectivamente, y
viabilidad positiva Unicamente en la estacion de
muestreo 1. Es importante anotar que en las
muestras en las que no se encontrd presencia de
quistes se informé como ND. No se informa como
negativo ya que al tener bajos porcentajes de
recuperacion (mencionados anteriormente) no se
puede descartar del todo la ausencia de los
protozoos.

Muestras de agua potable recolectadas en las
plantas potabilizadoras ubicadas en lacuenca
altadel rio Bogota

Las muestras recolectadas en las plantas de
tratamiento de los municipios de Villapinzéon y
Suesca fueron positivas para la presencia de
Giardia spp. y Cryptosporidium spp. En el cuadro
2 se observa que, en las aguas potables del
municipio de Villapinzén, se detecté presencia de
Giardia spp. con un recuento de 10 quistes por
litro a la salida en el primer muestreo, 10 quistes
por litro a la entrada en el segundo muestreo y
13,3 quistes por litro a la salida en el tercer
muestreo. Con respecto a Cryptosporidium spp.
en esta misma planta, la concentracién fue de
13,3 ooquistes viables por litro a la salida en el
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cuarto muestreo y ND en las muestras restantes.
Las formas quisticas encontradas en la
potabilizadora de este municipio no presentaron
viabilidad. No se detect6 ninguno de los protozoos
en el agua recogida en la casa.

En el caso de la planta potabilizadora del municipio
de Suesca, los resultados evidencian la presencia
de ambos protozoos a la entrada de la misma
durante el tercer muestreo, con recuentos de 13,3
quistes de Giardia spp. por litro y 10 ooquistes de
Cryptosporidium spp. por litro. En los muestreos
restantes no se detectaron protozoos. Las formas
quisticas encontradas en la planta potabilizadora
de este municipio no presentaron viabilidad y en
las muestras de agua recogidas en la casa de
este municipio no se detecto presencia de ninguno
de los protozoos estudiados (cuadro 3).

Discusion
Evaluacion de la presencia y viabilidad de

Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en la
cuencaaltadel rio Bogota

La variabilidad en los resultados con relacién a la
presencia y concentracion de estos parasitos
puede estar relacionada con la intervencion de
factores externos como: el efecto de los vertidos
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Cuadro 3. Resultados del recuento y viabilidad de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en aguas potables del municipio

de Suesca.

Municipio de Suesca

No. de quistes u
No. Recuento ooquistes contados Vol. sedimento Viabilidad
muestreo
y fecha de Entrada Salida Casa Entrada Salida Casa Entrada Salida Casa Entrada SalidaCasa
muestreo G C G C G C G C G CGC G €C GC GC GCGTCGC
M1-APS ND ND ND ND ND ND O 0o 0 0 0O 3m 3m 3m 3m 3ml 3ml - - - - - -
Agosto 12
M2-APS ND ND ND ND ND ND O o 0 o0 0O 3m 3m 3m 3m 3ml 3ml - - - - - -
Sept. 1
M3-APS 13,3 10 ND ND ND ND 1g 10og 0 0 0 O 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml NV NV - - - -
Sept. 9 g/L Oog/L
M4-APS ND ND ND ND ND ND O 0o 0 0 00 4m 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml - - - - - -
Sept. 23

M1-APS: muestreo 1 de agua potable en Suesca; M2-APS: muestreo 2 de agua potable en Suesca; M3-APS: muestreo
3 de agua potable en Suesca; M4-APS: muestreo 4 de agua potable en Suesca.

G: Giardia spp.; C: Cryptosporidium spp.; g: quistes de Giardia; Ooq: ooquistes de Cryptosporidium; NV: no viables;
ND: no detectable; -: por ausencia de protozoos, no se evalud la viabilidad.

industriales, la sedimentacion de las formas
quisticas que no se pueden recuperar a partir de
la columna de aguay que se pueden encontrar en
el sedimento del rio, el bajo nimero de muestras
analizadas en este estudio debido al alto costo
de latécnicay a factores fisico-quimicos del agua
como pH, temperatura, turbiedad, sélidos
suspendidos y solidos disueltos, sin olvidar los
porcentajes de recuperacion de las técnicas (24).

No obstante, en salud publica, ademas de la
cuantificacion de los quistes y ooquistes, es muy
importante la determinacion de la viabilidad de
los mismos. En relacién a la dosis infecciosa que
puede causar enfermedad, se encuentran
diferentes datos segun la fuente consultada: de 1
a 10 quistes de Giardia spp. y de 1 a 30 ooquistes
de Cryptosporidium spp. pueden provocar
sintomas clinicos de la enfermedad en humanos
y, por consiguiente, aumentar el riesgo de
infeccién en la poblacion (1), o de 10 a 25 quistes
para Giardia spp. (5) y de 10 a 30 ooquistes para
Cryptosporidium spp. (25). Esta determinacién no
es suficiente por si sola para confirmar el grado
de infectividad y el riesgo que puede provocar en
humanos, por lo cual son necesarias otro tipo de
pruebas (26). Entre las técnicas usadas para
evaluar lainfectividad se encuentran las técnicas

moleculares que utilizan diversas metodologias
basadas en la PCR (27,28) y las biolégicas que
utilizan la inoculacion de animales como
herramienta de estudio, ya sea en relacién con
las concentraciones de protozoos viables que
pueden llegar a causar infeccién en el huésped
(29), o con las concentraciones de estas formas
quisticas que previamente han sufrido un proceso
de inactivacién con luz UV y que, posteriormente,
se inoculan en animales con el fin de determinar
el porcentaje de inactivacion de protozoos y la
eficiencia de dicha técnica (30).

En relacién con los valores encontrados en este
trabajo, la concentraciéon de ooquistes de
Cryptosporidium spp. en aguas residuales es
similar a la reportada por otros autores. Los
rangos de valores mas frecuentes se encuentran
entre 102 y 10* ooquistes por litro y de 103 a 10°
quistes por litro; los quistes de Giardia spp. son
los que se han detectado en mayor concentracion,
tanto en afluentes como efluentes (31). Sin embargo,
los resultados pueden presentar variacion
dependiendo de los métodos de muestreo,
purificacién y determinacion que se utilicen.

Los estudios realizados en el rio Bogoté durante
el 2003 y el 2004 (32) para evaluar la calidad
microbioldégica del agua del rio muestran
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concentraciones similares de Cryptosporidium
spp. en la cuenca alta, con valores entre 0y 100
ooquistes por litro. Sin embargo, difiere con
respecto a la concentracion de Giardia spp., ya
gue se informan valores entre 0 y 150 quistes
por litro. Ninguno de los protozoos presenté
viabilidad.

En nuestro estudio, la prevalencia de
Cryptosporidium spp. fue mayor a la de Giardia
spp., lo cual coincide con los estudios que
muestran que los ooquistes de Cryptosporidium
spp. son los mas resistentes a condiciones
ambientales adversas entre las formas quisticas
de protozoos (33).

Con relacion a la procedencia de los parasitos
encontrados, se puede considerar que son de
origen fecal humano y animal, ya que de acuerdo
al Plan de Ordenamiento Territorial de cada
municipio, entre las principales fuentes de
contaminacion que estarian cercanas a estas las
estaciones de muestreo se encuentran: basuras,
excretas de origen humano y de animales que se
crian en la zona y desechos organicos,
especialmente, en las zonas rurales de los
municipios. En las cabeceras municipales, el
mayor aporte de contaminacion proviene de
vertimientos de aguas residuales domésticas y
mataderos sin sistemas de tratamiento.

Evaluacion de la presencia y viabilidad de
Giardiaspp.y Cryptosporidium spp. en aguas
potables

La presencia de estos parasitos puede estar
relacionada con la fuente de abastecimiento del
agua utilizada para potabilizar, la cual puede
presentar algun tipo de contaminacién fecal. La
segunda causa puede estar relacionada con una
falla en el sistema de potabilizacion del agua
teniendo en cuenta que, por lo general, el
tratamiento de agua involucra etapas que operan
generalmente en serie, las cuales se pueden
considerar como puntos criticos de control, por lo
que cada etapa deberia ser optimizada para
producir agua de alta calidad para consumo,
independientemente de las condiciones de la
fuente (1,34).

En el proceso de coagulacion es posible eliminar
quistes y ooquistes entre el 90% y el 95% (34).
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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 accién del coagulante y la
intensidad de la agitaciéon para garantizar la
formacion de fléculos que remueven la mayor
cantidad de particulas que se encuentran
dispersas en el agua (24).

Ademas, en el proceso de filtracién es muy posible
que se retengan diferentes particulas solidas que
no sedimentaron en la etapa anterior, entre éstas,
los agentes patdgenos; de esta forma, se pueden
presentar fallas en su eliminacion ya sea porque
se excede la capacidad de filtracién o porque no
se limpian adecuadamente los filtros (34).

Por otra parte, en la etapa correspondiente a la
cloracion del agua, la concentracion del cloro
aplicada en las plantas potabilizadoras de ambos
municipios esta alrededor de 0,2 a 1 mg por litro,
con un tiempo de contacto minimo de 30 minutos
(2). Sin embargo, esta concentracion de cloro es
insuficiente para eliminar parasitos y virus, ya que
estos microorganismos son resistentes a este
desinfectante en dicha concentracion. La
eliminacién puede ser posible empleando mayores
concentraciones de cloro y ajustando el tiempo
de contacto necesario, segun las condiciones de
la planta potabilizadora. No obstante, a pesar de
obtener mejores resultados, este tipo de practica
no es recomendable ya que se pueden formar
compuestos como monocloraminas que pueden
generar intoxicaciones y afectar la salud de la
poblacién (35). Con relaciéon al proceso de
desinfeccion, el empleo de ozono a una
concentracion de alrededor de 2 mg/l es capaz
de alcanzar una reduccion media en la viabilidad
de los ooquistes de 95% a 96% con un periodo
de exposicién de 10 minutos (36). Sin embargo,
la implementacién de dicho sistema en los
municipios evaluados requiere altos costos de
inversion y mantenimiento.

Los resultados encontrados en la planta de
potabilizacion de Suesca parecen indicar que
existen mejores condiciones de funcionamiento,
ya que no hubo presencia de estas formas
quisticas en el agua de salida. Sin embargo, es
preciso ampliar el estudio con un mayor nidmero
de muestreos.
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No se detecto la presencia de los protozoos en
las muestras tomadas directamente del grifo de
las casas elegidas en ambos municipios.

Los resultados de este trabajo muestran que los
protozoos estudiados, Giardia spp. y Cryptosporidium
spp., estuvieron presentes en las aguas residuales
provenientes de la cuenca alta del rio Bogota y
en los sistemas de potabilizacién estudiados. Sin
embargo, las formas quisticas encontradas no
presentaron viabilidad para el caso del agua
potable.

Lo anterior pone de manifiesto la presencia de
protozoos en la cuenca alta del rio Bogota que,
en ocasiones, es utilizada por los pobladores como
fuente hidrica para actividades agricolas y
domeésticas, lo que puede ser un riesgo potencial
de infeccidn en humanos y animales de la zona.

Los resultados obtenidos en el analisis de agua
potable revelan deficiencias en la calidad de las
fuentes de abastecimiento utilizadas para
potabilizar y en el funcionamiento de los sistemas
convencionales de potabilizacién. Si bien los
protozoos encontrados a la salida de una de las
plantas potabilizadoras no presentan viabilidad,
podria indicar que el sistema de potabilizacion
convencional no posee un alto rendimiento en
cuanto a la remocién de particulas por
sedimentacion, ni por filtracion del agua de entrada
ya que, segun los resultados del estudio, se
observa que las mismas formas quisticas
inactivas encontradas a la entrada de la planta de
tratamiento se presentan también a la salida del
tratamiento en algunas de las muestras evaluadas.
No obstante, estos resultados son similares a los
encontrados en estudios en aguas tratadas en
Escocia, Inglaterra y Francia, cuyos valores se
encuentran entre 10y 10? quistes y ooquistes por
litro (31).

En relacion con las modificaciones que se le
hicieron al método 1623 de la EPA, el empleo de
sacarosa, utilizado como gradiente de
concentracion puede, de algin modo, generar
variabilidad en los resultados de viabilidad. Se ha
observado que la recuperacion con gradientes de
sacarosa es poco eficiente, variable y, en cierto
grado, afecta la viabilidad de los organismos en
la muestra (37). Sin embargo, un estudio mas
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reciente realizado por Stanfield et al. (38)
demuestra que el Percoll-sacarosa fue el mejor
gradiente de densidad para la recuperacion de
Giardia spp. En cuanto a los resultados para
Cryptosporidium spp., se observaron pequefas
diferencias en comparacion con otros gradientes
de densidad pero, de igual manera, presentaron
un alto porcentaje de recuperacion. En la actualidad,
se estan optimizando los procedimientos que
incluyen el uso de separacién inmunomagnética
y citometria de flujo, debido a que se pueden
reducir las posibles pérdidas de organismos en el
procesamiento de las muestras (39).

Con relacion al paso de filtracion utilizado en este
estudio, el filtro capsula Envirocheck® Gelman
Laboratory es el sugerido por el método 1623 de
la EPAde los Estados Unidos (17). Sin embargo,
aungue este filtro en capsula es el filtro validado
en el método 1623, desde hace algun tiempo se
trabaja en la validacién de otros tres tipos de filtro:
el filtro Whatman CrypTest, el filtro capsula Pall
Gelman Envirocheck HV especifico para la
recuperacion de Cryptosporidium y el sistema de
filtracion IDDEXX Filta-Max (40). Por otra parte,
el filtro capsula Envirocheck permite un alto
porcentaje de recuperacion de protozoos a partir
de bajos volumenes de agua (41). Al utilizar este
tipo de filtro no se presentan dafios en las formas
quisticas (26).

De otra parte, y segun los estudios realizados
por Stanfield et al. (38), entre los filtros con mayor
porcentaje de recuperacion de protozoos en el
andlisis de aguas potables, se encuentran el
Genera Filtra Max, el Cryptoscan (Aldreck) y el
Envirocheck®Gelman, este dultimo con
porcentajes de recuperacion para Giardia del
56,7% y para Cryptosporidium del 58,1%,
evaluado a partir de muestras con concentracién
de 10* quistes u ooquistes por 10 litros.

Este estudio es un paso importante en la
aplicacion de metodologias para la deteccion de
Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en aguas
potables y residuales en nuestro medio. Las
concentraciones de protozoos encontradas pueden
generar riesgo de infeccion en la poblacion que
tiene contacto directo o indirecto con este tipo de
aguas, por lo que se sugiere la inclusién de este
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parametro en la evaluacion de la calidad del agua
potable en Colombia, tal y como se encuentra en
la normativa de varios paises.
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