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Resumen

Se evalu6 la presencia de G. lambliay C. parvumen muestras de agua potable provenientes
de fuentes subterraneas (FS) y del sistema municipal de suministro (SMS) de la ciudad de Mara-
caibo. La concentracion de protozoarios en las muestras de FS se llevo a cabo en paralelo por la
técnicas de formol éter y carbonato de calcio, y por la técnica de filtracion por cartucho en las
muestra del SMS. La visualizacion se realizé mediante examen al fresco, tinciéon temporal con
lugol, coloracion de Kinyoun y por la técnica de Inmunofluorescencia directa. Los quistes de G.
lamblia estuvieron presentes en 43,75% de las muestras de FS (18-75 quistes/100L, promedio:
45,2 quistes/100L) y los ooquistes de C. parvum en el 68,75% de estas (18-75 ooquistes/100L,
promedio: 38,9 ooquistes/100L). En el agua del SMS se detectaron quistes de G. lamblia en el
70% de las muestras (2,3-4,8 quistes/100L promedio: 3,3 quistes/100L) y ooquistes de C. par-
vumen 90% (1,2-8,4 ooquistes/100L, promedio: 3,75 ooquistes/100L). E1 83,3% de las mues-
tras analizadas incumplieron la normativa venezolana para la calidad del agua potable, por lo
que no son aptas para el consumo humano. No se observé correlacion entre la presencia de or-
ganismos indicadores de contaminacion y de protozoarios, encontrandose muestras que fueron
negativas para la presencia de organismos indicadores pero positivas para la presencia de para-
sitos. Esto evidencia las deficiencias que presenta las bacterias indicadoras de contaminacion
para garantizar la calidad parasitologica del agua potable.
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Presence of Cryptosporidium parvum and Giardia lamblia
in drinking water

Abstract

The presence of G. lamblia and C. parvum evaluated in underground (FS) and municipal
drinking water (SMS) samples from the City of Maracaibo. The concentration of protozoa in the
FS samples determined simultaneously, under formol-ether and calcium carbonate techni-
ques. Microscopic identification established under lugol, Kinyoun coloration and direct Inmu-
nofluorescence. G. lamblia cysts and C. parvum oocysts detected in 43.75% (18-75/100L, ave-
rage: 45.2/100L) and 68.75% (18-75/100L, average: 38.9/100L) of FS water samples exami-
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ned, respectively. G. lamblia cysts and C. parvum oocysts detected in 70% of SMS samples (2.3 -
4.8/100L average: 3.3/100L) and 90% (1.2-8.4/100L, average: 3.75/100L), respectively. Eigh-
ty three percent (83.3%) of study water samples failed to comply Venezuelan Standards for drin-
king water quality and theretofore, not recommended for the human consumption. A correla-
tion between presence of indicative-organisms and protozoa not observed; parasites found in
study samples with negative presence of indicative-organisms. Analysis of evidence presented
corresponds with parasitological contaminated drinking water samples, characterized by the
organisms found and not recommended for human consumption. Based on results presented,
sole bacteriological quality of water samples is not adequate to determine water potability.

Key words: Drinking water; indicating bacteria; Giardia; Cryptosporidium.

Introduccion

Los protozoarios entericos Giardia lam-
blia y Cryptosporidium parvum son parasi-
tos de amplia distribucion mundial y de
gran importancia en Salud Publica por su
indudable accion patégena, pudiendo cau-
sar diarrea o gastroenteritis de severidad va-
riable, las cuales dan lugar a un gran dete-
rioro fisico, desnutricion y consecuencias
negativas en el crecimiento y desarrollo inte-
lectual de los nifios (1). En personas inmu-
nocomprometidas la diarrea tiende a ser se-
veray persistente con un alto grado de mor-
bilidad y mortalidad (2).

Se ha estimado que aproximadamente
200 millones de personas a nivel mundial y
el 15% de la poblacion de Latinoamérica es-
tan infectadas con Giardia y Cryptospori-
dium, con un elevada prevalencia en ninos y
en el estrato de la poblaciéon con menos re-
cursos (3). En Venezuela, los reportes de fre-
cuencia de infecciones por Giardia spp son
del 21%, siendo este el protozoario intestinal
de mayor prevalencia en el pais (4) y los de
Cryptosporidium spp. estan en el orden de
11,2% (5).

Las parasitosis ocasionadas por estos
protozoarios entéricos causan gran ausen-
tismo en los centros de trabajo y baja pro-
ductividad laboral; ademas de los altos cos-
tos asociados con el tratamiento de salud
(1), lo que amerita que se intente detectar las
causas de su alta prevalencia y difundir las
medidas profilacticas para prevenirlas.

La ingestion de alimentos y/o agua con-
taminada con G. lamblia y C. parvum es el
principal mecanismo de contagio con estos
protozoarios. El hecho de que estos parasitos
posean: baja dosis infecciosa de 1- 10 quis-
tes/ooquistes, resistencia elevada a los trata-
mientos de desinfeccion y potabilizacion del
agua y debido a su tamano pequeno, el cual
les permite evadir las barreras de tratamien-
to, hace que estos microorganismos sean de
gran relevancia para las plantas de trata-
miento de agua y por tanto que deban ser
analizados para asegurar la calidad de los
sistemas de tratamiento y distribucion (6).

En Venezuela se tienen pocos reportes
de estudios sobre presencia de parasitos en
aguas destinadas al consumo, a pesar de
que la normativa del pais establece que no
deben estar presentes. El objetivo de este
trabajo fue llevar a cabo un estudio diagnos-
tico para evaluar la presencia de los parasi-
tos G. lambliay C. parvumen el agua potable
que surte a la ciudad de Maracaibo, determi-
nando ademas si la presencia de las bacte-
rias indicadores de contaminacion es ade-
cuada para determinar la calidad parasitolo-
gica del agua.

Materiales y Métodos

Area de estudio

Se analizaron un total de 26 muestras
de agua potable en sitios seleccionados por
el Laboratorio de Calidad del Agua, del Mi-
nisterio de Sanidad y Desarrollo Social del
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Estado; 16 de ellas en pozos de explotacion y
expendio de agua subterranea (FS) estable-
cidos en el municipio San Francisco de la
ciudad de Maracaibo y las diez restantes, en
diferentes puntos de distribucion del Siste-
ma Municipal de Suministro (SMS) de la pa-
rroquia Coquivacoa de esta ciudad.

Toma de muestras

Para la deteccion de parasitos en las
muestras provenientes de FS, se tomaron
volumenes de 20L en botellas de polipropile-
no estériles desinfectadas (7). En el caso de
las muestras provenientes del SMS, estas
fueron colectadas, mediante una bomba de
succion por la cual se pasaron 1000 L de
agua a través de un filtro tipo cartucho de
polipropileno de 1 m de porosidad nominal
(CUNO- CT 06450 Meriden, USA) mante-
niendo una velocidad de flujo entre 12y 14
L/min. Una vez que se filtr6 el volumen de
aguarequerida, se extrajo el filtroy se colocé
en una bolsa con cierre hermeético.

Para la determinacion de los indicado-
res bacterianos, se emplearon botellas de vi-
drio de 500 mL de capacidad, previamente
esterilizadas que contenian tiosulfato de so-
dio a una concentracion de 18 mg/L cuando
la muestra que iba a ser procesada contenia
cloro (8).

Todas las muestras se colocaron en
una cava con hielo y se trasladaron al labo-
ratorio para su inmediato procesamiento.

Estudio parasitolégico

Las muestras de agua provenientes de
FS fueron procesadas empleando las técni-
cas de floculaciéon con carbonato de calcio
(7) y formol-éter (9).

En la técnica de floculacion con carbo-
nato de calcio a 10 L de muestra se le agrego
100 mL de solucién de Cloruro de Calcio 1M
y 10 mL de Carbonato de Sodio 1M, se ajusto
el pHa 10y se dejo en reposo durante 24 ho-
ras, luego de las cuales se procedio a elimi-
nar el sobrenadante por succion dejando un
sedimento de aproximadamente 200 mL. Al

sedimento recuperado se le agreg6 100 mL
de una solucion de acido sulfamico al 10%
agitando constantemente, la mezcla obteni-
da se centrifugé a 1.050 x g por 10 minutos,
se descarto el sobrenadante y el sedimento
fue tratado con 100 mL de Buffer fosfato sa-
lino (PBS) estéril 1X; esta mezcla se centrifu-
g6 nuevamente bajo las condiciones ante-
riormente mencionadas y el sobrenadante
se guardo a 4°C hasta su visualizacion (7).

El procedimiento para la determinacion
de parasitos por la técnica de formol éter se
llev6 a cabo dejando sedimentar 24h los 10 L
de muestra, luego de lo cual se eliminé el so-
brenadante por succién, recuperando apro-
ximadamente 200 mL de sedimento, el cual
fue lavado por centrifugaciéon a 1050 x g por
10 minutos. Al sedimento recuperado se le
agreg6 10 mL de solucion de formaldehido al
10% y se vortmeriz6 durante 3 minutos, lue-
go de los cuales se agreg6 10 mL de éter dieti-
licoy se centrifugé la mezclaa 1050 x g por 10
minutos, posteriormente se procedio6 a elimi-
nar las fases de solvente organico ubicados
por encima del sedimento y éste fue guardado
a —4°C hasta su visualizacion (9).

Para la deteccion de parasitos en las
muestras del SMS se hicieron cortes longitu-
dinales a las fibras del filtro de cartucho con
un bisturi, y se separaron completamente
todas las fibras del eje central del filtro. Se
transfirié este material a un envase de plas-
tico que contenia 4 L de solucion eluente (so-
lucion salina amortiguadora 0,025 M pH 7,4
con 1% de Tween 80 y 1% de Sodio Dodesil
Sulfato). El envase se agit6é fuertemente du-
rante 10 min. y se le anadi6 dos gotas de so-
luciéon antiespumante (Antifoam A, Sigma,
San Louis, MO.USA). Se descartaron las fi-
brasy se centrifug6 el eluente a 1.050 X g por
15 min., se recolecto6 el sobrenadantey se re-
suspendio6 el sedimento en 20 mL de solu-
cion de dicromato de potasio al 5%y se guar-
do a 4°C hasta su visualizacion (8).

La visualizacién y cuantificacion de los
parasitos protozoarios entéricos se realizo
de la siguiente manera: examen al fresco con
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solucion salina fisiolégica al 0,85% y colora-
cion temporal con lugol para la observacion
de Giardia sp; coloraciéon de Kinyoun (10)
para la observacion de Cryptosporidium sp,
e Inmunofluorescencia directa (Waterboinc,
INC) para la cuantificacion de las especies
de G. lamblia y C. parvum.

La técnica de Inmunofluorescencia di-
recta se llevo a cabo empleando los anticuer-
pos marcados con isotiocianato de fluores-
ceina: ABOOFL Giardi-a-GloTM (Waterboinc,
INC) para la determinacion de G. lamblia, y
A400FL Crypto-a-GloTM (Waterboinc, INC)
para la de C. parvum. Cinco mililitros de
cada muestra fueron pasados a través de fil-
tros de membrana de policarbonato de 13
mm de diametro, con un tamano de poro de
5 um para la enumeracion de los quistes de
G. lambliay de 1,2 um para los ooquistes de
C. parvum. Una vez filtradas las muestras se
agregé sobre el filtro 30 pl del anticuerpo
respectivoy se incub6 en oscuridad el filtro a
temperatura ambiente durante 30 min.,
posteriormente se lavé el exceso de fluoro-
cromo con buffer fosfato salino y se monto
en portaobjetos para la vualizacion al mi-
croscopio de inmunofluorescencia (Zeiss,
West Germany): a través de un filtro de luz
azul (480 nm de excitacion y 530 nm de emi-
sién), empleando una magnificaciéon de 400
X. Los parasitos estudiados se observaron
como estructuras con fluorescencia verde
manzana brillante. Los quistes de G. lamblia
de forma oval de 8 a 12 um de diametroy los
ooquistes de C. parvum como estructuras
redondeadas de 4 a 6 um.

La Concentracion de quistes de G. lam-
blia y ooquistes de C. parvum se report6 en
numero de quistes y ooquistes por 100 L de
muestra colectada, tomando en cuenta la
formula que se presenta a continuacion:

N=nxSxD/PxV

Donde:

N=  Numero de quistes u ooquistes en el
volumen de muestra analizada.

n=  Numero promedio de quistes u oo-
quistes por campo luego de contar
mas de 30 campos diferentes seleccio-
nados al azar.

S=  area de la superficie del filtro.
D= Factor de dilucion.

P= Area del campo.

V= Volumen de muestra filtrada.

Las muestras se procesaron junto con
controles negativos de buffer fosfato salino
estéril y controles positivos de muestras de
heces humanas y animales, con el fin de de-
terminar que no ocurrié contaminacion du-
rante el procesamiento, que las soluciones
se encontraban libres de contaminacion con
parasitos y que los anticuerpos estaban fun-
cionando correctamente.

Estudio de los indicadores bacterianos

El analisis de la presencia de los indica-
dores bacterianos se llevo a cabo siguiendo
los procedimientos: 9222 para Coliformes
totales y termotolerantes y 9215 para meso-
filos aerobios, utilizando filtros de membra-
na de ésteres de celulosa (GN-6 Metricel™,
Gelman Sciences) de 0,45 um de diametro
del poro (8).

Los filtros fueron transferidos a placas
estériles que contenian medio agar plate-
count para la deteccion y cuantificacion de
los organismos mesofilos aerobios y M-Endo
LES (DIFCO. MD, USA) para la de los colifor-
mes totales, luego fueron incubados a
37°C = 0,2°C durante 22 horas. La deteccion
de los coliformes termotolerantes se llevé a
cabo en medio mFC (BBL. MD, USA) incu-
bando a 45 = 0,2°C.

Resultados y Discusion

Se detecto mediante la técnica de inmu-
nofluorescencia 14 (26) 53,8% de positivi-
dad para la presencia de G. lamblia, con un
rango entre 2y 75 quistes/100L y una media
geométrica de 24 quistes/100L y 20 (26)
77% para presencia de C. parvum, en un
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rango entre 1 y 75 ooquistes/100L con una
media geométrica de 21 ooquistes/100 L
(Tabla 1).

En las muestras de FS, el porcentaje de
ocurrencia de los parasitos fue de 7 (16)
43,75% para la presencia de quistes de G.
lamblia, con un rango entre 18 y 75 quis-
tes/100L y un promedio de 45 quis-
tes/100L, mientras que los ooquistes de C.
parvumestuvieron presentes en 11 (16) 69%
de las muestras, en un rango entre 18y 75
ooquistes/100L y una media geométrica de
39 ooquistes/100 L. En las muestras del
SMS se detectaron quistes de G. lambliaen 7
(10) 70%, con un rango entre 2 y 5 quis-
tes/100 Ly un promedio de 3 quistes/100L.
En el caso de C. parvum, se detectaron oo-
quistes en el 9 (10) 90% de las muestras con
concentraciones que fluctuaron entre 1y 8
ooquistes/100L y una media geométrica de
4 ooquistes/100L (Tabla 1).

En base a los resultados obtenidos del
analisis parasitologico de las muestras de
agua provenientes de ambas fuentes, se

puede concluir que 20 (26) 77% de las mues-
tras incumple con los requerimientos previs-
tos en la normativa Venezolana para la cali-
dad del agua potable (11), ya que esta esti-
pula que el agua debe estar libre de parasi-
tos. Por lo tanto, desde el punto de vista pa-
rasitologico estas aguas no eran aptas para
el consumo humano.

Las concentraciones de quistes de G.
lamblia obtenidas en los dos tipos de fuentes
analizadas se encontré dentro del rango de
2-45/100 L, que es similar a la concentra-
cion que ha sido reportada durante brotes
epidémicos causados por este protozoario en
otros paises (12,13). La cantidad de ooquis-
tes de C. parvumdetectados en las muestras
de FS estuvo dentro del rango conocido
como nivel de accion o nivel de riesgo (14).

Los porcentajes de ocurrencia y las
concentraciones detectadas de quistes de G.
lambliay ooquistes de C. parvum en este es-
tudio resultan preocupantes, tomado en
consideracion el tiempo de supervivencia en
el agua de estos protozoarios, que es de 3

Tabla 1
Andlisis Microbiologico de las muestras de agua

Analisis bacteriologico

Analisis Parasitologico

Tipo de Muestra Het CT CTT G. lamblia  C. parvum

UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL  Quistes Ooquistes
/100L /100L

Subterranea

Muestras que 16 (16) 14 (16) 11 (16) 7 (16) 11(16)

presentaron

Rango 12 - 300 6 -270 1-118 18 -75 18 -75

Media geométrica* 139 73 25 45 39

SMS

Muestras que 10 (10) 10 (10) 6 (10) 7 (10) 9 (10)

presentaron

Rango 16 - 246 5-212 13- 88 2-5 1-8

Media geométrica * 69 57 32 3 4

*Valor calculado sin incluir las muestras negativas. Het, heterétrofos; CT, coliformes totales; CTT coliformes termoto-

lerantes.
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meses para Giardiay 1 afno en el caso de
Cryptosporidium (14) las bajas dosis infec-
ciosas de estos protozoarios y su resistencia
a los procesos de coloracion (15).

En un estudio previo realizado en 1998
el estado Zulia en el cual se determiné la
presencia de los protozoarios G. lambliay C.
parvum en muestras de agua potable colec-
tadas a la salida de la planta de tratamiento
Alonso de Ojeda, se reporto la presencia de
G. lamblia en el 27,7% de las muestras con
una media geométrica de 1,89 quistes/100L
y de C. parvum en el 90% de las muestras
con una media geométrica de 5,32 ooquis-
tes/100L (16). Si se comparan los anteriores
valores con los obtenidos en esta investiga-
cion, se observa que hubo un aumento de
2,52 veces en la ocurrencia y 1,74 veces en
la concentracion de los quistes de G. lam-
blia, mientras que en el caso de C. parvum
los porcentajes de ocurrencia y niveles de
concentracion han permanecido constantes
a través del tiempo.

En esta investigacion se determiné la
presencia simultanea de G. lambliay C. par-
vum en 14 del total de muestras estudia-
das, la ausencia de ambos parasitos en 6
muestras y la presencia de C. parvumy la
ausencia de G. lamblia también en 6 mues-
tras. El hecho de que los ooquistes de C.
parvum se detectaran en un mayor porcen-
taje de muestras indica que este protozoa-
rio es tan resistente como G. lamblia. Estos
resultados concuerdan con los reportados
en diversas investigaciones en las que se ha
propuesto el uso de C. parvum como orga-
nismo indicador para la realizacion de estu-
dios de estimacion de riesgos de infeccion
de las aguas (15).

Cuando se comparan los resultados
obtenidos por las dos técnicas empleadas
para la concentracion de parasitos en las
muestras de FS, se observa que se detecta-
ron quistes de G. lamblia y ooquistes de C.
parvum en el 68,7% de las muestras proce-
sadas por la técnica de carbonato de calcio,
mientras que estas, resultaron negativas

para ambos protozoarios al ser procesadas
por la técnica de formol éter. Estos resulta-
dos indican que a pesar de que en diversos
trabajos realizados en muestras de aguas re-
siduales se ha comprobado la efectividad de
la técnica de formol eter para la deteccion de
protozoarios, esta técnica no es apropiada
para la deteccion de la presencia de estos
protozoarios en agua potable. Tomando en
consideracion los anteriores resultados y el
hecho de que la técnica de carbonato de cal-
cio puede ser realizada con bajos costos en
reactivos y consumibles, se recomienda su
aplicacion como técnica de rutina para la de-
terminacion de la presencia de los protozoa-
rios Giardia sp y Cryptosporidium sp en
muestras de agua potable.

En cuanto a las técnicas empeladas
para la visualizacion de las estructuras pa-
rasitarias, es de hacer notar que mediante
inmunofluorescencia se observaron quistes
de G. lambliay ooquistes de C. parvum, tanto
en las muestras provenientes de FS como en
las del SMS, mientras que mediante el exa-
men al fresco, la coloraciéon temporal con lu-
gol y Kinyoun no fue posible observar estos
parasitos. Tomando en consideracion que se
analizaron muestras de agua potable, las di-
ferencias observadas en los resultados de vi-
sualizacion de los protozoarios pueden ex-
plicarse principalmente como consecuencia
del pequeno volumen de muestra (30 ul) que
se analiza a través de las técnicas anterior-
mente mencionadas, frente a 5 mL que se
usaron en la técnica de inmunofluorescen-
cia, ya que se ha calculado que a través de
las técnicas de tincion tradicionales es nece-
sario contar con concentraciones mayores
de 1X10'/100L quistes u ooquistes en la
muestra para poder detectar al menos uno
en 30 uL (17).

El analisis bacteriologico de los orga-
nismos indicadores de contaminacion indico
la presencia de organismos heterétrofos en
el 100% de las muestras estudiadas, con va-
lores en un rango entre 12-300 UFC/100 mL
con una media geométrica de 104 UFC/100
mL, los coliformes totales estuvieron presen-
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tes en el 92,3%, con valores entre 5-270
UFC/100 mL y una media geométrica de
93,2 UFC/100 mLy los coliformes termoto-
lerantes en el 62,38% del total de muestras
analizadas con un rango entre 1-188
UFC/100 mL y una media geométrica de
20,8 UFC/100 mL.

Los resultados obtenidos del analisis
de frecuencia de la presencia/ausencia de
CT- G. lambliay CT- C. parvum (Tabla 2), in-
dican que del total de muestras analizadas,
en 14 se detect6 la presencia de CT y parasi-
tos simultaneamente, y en dos muestras, en
las que los CT no estaban presentes si se de-
tectaron parasitos. Esto indica que no existe
una correlaciéon entre las concentraciones
de heterotrofos, coliformes totales o colifor-
mes fecales y la concentracion de G. lamblia
o C. parvum en las muestras estudiadas.

Al analizar la data obtenida en este
estudio se observa que el agua potable li-
bre de coliformes no esta necesariamente
libre de parasitos. A pesar del limitado nu-
mero de muestras procesadas en este es-
tudio, los resultados obtenidos coinciden
con los presentados en otras investigacio-
nes a nivel mundial en las cuales se ha
comprobado que el grupo de bacterias coli-
formes no es un buen indicador de la pre-
sencia o ausencia de parasitos de origen
fecal (12-14, 16-18).

La capacidad que tienen los protozoa-
rios Giardia y Cryptosporidium de infectar
una amplia diversidad de animales domés-
ticos, aumenta las posibilidades de conta-

minacion de las fuentes de agua superficia-
les y subterraneas con estos dos enteropa-
toégenos. El ganado vacuno, especialmente
los animales jovenes, son uno de los princi-
pales reservorios de ooquistes de Cryptos-
poridium (16). Esto es de importancia ya
que El Ministerio del Ambiente y de los Re-
cursos Naturales Renovables de Venezuela
desde hace ya varios anos ha reportado que
en las inmediaciones de los embalses, asi
como en la cercania de los pozos de extrac-
cion de agua subterranea que son utiliza-
dos como fuentes de abastecimiento existen
asentamientos humanos donde se llevan
acabo explotaciones pecuarias de ganado
bovino y porcino, asi como la cria de anima-
les de granja (16). La descarga directa de las
excretas de estos animales a estas fuentes,
representa una fuente de contaminacion
del agua con estos parasitos (6)

Teniendo en cuenta lo anterior, el con-
trol de la presencia de microorganismos pa-
tégenos del agua no solo dependera de la
efectividad de los procesos de tratamiento
y/o desinfeccion, sino también y principal-
mente de la proteccion de las fuentes de
abastecimiento de agua. Por lo tanto, para
lograr la eliminacion de los patégenos del
agua es necesario el establecimiento de un
sistema de multiples barreras, en el que se
incluya la proteccion de las fuentes de agua
potable tanto superficiales como subterra-
neas, la optimizacion de los procesos de tra-
tamiento, el adecuado mantenimiento de los
sistemas de distribucion y la aplicacion de

Tabla 2
Relacion entre la presencia/ausencia de coliformes totales y parasitos.

No. de muestras conteniendo

Tipo de muestra No. de muestras G. lamblia C. parvum
Positivas para CT 24 (26) 13 (24) 18 (24)
Negativas para CT 2 (26) 1(2) 2 (2)

CT, coliformes totales.
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un sistema de monitorio continuo de la pre-
sencia de estos protozoarios (15).

Conclusiones

Los resultan obtenidos en este estudio
indican que el agua potable consumida en la
ciudad de Maracaibo durante los meses de
estudio presentaban un alto nivel de conta-
minacion con quistes de G. lambliay ooquis-
tes de C. parvum.

Los indicadores bacteriologicos utiliza-
dos rutinariamente para evaluar la calidad
sanitaria del agua potable en Venezuela, no
son adecuados para predecir la calidad pa-
rasitologica de estas.
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