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Abstract

Giardia cyst concentration was studied at the different lagoons of a system located at the Center for
Water Research at La Universidad del Zulia. The calcium carbonate flocculation protocol was applied
together with an immunofluorescent analysis procedure for recovery and detection of cysts, respectively.
Samples were taken at the following sites: raw sewage (Site 1), facultative pond effluent (Site 2),
maturation pond effluent (Site 3) and polishing pond effluent (Site 4). The following mean values of cysts
and percentage of positive samples were obtained: Site 1: 561 (100%), Site 2: 72 (100%), Site 3: 16 (80%)
and Site 4: 5 (60%). The results obtained during this investigation indicate that even though Giardia cysts
were removed, there are still values four times higher than those reported in the United States for well
established waste stabilization pond systems whose effluents are used for irrigation.
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Evaluacion del uso de lagunas de estabilizacion
para la remocion de quistes de Giardia

Resumen

La concentracion de quistes de Giardia fue estudiada en un sistema de lagunas de estabilizacion del
Centro de Investigaciones del Agua de La Universidad del Zulia. El método de floculacién con carbonato de
calcio y el procedimiento de detecciéon con anticuerpos fluorescentes fueron aplicados en esta
investigacion para la recuperacion y cuantificacion de los quistes. Las muestras fueron captadas en los
siguientes sitios: agua cruda (Sitio 1), efluente de la laguna facultativa (Sitio 2), efluente de la laguna de
maduracién (Sitio 3) y efluente de la lJaguna de pulimento (Sitio 4). Los siguientes valores promedios de
quistes y porcentajes de muestras positivas fueron obtenidos: Sitio 1: 561 (100%), Sitio 2: 72 (100%), Sitio
3: 16 (80%) y Sitio 4: 5 (60%). Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que si bien hay
remocion de quistes de Giardia en el sistema, su concentracion en el efluente esta cuatro veces por encima
de lo permitido en la normativa de los Estados Unidos de América donde esta bien implementado el
tratamiento de aguas de desecho con lagunas de estabilizacion y su reutilizacion en la irrigacion
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Introduccioén nes de clima calido de paises en desarrollo debido
a los bajos costos implicados en su construccion,
operacion y mantenimiento [1, 2, 3|. Este trata-
miento, contribuye a disminuir las descargas
contaminantes a los cuerpos de agua que luego

El tratamiento de aguas de desecho domés-
tico a través de sistemas de lagunas de estabiliza-
cion es particularmente adecuado para las regio-
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puedan ser empleados para usos recreativos,
permitiendo que los efluentes de estos sistemas
de tratamiento sean reutilizados en la jrrigacion
[1, 3, 4-7]. Sin embargp, la reutilizacién incontro-
lada de aguas de desecho en la agricultura, pue-
de generar riesgos a la salud publica debido a la
presencia de microorganismos patogenos intesti-
nales que aparecen asociados con las excretas
humanas [3, 4, 6, 8, 9].

Giardia es el parasito protozoario entérico
mas frecuentemente encontrado en las heces de
los individuos de las comunidades urbanas y su-
burbanas de la ciudad de Maracaibo, con preva-
lencias que oscilan entre 15%y 43% [10, 11]. Asi-
mismo, estudios previos llevados a cabo en el sis-
tema de lagunas de estabilizacion de La Universi-
dad del Zulia han demostrado que el protozoario
Giardia es el parasito mas comunmente encon-
trado en las aguas crudas que entran al sistema
[12]. Este protozoario infecta el intestino delgado
del hombre y los animales domésticos producien-
do la enfermedad gastrointestinal denominada
giardiasis [13]. El riesgo principal de contraer la
giardiasis esta influenciado por los niveles de
quistes presentes en las aguas de desecho y la
inactivacion de estos a través de los sistemas de
tratamiento [1, 4, 9, 13, 15, 16]. Este ultimo as-
pecto es muy importante, ya que entre uno y diez
quistes ingeridos pueden iniciar la infeccién 13.
Ademas, el estadio de quiste le confiere al proto-
zoario Giardia mayor supervivencia en las aguas
de desecho y mayor capacidad de flotacion, lo
cual dificulta la remocion eficiente de este pato-
geno por los procesos de tratamiento que depen-
den de la sedimentacion [17].

La disminucion de la presencia de quistes
de protozoarios en el sistema de lagunas de esta-
bilizacion del Centro de Investigaciones del Agua

Entrada de
Agua cruda

laguna Facultativa

Sitios de muestreo en el
Sistema A

(CIA) de La Universidad del Zulia (LUZ), no habia
sido anteriormente estudiada. Este sistema de
lagunas fue disenado para llevar a cabo proyec-
tos de investigacion con miras a optimizar el pro-
ceso de depuracion de las aguas de desecho para
ser reutilizadas en la irrigacion [18].

Los objetivos principales de esta investiga-
cion fueron:

1. Estandarizar una técnica sencilla, eficiente
y sensible para el estudio de protozoarios
entéricos en aguas que van a ser reutiliza-
das,

2. Determinar la presencia y remocion de
quistes de Giardia en un sistema de lagu-
nas de estabilizacion.

Materiales y Métodos

Sitio de muestreo

El estudio se llevo a cabo en el sistema pilo-
to de lagunas de estabilizacion del Centro de In-
vestigaciones del Agua de La Universidad del Zu-
lia el cual esta ubicado al Norte de la ciudad Uni-
versitaria de LUZ. Este sistema consta de nueve
lagunas colocadas en serie y en paralelo con una
secuencia de tres facultativas y seis de madura-
cion distribuidas en tres sistemas denominados
A, By C[18]. El sistema A, en el cual se llevo a
cabo la investigacion consta de tres lagunas: fa-
cultativa (primaria), maduracion (secundaria) y
pulimento (terciaria). Los tiempos de retencion
de diserio fueron de 10 dias para la laguna facul-
tativa, 5 dias para la de maduracién y 5 dias para
la de pulimento. Una representacion esquemati-
ca del sistema de lagunas y los sitios de muestreo
se describen en la Figura 1.

laguna de Maduracion  laguna de Pulimento

Figura 1. Representacion esquematica de las lagunas de estabilizacion del Sistema A.
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Pruebas de eficiencia

Enla etapa inicial del estudio se procesaron
muestras de agua captadas a la entrada del siste-
ma las cuales fueron esterilizadas y sembradas
con una concentracion de 8x10* quistes de Giar-
dia para determinar la eficiencia de recuperacién
del método de floculacion a ser empleado en este
estudio.

Procesamiento de las muestras

Se captaron muestras de agua de cuatro li-
tros en recipientes de vidrio desinfectados. Estas
muestras, al igual que los controles sembrados
para determinar la eficiencia de recuperacion,
fueron procesados siguiendo el método de flocu-
lacion con carbonato de calcio descrito por Vesey
et al[19]. El paso final de concentracion se realizo
mediante tres centrifugaciones a 1500 X g por 10
minutos y el sedimento resultante se preservé en
solucién de formaldehido al 10%, a 4°C. Alicuo-
tas de 5mlL de este sedimento se sometieron a flo-
tacion en solucion de sacarosa (G.E. 1,15), recu-
perando el sobrenadante, el cual se lavo median-
te centrifugacién (1500 X g 10 minutos) para eli-
minar el exceso de sacarosa.

Visualizacién y enumeracion de los
quistes de Giardia

La visualizacion y enumeracion de los quis-
tes de Giardia se llevé a cabo mediante el ensayo
de inmunofluorescencia indirecta [20] emplean-
do un adaptador UV con fibra 6ptica para micros-
copia de epifluorescencia (QBC Paralens, Becton
Dickinson), siguiendo los procedimientos y crite-
rios de identificacién descritos por Rose et al. [20].
Se utilizé6 un anticuerpo monoclonal primario an-

ti-Giardia (HYDROFLUOR™-Combo, ENSYS, Inc)
y un anticuerpo policlonal secundario IgA, IgG,
IgM marcado con isotiocianato de fluoresceina
(Kirkegard & Perry Laboratories, Inc). Para la tin-
cién, las muestras concentradas y flotadas en vo-
lumenes entre 2,5 mL y 5 mL se filtraron a través
de membranas de nitrato de celulosa (Nucleopore
Corporation, Pleasenton, CA) de 13 mm de dia-
metro y 5 pm del tamano del poro contenidas en
portafiltros de policarbonato (Nucleopore Corpo-
ration, Pleasenton, CA). La superficie de cada
membrana fue observada a una magnificacién de
600 X ubicando aquellas estructuras de forma
oval de color verde manzana brillante, caracteris-
ticas de los quistes de Giardia, luego de la obser-
vacion de controles positivos. Estos altimos fue-
ron procesados junto con controles negativos du-
rante los ensayos de deteccién para determinar
en cada caso el buen funcionamiento de los anti-
cuerpos y la esterilidad de los materiales y solu-
ciones utilizadas.

Resultados

La Tabla 1 muestra los resultados obteni-
dos en los experimentos de eficiencia de recupe-
racion de quistes de Giardia en muestras sem-
bradas.

La Tabla 2 muestra los porcentajes de
muestras positivas, la concentracion de quistes
de Giardia detectados en los diferentes sitios de
muestreo y sus porcentajes de reduccion. En las
aguas crudas y en la laguna facultativa todas las
muestras procesadas fueron positivas (100%).
En los efluentes de las lagunas de maduracion y
de pulimento los porcentajes de positividad fue-
ron de 80% y 60% respectivamente.

Tabla 1
Experimentos de recuperacion de quistes de Giardia en muestras sembradas

Experimento N? de quistes recuperados Flotacion Porcentaje de recuperacion
1 7.5x10* No 87
2 5.3x10* No 63
3 6.0x10" No 70
4 4.1x10* Si 49
5 4.3x10* Si 50

*Concentracion de quistes sembrados 8x10%,
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Tabla 2
Concentracion de quistes de Giardia y su reduccion en los diferentes sitios de muestreo

Numero Sitios de Muestreo
Ao Itang Agua cruda Efluente: laguna Efluente: laguna Efluente: laguna
facultativa de maduracion de pulimento

1 + + + +

2 + + + +

3 + + + +

4 + + + +

5 + + + ND

6 + + ND ND

7 + NR NR NR

8 + NR NR NR
% de deteccion 100% 100% 80% 60%
Promedio de (97 a 1060) (60 a 180) (<1 a 57) (<1 a 1b)
concentracion de quistes 561 72 16 5
% de reduccién NA 87% 96% 99.8%

ND: no detectable. NA: no aplicable. NR: no realizado.

Como puede observarse en la Tabla 2, la
concentracion de quistes de Giardiay los porcen-
tajes de muestras positivas en cada sitio dismi-
nuyeron a través de las unidades del sistema de
tratamiento conformado por las tres lagunas (fa-
cultativa, maduracion y pulimento). Esta ten-
dencia se mantuvo durante todos los muestreos.
Los porcentajes de muestras positivas siempre
fueron mas altos, como se esperaba, en los sitios
de muestreo al inicio del sistema, es decir en las
aguas crudas que entran a las lagunas y en la la-
guna facultativa. En las aguas crudas la concen-
tracion de quistes detectados oscil6 entre 1060 y
97 con un promedio de 561, mientras que en el
efluente de la laguna facultativa la concentracion
de quistes detectados estuvo entre 180 y 60 con
un promedio de 72. En el efluente de la laguna de
maduracion y en el de la laguna de pulimento, la
concentracion de quistes osciloentre 57y <1y 15
y <1, con valores promedios de 16y 5, respectiva-
mente.

Discusiéon de Resultados

Los resultados de las pruebas de eficiencia
en las cuales no se utilizo el procedimiento de flo-

tacién (Tabla 1) son similares a los reportados por
Vesey et al. [19] y Shepherd y Wyn-Jones [21],
quienes a partir de diferentes muestras de agua
sembradas y procesadas utilizando el método de
floculacion con carbonato de calcio obtuvieron
porcentajes promedios de recuperacion que osci-
laron entre 72% y 73.6% para quistes de Giardia
[19] y entre 69% y 79% para ooquistes de Cryp-
tosporidium [21]. Esto demuestra que con el mé-
todo de floculacion se pueden recuperar eficien-
temente, tanto quistes de Giardia como ooquistes
de Cryptosporidium en muestras ambientales.
Esto es importante ya que se ha normalizado una
técnica que es eficiente, sencilla (ya que emplea
equipo basico) y relativamente econémica para la
recuperacion de quistes de protozoarios en
aguas, lo cual la hace aplicable para un progra-
ma de muestreo a gran escala de protozoarios en-
téricos en aguas.

De acuerdo con los datos obtenidos en esta
investigacion, el paso de flotacion puede ser res-
ponsable de la pérdida de quistes. Cuando la
muestra no fue flotada, el porcentaje de recupe-
racion estuvo entre 63% y 87% y se redujo en un
49%-50% cuando se empleo este paso (Tabla 1).
Sin embargo, la flotacion es necesaria para elimi-
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nar las interferencias que afectan la visualiza-
cion, ocasionadas por los materiales organicos
presentes en las muestras ambientales [20, 22,
23]. Es necesario trabajar mas en este sentido,
con el fin de mejorar la técnica y evitar la pérdida
de quistes que se presenta durante este paso.

La técnica de inmunofluorescencia emplea-
da en este trabajo para la cuantificacion de los
quistes de Giardia permiti6 detectar concentra-
ciones que son imposibles de observar cuando se
emplean otras técnicas. Esto es debido, como se
ha podido demostrar [20], a que los anticuerpos
fluorescentes dirigidos contra los antigenos de
superficie especificos de cada protozoario, permi-
ten diferenciarlos de otros microorganismos pre-
sentes en las muestras ambientales haciendo
mas sensible el procedimiento de deteccion.

La presencia constante de quistes de Giar-
dia en las aguas negras que entran al sistema de
lagunas ha sido anteriormente reportado por
otros estudios [12]. Estos resultados permiten
corroborar lo reportado por otros investigadores
quienes senalan que los procesos de tratamiento
primario remueven una pequena proporcion de
quistes de protozoarios, debido principalmente a
la baja velocidad de sedimentacion de estas es-
tructuras parasitarias (< 0,1 m h™!) que esta muy
relacionada con su tamafio pequefo y su baja
densidad [17].

En relacién con la disminucién de los quis-
tes de Giardia se obtuve un porcentaje promedio
de reduccion de 99,8%. De acuerdo con estos re-
sultados, el tiempo de retencion total de 20 dias
en el sistema de lagunas (tiempo de retencion de
diseno), no es suficiente para la remocién de to-
dos los microorganismos patégenos que estan
presentes en el agua cruda. Sin embargo, estos
datos deberan ser evaluados en un futuro toman-
do en cuenta el tiempo de retencion real del siste-
ma, ya que para el momento del muestreo no se
habian realizado los estudios que permitieran co-
nocerlos. Es claro que hay reduccion del namero
de quistes y la presencia de estos en los efluentes
finales merece especial atencién, sobre todo
cuando se trata de aguas que van a ser reutiliza-
das en la irrigacién.

En el estado de Arizona en Estados Unidos
y en otros Estados de ese pais se ha establecido
como normativa la presencia de <1 quiste de

Giardia por 40 litros de muestra para las aguas
de desecho tratadas que van a ser utilizadas en la
irrigacion no restringida [14, 15]. Esto es debido
a que se ha podido demostrar que los parametros
bacteriolégicos empleados para evaluar la cali-
dad de estas aguas, no son buenos indicadores
de la remocion de parasitos, ademas de que los
efluentes de los sistemas de tratamiento de
aguas de desecho con lagunas de estabilizacion,
han resultado ser poco eficientes en la remocién
de todos los microorganismos patoégenos [8, 14,
15, 17]. Si se toma en cuenta la presencia de un
promedio de 5,0 quistes de Giardia por 4 L de
muestra procesados, que se obtuvo en esta inves-
tigacion, se observa que este valor esta ubicado
cuatro veces por encima del valor permitido por
ellos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
no contempla en las guias de calidad microbiol6-
gica para la reutilizacion de aguas de desecho en
la irrigacién no restringida, el estudio de proto-
zoarios intestinales, pero si establece la presen-
cia de <1 huevo de nematodo intestinal por 100
mililitros de muestra [4]. La supervivencia de
quistes de protozoarios en el ambiente, en com-
paracion con la de los huevos de helmintos, es re-
lativamente mas corta y ambos presentan dosis
infecciosas mas bajas que las de las bacterias co-
liformes y son mas resistentes que éstas a los
procesos de tratamiento de aguas. Esto tltimo
senala el potencial que pueden tener los parasi-
tos para transmitir enfermedades a través de las
aguas de desecho reutilizadas en la irrigacion (4.
5, 21],

Estudios realizados en otros sistemas de
tratamiento diferentes a los sistemas de lagunas
han demostrado que los huevos de nematodos
intestinales no son indicadores confiables de la
remocién de quistes de protozoarios de las aguas
de desecho [24], lo cual estaria indicando la nece-
sidad de realizar estudios sobre detecciéon de
quistes de Giardia. La OMS también recomienda
que cada pais adapte su propia normativa de
acuerdo con los factores ambientales, sociocul-
turales y epidemiolégicos de sus comunidades
[4]. Por esto este trabajo sobre evaluacion de la
presencia y concentracion de quistes de Giardia
en un sistema de lagunas de estabilizacién es im-
portante, ya que permitié6 obtener informacién
sobre la eficiencia de remocion de este patogeno
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intestinal en los sistemas de tratamiento de
aguas de desecho locales, y que, como se mencio-
noé anteriormente, este protozoario es muy fre-
cuente en nuestras comunidades. Es también
importante mencionar que el Centro Panameri-
cano de Ingenieria Sanitaria y Ciencias del Am-
biente (CEPIS) en Lima, Peri ha llevado a cabo
estudios sobre los riesgos de reutilizacion de
aguas de desecho en la agricultura y recomienda
profundizar las investigaciones sobre la presen-
cia de quistes de Giardia y Entamoeba en las
aguas de desecho reutilizadas, sobre todo en pai-
ses donde las protozoosis intestinales son endé-
micas [25].

La informacién obtenida en esta investiga-
cioén puede ser usada para decidir si es necesario
implementar tratamientos alternativos o mas ex-
tensos para obtener efluentes de mejor calidad
para la irrigacion y la descarga a los cuerpos de
agua naturales, y aporta datos valiosos para es-
tablecer guias y normas para la reutilizacion de
aguas negras. Adicionalmente, seria muy util
evaluar la viabilidad y virulencia de los quistes de
Giardia presentes en el efluente, cuya significan-
cia es critica para determinar su patogenicidad y
el nivel apropiado de tratamiento.

Conclusiones

Los resultados de esta investigacion permi-
tieron demostrar la utilidad de las técnicas em-
pleadas para la cuantificacion del protozoario
Giardia en las aguas de desecho.

Las concentraciones de quistes de Giardia
presentes en el efluente del sistema A de lagunas
de estabilizacion, son cuatro veces mayores que
las reportadas en paises donde se aplican nor-
mas de calidad parasitologica del agua que va ser
reutilizada.

El sistema de lagunas de estabilizacion per-
mitié remover quistes de Giardia en un 99,8%.
Sin embargo, los quistes de Giardia pudieron ser
detectados en los efluentes de este sistema. Esto
puede representar problemas de salud publica
tomando en cuenta las bajas dosis infecciosas
que son requeridas para producir enfermedades
gastrointestinales.

Debido a la importancia que representa en
la actualidad la reutilizacion de aguas de dese-
cho, es necesario implementar tratamientos adi-

cionales que aseguren la remocién eficiente de
todos los microorganismos patégenos.
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