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Resumen

Estudios previos muestran que la floculaciém presentaaltos por centaj esde recuperacion
dequistes de Giardia sp. desdeaguasresiduales. El objetivo deesta investigacion fuedetectar y
cuantificar quistes de Giardin sp. en aguas residuales. Las muestras de aguas residuales
fueron floculadas, segUin la técnica de Ho y col. (1995). Et “pellet”f ue clarificado con sulfato de
cine, sacar osao formol etil-acetate/sacarosa. Los quistes recuperadosfueron identtficados y
cuantificados sobr e membr ana seguin Spauldingy col.(1983) . La detecciony cuantificacién de
Giardia sp. fue posble por la técnica de floculacion y clarificacion por formol-etil
acetato/sacarosa Y microscopia sobre membrana, en un porcentaje de recuperacion del
57.13% y unrangode 1.5 x 10% y 8,2 x 10* quistes/L. Las otrasdos técnicas de elarificacion
probadasfuer on menoseficientes con por centajesde recuper acion por debajo de 50%.
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Assaysfor detection and quantification of Giardia sp.
cystsin wastewater pondsin Maracaibo, Venezuela

Abstract

Previous studies show that the flocculation hashigh percentages of recovered Giardia sp.
cysts from wastewaier other techniques like filtration had been less efficient. The objective of
this research was to detect and to numerated Giardina Sp. cysts from wastewater. The
wastewater samples were flocculated, following the HO et d. ( 1995) technique. The pellet was
clarified using zinc sulfate, sucrose or formaldehide-etil acetate/sucrose. The recovered eysts
were identified and gquantified on membrane following the Spaulding et d . (1983) technique.
The Giardia sp. cysts detection and quantification was possible by formol-etil acetate /sucrose
and microscopic on membrane technique with an recovered of 57% and average 1. 5x 10y 8.2
x 10* cysts/L . Recovered others techniques not much efficient.
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Recuperacion de Giardia sp en aguas residuales

Introduccion

Giardia sp. ha sido relacionada con
brotes diarreicos de origen hidrico en varios
paises de América y Europa. Muchos brotes
se relacionan con la contaminacion de las
cuencas que abastecen de agua a las pobla-
ciones con descargas residuales (1-3). En
Ameérica Latina la incidencia del parasito es
muy alta, sin embargo, las autoridades sa-
nitarias no reportan giardiasis de origen hi-
drico (4). En Maracaibo (Venezuela) la giar-
diasis presenta una prevalencia del 18% al
22% en poblaciones urbanas (5.6). La dis-
persion de este parasito ocurre a través de
descargas residuales a las principales fuen-
tes de agua de consumo humano (7,8). La
importancia de conocer la distribucion y
concentracion de los quistes de Giardia sp.
en el medio acuatico, radica en aplicar medi-
das correctivas que protejan la salud de las
poblaciones que hacen uso de estos reservo-
rios (8). En la ciudad de Maracaibo, las prin-
cipales fuentes de agua estan contaminadas
con desechos residuales demostrado por la
determinacion de colifagos y virus entericos
propiciando la dispersion de enfermedades
diarreicas, como la giardiasis (9). Es apre-
miante determinar la prevalencia de Giardia
en aguas residuales, como factor de mayor
diseminacion de la giardiasis a nuestra po-
blacion. En Estados Unidos de Ameérica y en
Europa han sido propuestas varias técnicas
para la recuperacion de quistes en el am-
biente acuatico (10-13), basadas todas en la
concentracion, clarificacion y deteccion de
los quistes recuperados de las aguas (14). La
filtracion a traves de cartuchos de polipropi-
leno, junto a la flotacion percoll-sacarosa y
la cuantificacion sobre membrana de tria-
ceato de celulosa, tefiidas mediante inmu-
nofluorescencia ha sido la metodologia de
mayor aceptacion para la deteccion de Giar-
diasp. en el ambiente acuatico (7,14,15). No
obstante, esta metodologia ha sido de dificil
empleo en Venezuela y otros paises latino-
americanos por su alto costo. Recientemen-
te, Botero y col. (16) utilizaron la técnica de
floculacion con carbonato de calcio pro-

puesta por Vessey y col. (12). junto a la clari-
ficacion por flotacion con sacarosa seguida
de cuantificacion en hematocitometro, obte-
niendo altos porcentajes de eficiencia en la
recuperacion de quistes de aguas residua-
les. Sin embargo, la técnica no permite ob-
servar con buen detalle morfologico los quis-
tes, ademas que presenta interferencia con
otras particulas. Los objetivos de esta inves-
tigacion fueron 1) probar técnicas de clarifi-
cacion con sulfato de cine, sacarosa y etil-a-
cetato-flotacion con sacarosa para determi-
nar la de mayor eficiencia y 2) establecer
una metodologia que permita identificar
morfologicamente los quistes de Giardia, fa-
cilitando su cuantificacion y que a la vez sea
sencilla y economica para ejecutar analisis
de aguas residuales.

Material y Métodos

Las muestras de aguas residuales en
un volumen de un litro, fueron colectadas de
la laguna facultativa del Sistema Piloto de
Lagunas de Oxidacion de la Universidad del
Zulia, localizada a 10° 41712" latitud norte y
71° 38°05" longitud oeste, Maracaibo, Vene-
zuela. Las muestras fueron tomadas al azar
en un numero de 3, siguiendo este patron:
se tomo cada muestra por triplicado y de
cada una se tomaron 3 submuestras. Las
mismas fueron procesadas siguiendo el mé-
todo de concentracion por floculacion pro-
puesto por Ho y col. (13). Para ello, a cada
muestra de agua le fue agregado 10 ml de
CaCl, (1 M), 10 ml de NaHCO4 (1 M), ajus-
tandose el pH a 10:00 con NaOH y dejandose
en reposo por 24 h a temperatura ambiente.
El pellet obtenido fue dividido en tres porcio-
nes. Cada porcion fue sometida a un paso de
clarificacion. Las clarificaciones probadas
fueron: Flotacion con Sulfato de Cine segnn,
APHA (14); Flotacion con Sacarosa, segun
AWWA (15) y Sedimentacion con Formol-E-
til Acetato y Flotacion con Sacarosa, segiin
McNabb y col. (17) modificadas para mues-
tras ambientales, como sigue: el pellet flocu-
lado fue lavado tres veces con PBS - Tween
80 y luego resuspendido en una solucion de

Scientific Journal from the Experimental
Faculty of Sciences, Volume 6 N” 3, September-December 1998



S. Pertuz et al. /Ciencia Vol. 6, N* 3 (1998) 157-162

159

formol salino y etil acetato para ser recupe-
rado por flotacién con sacarosa. Los quistes
de Giardia sp. recuperados fueron identifi-
cados y luego cuantificados por membrana
siguiendo la técnica de Spaulding y col. (18),
modificada parcialmente al utilizar una ba-
teria de alcoholes decrecientes (10% al
90%]).

Al mismo tiempo, se prepararon corn-
troles positivos a partir de muestras de he-
ces de pacientes con giardiasis. Estas mues-
tras fueron procesadas segun la técnica de
Allen y Ridley (19) con 0,1 ml de este "Stock”
se cuantificaron en la camara de conteo ce-
lular. Estos fueron sembrados en un volu-
men adecuado para lograr la concentracion
de quistes/L.

Resultados y Discusion

Los quistes de Giardia se recuperaron
de los controles positivos floculados segiin
la técnica de Ho y col. (13). En aguas resi-
duales se detectaron quistes en un 77.7% de
las muestras. Resultados similares han sido
reportados por Ho y col. (13), corroborando
la eficiencia de la técnica en la recuperacion
de quistes de aguas residuales y controles.

Recuperacion de quistes Giardia de
controles positivos

La recuperacion de estas estructuras
fue alta al clarificar las muestras con formol
etil acetato combinado con sacarosa, lo-
grandose obtener un porcentaje promedio

del 57.13% en los controles positivos, con
un rango de 15,29% a 82% (Tabla 1). Los
contajes de Giardia oscilaron entre 1,5 x 10"
a 8.2 x 10" quistes/L (Tabla 1). Ho y col.
(13), muestran este rango de recuperacion
de quistes en controles.

Con la técnica de clarificacion utilizan-
do Sacarosa se recuperaron quistes de Giar-
dia en un rango de 2,3 a 4,7 % (Tabla 1) en
controles positivos. La clarificacion con sul-
fato de cinc fue menos eficiente que la clarifi-
cacion con Sacarosa (Tabla 1) . Ambas técni-
cas presentaron un rango de deteccion que
oscilade 1,1 x 10%a 4,7 x 10° quistes/L (Ta-
bla 1). Una baja recuperacion de quistes de
Giardia de controles positivos tratados por
clarificacion con sulfato de cinc ha sido re-
portada por Le Chevallier y col. (21). En este
caso, ocurren distorsiones en la estructura
del quiste impidiendo la identificacion de los
mismos (15, 21).

En contraste, en otros estudios la flota-
cion con sacarosa ha mostrado altos por-
centajes de recuperacion de quistes de Giar-
dia utilizando muestras de agua contamina-
da (16, 22). La pérdida de quistes observada
(Tabla 1) se debe a que no hay separacion
completa de los detritos ocasionado por una
mala homogenizacion de la muestra, lo que
no ofrece un buen contraste y dificulta la vi-
sualizacion de los mismos (21).

Otras investigaciones reportan que la
flotacion con cualquiera de estas sustancias
causa la pérdida de mas de la mitad de los

Tabla 1
Eficiencia de recuperacion de quistes de Giardia en controles positivos sembrados
5 . . - . ags _— £ . '
con 8,5 x 10” quistes /L por la técnica de floculacién, clarificacion y microfiltracion por membrana

Controles Etil % R® Sacarosa % R ZnS04 % R
Acetato/Sacarosa®
I 7.4 x10° 74,1 3,5x10% 4,70 1,1x 10° 1.1
Il 8,2 x 10* 82 4,7x10° 3.5 1,1x 10° 1.1
11 1,5 x 10* 1529 2,3x10° 2.3 2,5 x 10° 2.3
;CE')(;Tltajes expresados en quistes de Giardia/ L de muestra para cada técnica. ” % R: porcentajes de quistes recupera-
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Tabla 2
Cuantificacion de quistes de Giardia en aguas residuales

por la técnica de floculacion/ clarificacion /microfiltracion por membrana

ZnS0y4

Muestra  Etil Acetato formol/Sacarosa® Sacarosa
I 2,0x 10° 6.7 x 10° 1.2x 103
Il 3,0x 107 0,8x 10° 0,5 x 10°
I 1,0 x 10° 0 0

‘Contajes expresados en quistes de Giardia /L. de muestra para cada técnica.

Tabla 3
Analisis Estadistico de los ensayos con diferentes sustancias clarificantes

i) M MIN MAX
ESA 5,7 x 10%

sC 1.5x10° 1,1x10°

2.5x 10° 80x10%

SD VE CHI s!

1,5x 107 82x10* 36x10* 23x10° 1.8x10'° p=0.001

5.6x 107 92x10° p=0.001

S 35x10° 23x10° 47x10° 12x10° 28x10" 98x10° p=0.001

*T:Técnicas. EAS: Etil acetato-sacarosa. SC:Sulfatodecinc. S:sacarosa. M:media. MIN: Minimo. MAX: Maxi-

mo. SD: Desviacion Standard.  VE: Valor esperado.
quistes, lo cual disminuye atin mas la posi-
bilidad de deteccion (21, 22).

Segun el analisis estadistico (Tabla 3)
no existen diferencias significativas entre
las técnicas probadas, por lo que se pudiera
aplicar cualquiera de ellas solo que como se
observa en las Tablas 1 y 2, la técnica de cla-
rificacion con etil acetato y sacarosa fue la
que mostré mayor porcentaje de recupera-
cion de quistes. No obstante, aunque las
otras técnicas también presentaron resulta-
dos aceptables de recuperacion de quistes
es recomendable el uso de la combinacion
de sedimentacion con flotacion para lograr
una mayor separacion de los quistes de la
materia organica ayudando de esta manera
a una mejor y mas facil identificacion de los
quistes en el agua.

Recuperacion de quistes Giardia de
aguas residuales

La deteccion de los quistes de Giardia
en aguas residuales fue posible mediante el
uso de la técnica de concentracion por flocu-

CHI: prueba chi.

S': significancia.

lacion, clarificacion con etil acetato y saca-
rosa y la microfiltracion por membrana que
ofrecié un rango de deteccion de 1 x 10%°a3x
107 quistes/L (Tabla 2). Ho y col. (13) mues-
tran resultados similares para contajes ob-
tenidos de aguas residuales. La floculacion
combinada con la sacarosa y la microfiltra-
cion por membrana fue mas eficiente que las
otras dos tecnicas para la deteccion de quis-
tes de Giardia, pero no arrojé contajes uni-
formes, éstos estuvieron en un rango de 0 a
6,7x10° quistes/L (Tabla 2). Contrariamen-
te a lo hallado en este estudio, Botero y col.
(16) encontraron porcentajes de recupera-
cion mucho mas altos.

Clarificando por flotaciéon con Sulfato
de Cinc, se obtuvo un rango de deteccion de
quistesde0a 1,2x 10° por litro (Tabla 2), Le
Chevallier y col. (21), encontraron resulta-
dos similares. La fijacion y coloracion de
quistes en la membrana sirvio como lo expo-
ne Spauding y col. (18) para aumentar la vi-
sualizacion y facilitar los contajes.
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Aligual que en los controles positivos la
recuperacion de quistes de Giardia de aguas
negras fue mejor al emplear la combinacion
de clarificacion por flotacion con sedimenta-
cion para la reconcentracion de quistes,
aunque estadisticamente no hay diferencias
significativas (p = 0.001) se recomienda
usar la combinacion de sedimentacion con
etil acetato y flotacion con sacarosa o sulfato
de cinc para lograr que se despeguen los
quistes de los grumos de materia organica
que se forman en las piscinas de estabiliza-
cion y que evidentemente no permiten lograr
contajes mas cercanos a la realidad.

Conclusion

La técnica probada que engloba el paso
de floculacion junto a la clarificacion con
formol-etil acetato y sacarosa y microfiltra-
cion por membrana, se puede catalogar
como una técnica que ademas de permitir el
estudio de la calidad del agua tratada desde
el punto de vista de la deteccion de Giardia
sp., es economica y puede ser ejecutada de
una forma sencilla en un dia.
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