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Se simularon en el laboratorio condicionmes de
una planta de tratamiento de aguas residuales do-
mésticas mediante un reactor, Se ajustaron las con-~
diciones operacionales segiin las Normas del INOS.
El caudal se £ij6 a 0.02 L/min. mediante una bomba
peristdltica. El tiempo de residencia para el ae-
reador fue de 8 horas y para el clorador de 30 mi-
nutos. La estabilizacidn de la planta piloto se
realizd durante un periodo de dos meses  tomando
muestras de agua no tratada y tratada cada das
dias, Se demostrd su Optimo funcionamiento por la
remocidn de los siguientes pardmetros fisico-quimi-
cos y bioldgicos: DQO, DBO, SS, pH, Cloro residual,
NMP, Titulo total de bacterias. Para la concentra-
¢ibn de virus se utilizd el método de adsorcién vy
elucifn a través de los filtros Zetaplus y Zetapor,
Se filtraron diferentes volumenes (500 ml., 1 L.,
2L., 3L., 5L., 10L.) de agua no tratada y agua
tratada, siguiendo la metodologia descrita por Ger-
ba y col. 1978 para Zetaplus y por Traub y col.
1986 para Zetapor. Las muestras fueron inoculadas
en la linea celular MA-104 y la identificacién del
tipo de virus se hizo mediante la técnica de esta-
bilizacidn al calor por cationes divalentes. La
planta piloto de tratamiento de agua presentd una
alta remocidn de los par@metros fisico-quimicos y
bioldgicos (90 al 99%). La eficiencia del método
para concentrar virus a través de los filtros Zeta-
plus y Zetapor fue de 62.50%. Las 24 muestras ana-
lizadas dieron efecto citopdtico en la linea celu-
lar MA-104, lo que nos indica un 100% de positivi-
dad para la presencia de virus tanto para agua no
tratada como para agua tratada. Com la prueba de
estabilizacidn al calor por cationes divalentes se
confirmé la existencia de enterovirus en todas las
muestras.

ABSTRACT

Using a bench sacle reactor were simulated
conditions from a domestic was tewater treatment

plant. The operational conditions were in agree-
ment with INOS' regulations. The flow was fitted
to 0.02 L/min. with a periltaltic pump. The resi-

dence time in the aerator was 8 hours and 30 wminu-
tes for the chlorinator. The system's steady state

METODOLOGIA PARA LA DETECCION DE VIRUS EN UNA
PLANTA PILOTO DE AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

was obtained after two months. Samples were taken
every two days from the raw and treated wastewa-
ters. The optimal performance was demostrated by
removal of the following biological and physico-
chemical parameters: BODs, COD, SS, ©pH, residual
chlorine, MPN, and bacterial count, To determine
the presence of viruses in the effluent,the adsorp-
tion and elution method using Zetapor and Zetaplus
filters were used. Different volumenes of treated
and raw wastewaters were filrered (500 ml., 1 L.,
2 L., 3L., 5L., 10 L.) following the reported
methodology by Gerba et.al,, 1978 for Zetaplus and
by Traub, et.al., 1986 for Zetapor. The samples
were inoculated on celular line MA-104 and the
identification of viruses type was made through the
hot estabilization test by divalents catioms. The
pilot treatment plant presented a high remotion of
biological and physico-chemical parameters(90-99%).
The method eficience for concentrating viruses
through for Zetapor and Zetaplus filters was 62.5%,
The 24 analyzes samples presented citopatic effect
in the celular line MA-104. All 24 samples tested
positive for viruses in the treated wastewater. The
hor estabilization test by divalents cations con-
firmed the enteroviruses existence in all samples.

INTRODUCCION

Se conoce como aguas residuales domésticas de
una poblacifn, aquellas que han sido impurificadas
por diversos usos. Desde el punto de vista de su o-
rigen, resultan de la combinacidn de los ligquidos o
desechos arrastrados por ellas, procedentes de ca-
sas, edificios, comercios, hospitales e institu-
ciones unidos a los provenientes de los estableci-
mientos industriales y las aguas subterrdneas su-
perficiales o de precipitacidn que puedan agregarse
(16).

Las aguas residuales dom@sticas han sido des-
de €poca remotas un grave problemas para la salud
piiblica, ya que contienen numerosos microorganismos
tales como: Bacterias, Virus, Protozoarios, Hongos,
Algas y otros. Debido a esto se hizo necesario bus-
car un sistema de tratamiento que permitiera la e-
liminacién de estos microorganismos y poderle brin-
dar a la poblacifn agua tratada sin problema de
contraer enfermedades transmitidas por esta via.

A medida que fue creciendo la poblacidm urba-
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na, con el proporcional aumento de aguas negras y
desechos orgénicos, resultd que los métodos de dis-—
posicidn que se empleaban no prevenian los malos o-
lores que se producian, por lo que se hizo impera-
tivo buscar otras alternativas para resolver estos
inconvenientes, A partir de ello se inicif el desa-
rrollo de los métodos de tratamiento, antes de la
disposicidn final de las aguas negras (17) (18).

La planta de tratamiento de aguas residuales
domésticas, se disefa para retirar sdlidos organi-
cos e inorganicos y para destruir los microorganis-
mos patdgenos presentes previo a su disposicifn.Los
diversos procesos que se usan para el tratamiento
de las aguas residuales domésticas siguen estrecha~
mente los lineamientos de los de autopurificacidn
de una corriente contaminada. Los dispesitives para
el tratamiento solamente localizan y limitan estos
procesos a un &drea adecuada, restringida y contro-
lada donde se proporcioman las condiciones favora-
bles para la aceleracifn de las reacciones fisicas
y bioquimieas (17) (18).

METOROLOGIA

Se simularon condiciones de una planta de tra-
tamiento de aguas residuales dom@sticas a nivel de
laboratorio, mediante un reactor. La planta pilotao
estuvo compuesta de las siguientes unidades de tra-
tamientos: Unidad de alimentacidn, Unidad de siste-
ma de lodos activados y Unidad de cloracidn. El
caudal se fij6 a 0.020 L/min. mediante una bomba
peristdltica. El tiempo de residencia para el ae-
reador fue de 8 horas y para el clorador de 30 mi-
nutos.

Con el fin de estabilizar la planta piloto de
tratamiento se alimentd diariamente, con aguas re-
siduales domésticas tomadas en la estacidn de bom-
beo del INDS, situado en la Plaza del Buen Maestro.
Se procedi cada dos dfas a tomar muestras de agua
no tratada y tratada, para analizarles los siguien-
tes pardmetros: demanda quimica de oxigeno, demanda
bicquimica de oxigeno, s&lidos suspendidos, pH vy
cloro residual. Una vez que se logr6 un alto por-
centaje de remocidn de los pardmetros (entre el 90
y 100%), se considerd estabilizada y se di§ inicio
a los muestreos.

Para la determinacifn del tftulo del poliovi~
rus vacunal se realizd la prueba de microtitulacidn
segiin metodologia empleada en el Manual de tBecnicas
para el diagndstico Viroldgico (20), y se procedis
a calcular el titulo del poliovirus vacunal por el
método de Reed y Muench (8). Una vez conocido el
titulo del paliovirus vacunal, se tomé 4 ml. de &ste
y se adiciond a 10 L. de agua bidestilada estéril.
A estos 10 L. de agua se le realizaron los procesos
de concentracidn viral a través de los filtros Ze-
taplus y Zetapor. Fueron concentrados hasta un vo-
lumen final de 25 ml.

MUESTREOS DE VIAUS:

Los muestreos se realizaron en recipientes me-
tdlicos estériles. Se tomaron volumenes variados
500 m., 1 L., 2 L., 3 L., 5L., 10 L., de agua no
tratada y tratada.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA PARA ENTEROVIRUS:

Se procesaron 24 muestras en total, 12 de a~
gua no tratada de las cuales 6 se filtraron a tra-
vés del filtro Zetaplus y 6 a través del filtro Ze-
tapor y 12 muestras de agua tratada de las cuales
6 se filtraron a través del filtro Zetaplus y 6 a
través del filtro Zetapor. Para el procedimiento de
la muestra filtrada a través del Zetaplus se siguid
1a metodologia por Gerha y col. en 1978 y para el
procesamiento de la muestra filtrada a través del
Zetapor se siguid 1la metodologia empleada por
Traub y col, 1986. La 1inea celular utilizada para
inocular los concentrados fue la MA-104 (e&lulas de
rinén de Mono Rhesus). En este proceso para la ino-
culacifn se siguié la metodologia empleada en el
Manual de t&cnica para el diagnéstico Virolégico
(20). Para la identificacién de los entérovirus se
realizé = la prueba de estabilizacidn al ¢alor por
cationes divalentes, segiin procedimiento descrito
por Wallis y col. 1961 (31).

MUESTREOS PARA BACTERIAS:

Se tomaron 100 ml. de lds muestras de agua no
tratada y tratada respectivamente. Se recolectaron
eén una botella estéril.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA PARA EL ESTUDIO
DE LAS BACTERIAS:

La siembra de las muestras se realizé
procedimiento descrito en el Manual BBL 1973 para
la identificacién de los géneros bacterianos. Ade-
mis se le determing el NMP, titulo total de bacte-

rias, seglin metodologia en el Standard Mechods,
1985 (2).

segiln

MUESTREOS PARA LOS ANALISIS DE LOS PARAMETROS
FISICO-QUIMICOS:

Tanto para agua no tratada como para agua tra-
tada se tomd 1 L. de muestra respectivamente, Los
pardmetros fisicos que se analizaron Ffueron: pH,
Cloro residual, S6lidos Suspendidos y los parfme-
tros quimicos: Demanda quimica de oxigeno y Deman-
da bioquimica de oxigeno.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE LOS
PARAMETROS FISICO-QUIMICOS:

La metodologia empleada para la determinacién
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de los pardmetros fisico-quimicos fue la descrita
en el Standard Methods 1985 (2).

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La mayoria de los paises en vias de desarrollo
vierten diariamente sus aguas cloacales, sin reali-
zarles ninglin tratamiento previo, a los cuerpos de
agua mds cercanos afectando de esta manera no solo
el agua sino a los organismos vivos alli existen-—
tes, ya que como se sabe &sta al ponerse en contac-—
to con las heces, lleva numerosos microorganismos
patdgenos portadores de diversas enfermedades  hi-
dricas, y el hombre al hacer uso de esas aguas y
utilizar a los organismos alli existentes como fuen—
te de alimento, puede contaminarse. Por esta razén
se hace necesario la implementacidn de plantas de
tratamientos.

En Venezuela no se ha realizado ningiin estudio
que revele la calidad Viroldgica de las plantas de
tratamientos de aguas residuales domésticas, esto
se hace necesario en vista de que se han reportado
en otros paises la presencia de virus en agua que
han recibido tratamiento (6)(13)(l4).

Mucho mis grave alin es el hecho de desconocer
la calidad Viroldgica, de las fuentes de agua pota-
ble que consume la poblacidn, ya que se sabe que
dosis tan pequenas como la de una sola particula
viral activa que sobreviva en el tratamiento del a-
gua potable, es capaz de provocar infeccién en el
hombre (21).

Las aguas residuales generadas por las diver-
sas actividades que realiza el hombre: domésticas,
industriales o agropecuarias, tiene en comiin su a-
gresividad a su receptor natural. Para disminuir
esta agresividad deben tratarse antes de ser verti-
das en los sistemas receptores. Este tratamiento
involucra el conocimiento de:
1.~ Las caracteristicas fisico-quimicas y biolfgi-
cas del liquido residual.

2.- La capacidad de autodepuracifn del sistema re-
ceptor.

3.- Las leyes y reglamentos sobre vertidos de dese-
chos.

Con el fin de caracterizar las aguas residua-
les domésticas, en este trabajo se estudiaron las
bacterias presentes, en las muestras de agua no
tratada. Se aislaron siete géneros bacterianos: En-
terobacter, Salmonella, Proteus, Klebsiella, Shi-
guella, Citrobacter y Escherichia. Los géneros: En-

terobacter, Salmonella y Escherichia fueron aisla-
dos en todas ellas (100Z). Estos géneros hacte-—
rianos han sido reportados como organismos  resis—
tentes a las condiciones ambientales y como buenos
indicadores de contaminacidn fecal (5) (11) (13).

Los géneros Klebsiella, Proteus y Citrobacter, fue-
ron aislados en un 66.66% en las muestras de agua
no tratada. Estas bacterias son patdgenas para el
hombre y los animales y pueden encontrarse facil-
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mente en aguas contaminadas por heces (8). El gé-
nero Shiguella es dificil de aislar debido a que
es un microorganismo ldbil en los ambientes acui-
ticos naturales (9)(29). Las razones de &ste hecho
no se conocen hasta el momento. Su presencia se
considera como contaminacién fecal reciente. En el

507% de las muestras de agua no tratada se obtuvo
el aislamiento de esta bacteria.
En dos muestreos de agua no tratada (en los

cuales la concentracidn de cloro fue de 0.3 mg/L. y
un tiempo de contacto de media hora) se aislaron
los géneros bacterianos: Enterobacter, Klebsiella y
Escherichia (33.33%) y los géneros Salmonella, Shi-
guella, Proteus y Citrobacter fueron sensibles a
esta concentracidn. Cuando se incrementd la concen-
tracién de cloro 0.5 mg/L., no se aisld ningldn gé-
nero bacteriano. Esto es importante de resaltar que
a estudios previos han demostrado que el cloro in-
fluye en la supervivencia de estas bacterias(4) (10)
(12). Lo anterior confirma la exigencia de la Gace-
ta Oficial que indica "Cuando la naturaleza de la
descarga del efluente, requiere desinfeccidn, el
Ministerio exigird un minimo de cloro libre de 0.5
mg/L. después de media hora de contacto a flujo pi-
co", ya que a concentraciones de 0.3 mg/L. permite
la supervivencia de géneros bacterianos patfgenos.

Los resultados de la determinacidn del ndmero
mds probable de bacterias coliformes totales y fe-
cales, demostraron que los valores obtenidos en el
agua no tratada son los que comunmente se encuen-—
tran en aguas cloacales (16) (17). Segiin los resul-
tados obtenidos todos los coliformes totales son
fecales y esto era de esperarse porque las aguas
son de uso residual doméstica. A concentraciones de
cloro de 0.3 mg/L. se obtuvo un NMP de 1.300-1,600/
100 ml., este valor es alto de acuerdo a lo estipu-
lado en la Gaceta Oficial, ya que el ‘nimero mis
probable de organismos coliformes totales no debe-
ra exceder de 1.000 por cada 100 ml,
en el 907 de una serie de muestras consecutivas, vy
en ninglin caso superior a los 5.000 por cada 100ml.
En el caso del niimero mids probable de coliformes
fecales no deberd exceder de 200 por cada 100 ml.
en el 90%Z de una serie de muestras consecutivas ¥
en ninglin caso superior a 400 por cada 100 ml." A
concentraciones de 0.5 mg/L. y un tiempo de contac-
to de media hora, se obtuvo una remocidn del  100%
en todas las muestras de agua tratada. Una vez mas
se corrobora que se debe mantener la concentracifn
del cloro en 0.5 mg/L.

Cuando se determind el titulo total de bacte-
rias en agua no tratada; se encontraron valores en-
tre 4.25x105 y 5.99x105 lo que indica que hay una
alta concentracién de ellas, En agua tratada a con-
centraciones de cloro de 0.3 mg/L. se determiné un
titulo total de bacterias entre 1.250 y 1.700. En
este caso aunque el porcentaje de remocifn Ffue de
99.99%, este porcentaje de bacterias parece alto y
esto se debe a que en el agua no tratada presentaba
un titulo total de bacteria elevado. No se sabe
cual es el valor permitido que debe estar presente
en estas muestras de agua, ya que este pardmetro no
ha sido estipulado por la Gaceta Oficial. A  con-
centraciones de 0.5 mp/L. de cloro, el titulo total
de bacterias did entre 30 v 45, y la remocidn  fue
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del 100%Z, por lo que nuevamente se recomienda la

concentracidn de 0.5 mg/L.

El pH de las aguas residuales dom€sticas se
considera, debe estar entre 6 y 9, segin lo estipu-
lado en la Gaceta Oficial, para garantizar el fun-
cionamiento apropiado de la planta de tratamiento.
Por lo tanto, las industrias que vierten aguas re-
siduales a los sistemas cloacales deben ajustar su
pH a dicho rango. En el presente estudic los valo-
res de pH estuvieron entre 7 y 9 por lo que se cum-
plid con esta normativa,

En relacifn a la demanda bioquimica de oxige-
no, ésta hasta el momento, es la que tieme mayor
significado dentro de los andlisis aplicados a las
aguas residuales no tratadas y tratadas. Este pard-
metro es el mds utilizado para evaluar la eficien-
cia de los tratamientos que se aplican a los liqui-
dos residuales. Cualquier reduccifn de su contenido
presupone una eliminacifn parcial de la materia
orgdnica presente en las aguas negras y en conse-
cuencia una reduccidn de su poder polucional (50%).

La remocidn de este pardmetro en el presente tra-
bajo oscild entre un 86 y 90%. En todas las mues-
tras de acua tratada, los valores obtenidos estu-

vieron pu. debajo del limite permisible que es de
40 mg/L,

La medicifn de la demanda quimica de oxigeno
es de gran interés para poder conocer que cantidad
de sustancias orginicas oxidables por el dicromato
que presentan una demanda quimica de oxigeno,no son
biodegradables o son relativamente resistente a la
degradacidn bioldgica. La remocidn de la demanda
quimica de oxigeno estuvo alrededor del 90%. Los
resultados obtenidos de la demanda quimica de oxi-
geno en todas las muestras de agua tratada dieron
por debajo del limite permisible, que para este pa-
rimetro es menor de 160 mg/L.

En cuanto a los s6lidos suspendidos, su derer-
minacidn es importante, porque permite comocer el
comportamiento de los liquidos residuales la rela-
cifn con los diversos procesos utilizados en el
campo del tratamiento de las aguas. Estos pueden
ser generalmente removidos mediante la aplicacidn
de tratamiento fisicos sencillos. La remocidn para
Este pardmetro oscil entre 84 y 93%. Los resulta-
dos obtenidos en todas las muestras de agua tratada
dieron por debajo del limite permisible que para
este parametro es menor de 50 mg/L.

Todo lo anteriormente expuesto nos indica el
buen funciopamiento de la planta piloto de trata-
miento de aguas residuales dom@sticas que se montd.
En los muestreos para el proceso de concentracidn
de virus, las muestras de agua no tratada uriliza-
das, debido al conocimiento previo que se tenia de
la existencia de una alta copcentracidn de sdlides
y otros elementos que tapaban los filtros, se pasa-
ron a través de varios dobleces de gasa. Esta gasa
retuvo gran parte de los sdlidos presentes, pero no
todos. Por lo que a lo largo del proceso, fue nece-
sario incluir filtros con el objeto de impadir que
el filero final (Zetaplus o Zetapor), utilizado pa-
ra concentrar los virus, se tapara antes de que pa-

sara toda la muestra. Aunque los prefiltros mencio-
nados, cumplieron con su funcifn de retener el ma-
terial indeseable, estamos seguros de que tambi&n
retuvieron virus, ya que se ha demostrado que los
virus absorben a los sflidos y pueden quedarse por
lo tanto retenidos en los filtros (7), Debide que
la muestra de agua tratada present§ una remocifn de
sdlidos suspendidos entre 86 y 93%, es lBgico supo-
ner que en este trabajo hubo una gran retencién de
virus que al estar adheridos a los sBlidos, fueron
eliminados,

El mEtodo desarrollado para recuperar virus en
grandes volumenes de agua, se basa en la filtracibn
a través de membranas cargadas positivamente (Zeta-
plus y Zetapor). Aunque se considera en general que
los mEtodos, de que se disponen para concentrar vi-
rus son poco eficientes, los aqui utilizados si lo
fueron, ya gque se obtuve en la prueba realizada una
recuperacidn de virus del 62.50%.

Seglin los resultados obtenidos, las muestras
Filtradas a través de Zetaplus y Zetapor, presenta-
ron 1007 de efecto citopitico en la linea celular
MA-104, siendo estas c&lulas muy sensibles para el
aislamiento de los enterovirus, a partir de mues-

tras ambientales como fue descrito por Agbalika
1984 (1).
Las 26 muestras a las cuales se les realizé

le prueba de estabilizacidn al calor por cationes
divalentes, dieron todas efecto citopdtico en pre=-
sencia de Cloruro de Magnesio (MgCl), a la tempe-
ratura de 56°C por media hora lo que indica que los
virus que allf estaban presentes eran estables a
los iones divalentes. Se confirma con esta prueba
la existencia de enterovirus tanto en las muestras
de agua no tratada como en las de agua tratada.

Gran parte de las investigaciones que han re-
portado la presencia de virus en agua tratada, han
encontrado que esta agua es bacterioldgicamente Sp-
tima, confirmando que los virus sobrevivem a los
tratamientos actualmente usados. Para esto puede
deberse a que los virus son mis resistentes al clo-
ra (3), a la presencia de sdlidos (27), o a la aso-
ciacifn con el alumbre usado para la floculacidn
0 a la asociacifn con material orgdnico (24).

En los paises desarrolladoes como Estados Uni-
dos, el criterio bacterioldgico no es el Gnico pa-
rdmetro utilizado para definir la calidad de las
aguas, que se tiene en cuenta hoy en dia, ya que
diversos trabajos (1)(5)(14)(15)(21)(27) entre o-
tros, reportan que los virus son marcadamente re-
sistentes & las condiciones ambientales pudiendo
encontrarse en aguas cuyos pardmetros bacteriolfgi-
cos eran adecuados, Hace falta mayores estudios pa=-
ra determinar cual es la concentracifn de clore
capaz de ipactivar virus, sin perder de wvista su
efecto cancerigeno,

Todo lo anterior reyela la necesidad de llevar
a cabo una evaluacibn contfnua que permita determi-
nar la calidad Virolfgica tanto de las plantas de
tratamiento para agua potable, de aguas residuales
domésticas y de los ambientes acuditicos naturales
contaminados con excretas humanas, debido a que co=
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mo se ha mencionado previamente que en las descar-

gas
tes

predominan~-
transmitir

cloacales llevan virus patdgenos,
en individuos enfermos pudiendose

al hombre produciendo serios trastornos a su salud.

1

L)

2)

3)

CONCLUSIONES

Se determind efecto citopdtico compatible con
presencia de virus en todas las muestras de a-

gua no tratada y de agua tratada, que fueron
tomadas en la planta piloto de tratamiento de
aguas residuales domé@sticas, que para este es-
tudio se montd.

Los andlisis del parametro bacterioldgico de-

mostraron una remocidn cercana al 100%. Los va-
lores observados estuvieron por debajo de los

limites permisibles, establecidos segiin la Ga-
ceta Oficial para agua tratada.

Se observd que los géneros bacterianos aisla-
dos se ven afectados por la concentracidn de

cloro residual de 0.5 mg/L., no asi los entero-
virus,

Se obtuvo una remocidn (entre un 90 y 95%) de
los parametros fisico-quimicos, demanda bioqui-
mica de oxigeno y stlidos suspendidos. Los re-
sultados estuvieron per debajo de los limites
permisibles establecidos por la Gaceta Oficial
para agua tratada.

La metodologia empleada para la concentracidn
de enterovirus fue fdcil de emplear.

En agua residual cruda y algunas veces en e-
fluentes secundarios es suficiente procesar
muestras de agua de 500 ml. para la deteccidn

de wvirus.

La linea MA-104, es eficiente para la determi-
nacidén de enterovirus a partir de muestras am-
bientales.

Las membranas filtrantes Zetaplus y Zetapor son
adecuadas para la concentracidn de virus.
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