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Resumen y Abstract IX

Resumen

Identificacion y Prevalencia de Parasitos de Interés en Salud Publica, en Aguas de
Riego y Hortalizas de la Sabana Occidental de Cundinamarca

Debido al déficit hidrico producto de la sobrepoblacién humana a nivel mundial, ha
incrementado la preocupacion por la presencia de contaminantes microbiolégicos en aguas
residuales, las cuales son vertidas a cuerpos de aguas superficiales sin un tratamiento
adecuado, siendo usadas en la agricultura como acontece en el antiguo distrito de riego La
Ramada. Esta préactica puede significar un riesgo para la salud publica. La OMS ha
establecido el limite de < 1huevo/L para aguas de riego utilizadas en alimentos de consumo
directo. El objetivo de este estudio fue identificar y determinar la prevalencia de parasitos
de interés en salud publica, en aguas de riego y hortalizas de la Sabana Occidental de
Cundinamarca. La metodologia consistié en colectar muestras de agua para riego (n=96),
y de hortalizas (n=120) en el antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada. Para la
deteccién de parasitos (Giardia spp., Cryptosporidium spp. y Toxoplasma gondii) en aguas
se utilizé la centrifugacion directa (Método EPA 1693), seguido de extraccion de ADN
(FastDNA™ SPIN, Kit for SoilMP Bio) y qPCR. Para las hortalizas, se utiliz6 la técnica de
Matosinhos et al., 2016 (huevos de helminto), seguida de concentracion Formol-Eter e
Inmunofluorescencia (Kit ALOOFLK Aqua-Glo™ G/C Direct Comprehensiv, para deteccion
de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.). Por dltimo, se evalu6 la remocién de huevos de
Ascaris suum empleando el método de Bailenger Modificado, en dos sistemas piloto de
tratamiento de aguas residuales: un reactor discontinuo secuencial (SBR) y un filtro
anaerobio de flujo descendente (FAFD). Se detecté Giardia spp. por gPCR, en 10.41%
(10/96) de las muestras de aguas en cuatro de los seis puntos de muestreo. La prueba chi
cuadrado evidencié asociacion entre la presencia de Giardia spp. con variables
fisicoquimicas (EC, uS/cm) y microbiolégicas (Coliformes totales (NMP/100mL) y E. coli
(NMP/100mL)) p=<0.05. Para las hortalizas, se evidencié que el 33,3% (40/120), fueron
positivas con al menos un huevo de helminto, siendo Ascaris spp el género predominante
con un 27,5% (33/120) de prevalencia y un promedio del 0,433huevos/30g de muestra

analizada. El 23,33% (28/120) de las hortalizas, fueron positivas con algun (oo)quiste de



protozoario, siendo Entamoeba spp. el protozoario mas representativo, con un 15%
(18/120) de prevalencia en las muestras, y un promedio de 0.45 quistes/30 g. De los 3 sitios
muestreados para hortalizas, el sitio 1 registro la mayor prevalencia de helmintos (38,70%;
36/93) y protozoarios (22,58%; 21/93) en los alimentos. La evidente presencia de parasitos
intestinales en hortalizas y agua podria estar fuertemente asociada a los vertimientos de
origen domeéstico a los canales de riego del antiguo distrito; ademas de la ganaderia,
porcicultura y avicultura presente en la zona. En razon al tratamiento de aguas residuales
sintéticas, los ensayos piloto demostraron porcentajes de remocién de huevos de A. suum
entre el 99.94% (FAFD) y el 100% (SBR), demostrandose asi, el alto potencial de los
biorreactores para el tratamiento de aguas con presencia de huevos de helmintos. Los
datos obtenidos en aguas y vegetales pueden significar la diseminacion de enfermedades
parasitarias, si ho se fomentan medidas preventivas y el tratamiento del recurso hidrico,
que permitan reducir el riesgo de contaminaciéon de estos alimentos con parasitos

intestinales.

Palabras clave: Protozoos y helmintos Intestinales, Aguas residuales, Hortalizas, Riego

agricola, Colombia.
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Abstract

Identification and Prevalence of Parasites of Interest in Public Health, in Irrigation

Waters and Vegetables of the Cundinamarca Western Savannah

Due to the deficit in the water product of human overpopulation worldwide, concern has
increased about the presence of microbiological contaminants in wastewater, which is
discharged into the surface water, without adequate treatment, being used in agriculture,
such as occurs in the old La Ramada irrigation district. This practice can pose a risk to public
health. The OMS has established the limit of < 1 egg/L for irrigation water used in food for
direct consumption. The objective of this study was to identify and determine the prevalence
of parasites of interest in public health, in irrigation water and vegetables in the Western
Savannah of Cundinamarca. The methodology consisted of collecting water samples for
irrigation (n=96), and vegetables (n=120) in the old La Ramada irrigation and drainage
district. For the detection of parasites (Giardia spp., Cryptosporidium spp., and Toxoplasma
gondii) in water, direct centrifugation (EPA Method 1693) was achieved, followed by DNA
extraction (FastDNA™ SPIN, Kit for SoilMP Bio) and qPCR. For vegetables, the technique
of Matosinhos et al., 2016 (helminth eggs) was performed, followed by Formol-Ether
concentration and Immunofluorescence (A100FLK Aqua-Glo™ G/C Direct Comprehensive
Kit, for detection of Giardia spp. and Cryptosporidium spp.). Finally, the removal of Ascaris
suum eggs was evaluated using the Modified Bailenger method, in two pilot wastewater
treatment systems: a sequential batch reactor (SBR) and a downflow anaerobic filter
(FAFD). Giardia spp. by gPCR, in 10.41% (10/96) of the water samples in four of the six
sample points. The chi-square test shows an association between the presence of Giardia
spp. with physicochemical (EC, uS/cm) and microbiological variables (total coliforms
(NMP/100mL) and E. coli (NMP/100mL)) p=<0.05. For vegetables, it was shown that 33.3%
(40/120) were positive with at least one helminth egg, Ascaris spp being the predominant
genus with 27.5% (33/120) prevalence and an average of 0.433 eggs/30g of the analyzed
sample. 23.33% (28/120) of the vegetables were positive with some protozoan (oo)cyst,
Entamoeba spp. the most representative protozoan, with a 15% (18/120) prevalence in the
samples, and an average of 0.45 cysts/30 g. Of the 3 sites sampled for vegetables, site 1
had the highest prevalence of helminths (38.70%; 36/93) and protozoa (22.58%; 21/93) in



Xl

food. The evident presence of intestinal parasites in vegetables and water could be
associated with discharges of domestic origin to the irrigation canals of the old district; in
addition to livestock, pig farming, and poultry farming present in the area. Due to the
treatment of synthetic wastewater, the pilot tests demonstrated elimination percentages of
A. suum eggs between 99.94% (FAFD) and 100% (SBR), thus demonstrating the high
potential of bioreactors for the treatment of wastewater. waters with the presence of helminth
eggs. The data obtained in water and vegetables can mean the spread of parasitic diseases
if preventive measures and the treatment of water resources are not promoted, which allows

reducing the risk of contamination of these foods with intestinal parasites.

Keywords: Intestinal protozoa and helminths, Wastewater, Vegetables, Agricultural

irrigation, Colombia.
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1.Introduccidén

El agua es un recurso indispensable para el desarrollo y bienestar de las poblaciones
humanas. De acuerdo con la Asamblea General de las Naciones Unidas, para el afio 2010,
se logré reconocer el derecho humano al agua, y al saneamiento de la misma; estipulando
gue toda persona debe tener acceso a agua segura, continua, y asequible para su uso
(WHO, 2019). Dependiendo de la actividad para la que se destine, esta debe contar con
criterios de calidad que garanticen su utilidad; ya sea para consumo humano, uso
doméstico, agricultura, industria y fines recreativos (asi como para la generacion y el

transporte de energia) (Cirelli, 2012).

La salud humana depende estrictamente de dicha calidad. En 2017, la organizacion
mundial de la salud (OMS), logré estimar que alrededor de 842.000 personas, mueren cada
afio en el mundo por diarrea como consecuencia de la insalubridad del recurso hidrico
(WHO, 2019). El Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia, estipulé para ese mismo
afo, que la diarrea fue la enfermedad que ocasiond la mayor tasa de mortalidad en nifios
menores de 5 afnos, llegando a representar el 8% de las muertes de infantes en el mundo

a falta de buenas préacticas higiénico-sanitarias (EImi & Dioso, 2017; UNICEF, 2021).

La presién y contaminacion de las fuentes hidricas debido a multiples causas es progresiva;
dado el crecimiento demogréafico, la rapida urbanizacién, el cambio climatico y el
incremento en la demanda de agua dulce para consumo y producciéon de alimentos,
contribuyen en el déficit hidrico y en el aumento en la generacion de aguas residuales. La
agricultura juega un papel fundamental, al ser el sector que requiere una mayor demanda
(Cirelli, 2012). Por tal razén, los agricultores y productores, han buscado alternativas de
abastecimiento, considerando a las aguas residuales como un suministro en la produccion
de cultivos (Hettiarachchi & Ardakanian, 2017; Stevens et al., 2017).

Debido a su composicion variada, las aguas residuales procedentes de usos urbanos,
industriales, agropecuarios y domeésticos, pueden contar con microorganismos que
afectarian la calidad microbiolégica de las fuentes de aguas superficiales, sino no se
emplea un tratamiento adecuado antes de su vertimiento (Romero-Aguilar et al., 2009).

Segun las Naciones Unidas, se estima que en 20 millones de hectareas en todo el mundo,
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se realiza esta practica (FAO 2017). En Israel, el 67% de este recurso es empleado para
riego; mientras que en India, y Sudéfrica se aprovechan el 25% y 24%, respectivamente
(World Health Organization, 2007). En paises de América Latina como es el caso de
México, las aguas residuales son destinadas para el riego de aproximadamente 1,45
Millones de hectareas (Silva et al., 2008) .

En los dltimos 35 afios, la poblacion colombiana ha crecido en un 65%, generando un
incremento en la demanda del agua (Ministerio de vivienda, 2018). De acuerdo con el
Ministerio de vivienda, Colombia conté con un servicio de alcantarillado total nacional del
88.2% para el afio 2017; no obstante, la superintendencia de servicios publicos indicé en
el afio 2018, que solo un 42.85% de las aguas residuales urbanas generadas en el territorio
nacional, contaron con algun tratamiento antes de ser vertidas al medio ambiente

(Ministerio de vivienda, 2018; Departamento de Planeacion Nacional - DNP, 2020).

En muchos casos, las aguas residuales diluidas sin tratamiento previo en fuentes
superficiales son utilizadas para el riego de diferentes cultivos, como los de hortalizas,
muchas de las cuales, al ser de consumo directo, constituyen un posible vehiculo para la
transmisién de microorganismos patdégenos (Polo et al., 2016; Cubides, 2018; Montafiez et
al., 2020). Varias de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), se relacionan con
parasitos presentes en vertimientos de origen doméstico (Pérez-Cordon et al., 2008). Entre
los parasitos mas relevantes, se encuentran diferentes especies de protozoarios y
helmintos patégenos, frecuentes en humanos y animales (lannacone, 2002) los cuales son
responsables de diferentes patologias, como la ascariasis, cisticercosis, tricuriasis,
giardiasis, toxoplasmosis, criptosporidiosis, entre otras (Guadagnini et al., 2013; Mora et
al., 2010).

Uno de los factores mas influyente en la transmision de parasitos patdgenos, es la
contaminacion del ambiente con residuos fecales (Ortiz et al., 2020; Campos et al., 2018;
Martins et al., 2019; Pérez-Cordon et al., 2008), lo que no solo representaria un riesgo para
las poblaciones humanas, sino ademas para las poblaciones de los animales y del medio

ambiente. La triada “One Health” (la cual expone la interdependencia de la salud humana,
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animal y de los ecosistemas al estar relacionados con el agua), estipula que una promocion
de la salud y prevencién de enfermedades parasitarias, se lograria no solo partiendo de la
comprension de aspectos ambientales, epidemiologicos y etioldgicos de este grupo de
individuos; sino que implementando un conocimiento interdisciplinar y colaborativo, se
promoverian sinergias globales a favor del bienestar de las poblaciones humanas,
animales y del medio ambiente (Thompson & Polley, 2014; Robertson et al., 2014; Ryan et
al., 2016; OMS, 2022; Mora et al., 2009).

Algunos géneros de helmintos y protozoarios han sido utilizados como indicadores de
contaminaciéon fecal de los recursos hidricos (Campos et al., 2018). La mayoria de
helmintos patégenos, se caracterizan por desarrollar parte de su ciclo de vida en el
ambiente; sus huevos, son de gran importancia en salud publica dada su alta resistencia a
condiciones medioambientales adversas (Temperatura, pH, desecacion y humedad), y a
procesos de desinfeccion como la cloracién (Maya et al., 2012). Los protozoarios no son la
excepcion, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium spp. y Giardia spp., cuentan con
estructuras denominadas (oo)quistes, las cuales se encuentran en el ambiente (desde
dias a meses) que les confieren resistencia a factores externos, entre ellos la cloracién
(usada en el tratamiento) (Adam et al., 2016). Estas especies han sido asociadas a brotes
epidémicos alrededor del mundo, donde el agua y los alimentos son el principal vehiculo
(Leal et al., 2013).

En Colombia, la encuesta nacional de parasitismo intestinal en poblacién escolar realizada
en 2015 demostré que cerca del 81% de los infantes presentaba parasitos intestinales;
siendo Trichuris trichiura el helminto mas prevalente (18,4%), seguido de Ascaris
lumbricoides (11,3%) y Uncinarias (6,4%). Asimismo, reporté a Blastocystis spp. con un
60,3% de prevalencia, seguido por el complejo Entamoeba histolytica/dispar (48,0%) y
Giardia lamblia, (37,3%) (MINSALUD, 2015; Guillen et al., 2013).

Para reducir la contaminacion de alimentos y la transmision de parasitos por agua, la OMS
legisla a partir de sus directrices los valores maximos permisibles de huevos de helmintos
(=1 huevo de helminto/L) para un uso seguro del recurso en la agricultura, como en los
cultivos de consumo directo (frutas y hortalizas) (WHO & UNEP, 2006). Para lo anterior,
se recomienda el uso de tratamientos multi barrera, como los reactores discontinuos

secuenciales (SBR) y los filtros anaerobios de flujo descendente (FAFD), que contribuyen



24  Identificacion y Prevalencia de Pardsitos de Interés en Salud Publica, en Aguas de Riego y
Hortalizas de la Sabana Occidental de Cundinamarca

através de procesos bioldgicos, eliminar contaminantes presentes en las aguas (Secretaria
de ambiente, 2008). Con el fin de promover la salud y prevencién de enfermedades
parasitarias, es necesaria una atencion integral y colaborativa con distintas disciplinas, que
permitan evaluar continuamente nuevas tecnologias para mejorar estos procesos (Vargas,
2008).

En el antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada (ubicado en la sabana occidental de
Cundinamarca), se ha evidenciado el vertimiento de aguas residuales crudas al interior de
los canales de riego (CAR, 2009; Cubides, 2018). Debido a que en la zona se cultiva un
75% de suelo cultivable con productos de consumo directo como: lechuga, apio, espinaca,
cilantro, brécoli entre otras hortalizas, es de especial interés conocer la situacién actual de
la calidad parasitolégica de estos alimentos (DANE, 2002; Alcaldia Mayor de Santa Fé de
Bogota y DAMA, 2012).

El objetivo del presente estudio fue identificar y determinar la prevalencia de parasitos de
interés en salud publica, en aguas de riego y hortalizas cultivadas en los municipios de
Mosquera y Funza (Cundinamarca). La identificacibn de los géneros parasitarios en
hortalizas se realizé a partir de la metodologia descrita por Matosinhos et al, (2016),
seguido por microscopia Optica y de inmunofluorescencia. Para el analisis de aguas, se
sigui6 la metodologia de centrifugacién directa, descrita en el método 1693 de la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA), donde posteriormente se extrajo el material genético, y se
procedié a la amplificacion de ADN por gPCR, para la deteccion de los géneros Giardia,

Cryptosporidium y Toxoplasma (Osorio, 2014; Temesgen et al. 2019).

El presente trabajo de Tesis, se encuentra enmarcado en el macro proyecto titulado:
“Identificacion de contaminantes emergentes y microbiologicos, analisis metagenémico
bacteriano y perfil de resistencia a antibiéticos en aguas de riego y hortalizas de la Sabana
occidental de Cundinamarca” del 2018, financiado por Minciencias con codigo:
110180763785; y en el proyecto titulado: “Evaluacion de tratamientos para la remocion de
farmacos presentes en aguas utilizadas para riego en La Ramada y caracterizacion de la
contaminacion por microorganismos de interés en salud publica”, con cédigo Hermes:
42163.
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2.Marco tedrico

2.1 Agua parariego

El agua es un recurso esencial para el bienestar del ser humano; se estima que en
promedio se requieren 3.000L de agua por persona para el desarrollo de productos
necesarios en la alimentacién cotidiana (UNESCO, 2006). Boretti & Rosa (2019) estiman
gue la demanda de alimentos para el afio 2050, aumentard en un 60%, lo que no solo
requerira una mayor area de suelo cultivable, sino que demandara un mayor consumo del
recurso hidrico (Boretti & Rosa, 2019).

Debido a la escasez de agua, el uso de efluentes contaminados con aguas residuales para
el riego de cultivos se ha convertido en una practica comun. (FAO, 2017; Organizacion de
las Naciones Unidas, 2017). Por ejemplo, en la provincia de Mendoza (Argentina), se logré
disponer de suficiente caudal, para la irrigacion de 15.000 hectareas cultivadas (Torregosa
et al., 2012). En Tacna (Perl), alrededor del 100% de las aguas residuales urbanas, son
empleadas para el riego de 1.500 hectareas agricolas. Cabe destacar que el
aprovechamiento de este recurso, no solo mejora los rendimientos agricolas por el
contenido de nutrientes-fertilizantes, sino que fomentan un uso 6ptimo del agua dulce en
funcién a las comunidades humanas y al medio ambiente (Mok & Hamilton, 2014; Moscoso,
2016; FAO, 2017).

Sin embargo, el relso de estas aguas sin los debidos estandares de calidad requeridos,
puede llegar a ocasionar riesgos para la salud en poblaciones humanas y animales, al igual
gue contaminar el medio ambiente (Metcalf Eddy, 2003). Bacterias, parasitos y virus,
representan una importante amenaza ya que son transportados por aguas residuales que
no cuenten con un tratamiento adecuado(ONU, 2017). En la Tabla 2.1, se presentan
algunos de los parasitos asociados al uso de aguas residuales en la agricultura (WHO &
UNEP, 2006; Ortega, 2017)



26 Identificacion y Prevalencia de Pardsitos de Interés en Salud Publica, en Aguas de Riego y
Hortalizas de la Sabana Occidental de Cundinamarca

Tabla 2.1. Microorganismos asociados con el uso de aguas residuales en la
agricultura (Adaptado de WHO & UNEP, 2006).

Agente patégeno Importancia Resistencia al cloro Rutq d'e; Comentarios
para la salud exposicion
Helmintos
Trichuris spp. Alta Moderada
Los huevos de dife-
rentes helmintos
Schistosoma spp. Alta Moderada como Ascaris spp.,
Ancylostomideos,
Contacto y I
_ _ Consumo N_ecator, Hymenole-
Ancilostomideos Alta Moderada pis, etc. pueden so-
brevivir en el medio
. ambiente desde me-
Hymenolepis Alta Moderada ses, hasta 6-7 afios
Ascaris spp. Alta Alta (Brownell &

Nelson, 2006)

Protozoarios

Giardia spp. Alta Alta Protozoos se han
Crvotosporidium gncont_ra_do en horta-
yptosp Alta Alta lizas irrigadas con
spp. Contacto y .

) Consumo  2guas residuales en
Toxoplasma gondii Alta Alta el punto de cosecha
y en punto de venta

Entamoeba spp. Alta Alta (mercados).

2.2 Tratamiento de aguas para riego agricola

Para eliminar los huevos y quistes de pardsitos en las aguas que seran utilizadas para
riego, se recomiendan sistemas de tratamiento multibarrera, que incluyen procesos como
la sedimentacion, pre-filtracion, filtracion lenta en arena, coagulacién, floculacién,
sedimentacion, filtracién rapida en arena, aireacion y desinfeccion a través de ebullicion,

radiacion UV, cloro y ozono (Ortega, 2017).
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Entre los sistemas de tratamientos de aguas residuales empleados en la remocién de carga
organica, se encuentran los reactores discontinuos secuenciales y los filtros anaerobios de

flujo descendente.

Los reactores discontinuos secuenciales también conocidos como SBR, por sus siglas en
inglés: Sequencing Batch Reactor, trabajan con un sistema microbiol6gico aerobio basado
en lodos activos, operado en una secuencia de ciclos de llenado. El consorcio microbiano
de los lodos granulares aerobios, consisten principalmente en bacterias metanogénicas,
acetogeénicas sintroficas y bacterias fermentativas hidroliticas (Hickey et al., 1991). La
biomasa de los fl6culos es un ecosistema donde la depredacion y la adsorcién, promueven
la inactivacién o destruccion de patdgenos.

El filtro anaerdbico de flujo descendente (FAFD) consiste en un mecanismo de contacto,
en el que las aguas residuales pasan por una masa de sdlidos biol6gicos contenidos en el
interior del sistema. La biomasa puede encontrarse en tres formas diferentes: 1) Biopelicula
delgada, adherida a las superficies de un material cominmente conocido como medio de
soporte, o lecho filtrante; 2) Capa de biomasa dispersa retenida en los intersticios del medio
de empaque; y 3) Fl6culos o granulos ubicados en la parte inferior del reactor (Lemos,
2007).

El sistema de biopelicula (sistema de filtro evaluado en el presente estudio), se caracteriza
por descomponer los compuestos organicos presentes en las aguas residuales; dichos
compuestos solubles contenidos en estas aguas, entran en contacto con la biomasa,
difundiéndose a través de las superficies de la biopelicula, para posteriormente convertirse
en productos intermedios y finales; especificamente metano y diéxido de carbono, por

accion del consorcio microbiano (Comisién Nacional del Agua, 2015).

En Colombia, los filtros anaerobios son uno de los sistemas de tratamientos de aguas
residuales, que se han venido usando con mayor frecuencia en muchas zonas del territorio
nacional. Al combinarse estos sistemas con tanques sépticos como pre-tratamiento, han
permitido obtener eficiencias mayores. (Gomez & Alvarez, 2008). Si bien los filtros
anaerobicos se pueden usar como la unidad principal de tratamiento de aguas residuales,
se conoce que, son especialmente apropiados para el tratamiento posterior; lo que agrega

seguridad operativa y estabilidad al sistema de tratamiento en su conjunto. El efluente de
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los filtros anaerobios suele estar clarificado y poseer una concentracion baja de materia
organica, lo que a su vez reflejaria la disminucion y remocion de la concentracion de
microorganismos patdgenos que pudieran ser transportados con dicha materia organica,
como los huevos de helmintos (Lemos, 2007; Gongalves et al., 2001).

2.3 Parasitos en aguas reutilizadas para el riego de
cultivos.

Las parasitosis intestinales se definen como infecciones, que pueden generarse tanto por
la ingesta de (oo)quistes de protozoarios o huevos y larvas de helmintos; siendo el tracto
gastrointestinal del huésped el habitat natural de dichos microorganismos (Medina Claros
et al., 2011). A nivel mundial, 2000 millones de personas presentan enfermedades
relacionadas con el parasitismo intestinal, siendo principalmente afectadas las
comunidades que habitan en paises en vias de desarrollo. Estas patologias a menudo
llevan a sufrir consecuencias graves como: alteraciones cognitivas, desnutricion, sindrome
de mala absorciébn, anemia, y en algunos casos la muerte. La asociacion con
contaminacion fecal del suelo y de los alimentos, la carencia de agua potable, el redso de
las aguas residuales, baja escolaridad, ausencia de saneamiento ambiental y bajo nivel
socioecondmico hace que continten siendo un problema de salud publica en paises como

Colombia.

Diversos reportes han sido publicados informando la concentracion de huevos de helmintos
en aguas empleadas para riego, en los cuales, algunos sobrepasan los valores
establecidos por las normativas nacionales e internacionales (Ortiz et al 2012, Jimenez et
al 2007). Estos reportes procedentes de diferentes paises (México, Brasil, Estados Unidos,
Inglaterra, Colombia, Alemania, entre otros), tanto desarrollados como en via de desarrollo,
y que utilizan sistemas de tratamiento muy diferentes, confirman que en algunos lugares
existe riesgo de transmision. De ahi la importancia de realizar la vigilancia de la calidad
parasitélogica de estas matrices, teniendo a los huevos de helmintos como uno de los

principales grupos indicadores de contaminacion microbiologica.
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2.4 Protozoarios parasitos intestinales: resistencia a
condiciones ambientales adversas.

Los protozoos son microorganismos unicelulares pertenecientes al dominio Eukarya, y se
caracterizan por presentar formas infecciosas denominadas (oo)quistes, que les conceden
la capacidad de resistir y sobrevivir bajo condiciones ambientales y antropicas adversas,
como la cloracion y otros procesos habituales de desinfeccion de fuentes hidricas
(Guadagnini et al., 2013). La preocupacion en salud publica de dichos microorganismos,
se debe a su alta prevalencia en el medioambiente, y a la resistencia a tratamiento
habituales del agua, cualidad otorgada principalmente a la composicion de la pared de sus

estructuras (oo)quisticas (Burnet et al., 2014; Keegan et al., 2008).

La pared del quiste de Giardia duodenalis posee un grosor de 300 a 500 nm y consiste
principalmente en una capa filamentosa superficial. La composicién bioquimica y la
disposicién estructural de esta capa se compone de una densa red de fibrillas rizadas de
N-acetilgalactosamina, que mide 10 nm de diametro. Estas fibrillas estan asociadas con
ciertas proteinas de la pared llamadas proteinas de la pared del quiste (CWP). Se ha
demostrado que la gruesa capa exterior filamentosa de la pared del quiste es totalmente
impermeable, lo que contribuye a la supervivencia de los quistes en el agua y a su
resistencia a diversos desinfectantes. Los ooquistes de Cryptosporidium poseen una pared
multicapa compleja, que mide de 50 a 80 nm de espesor, constituida por una capa interna
de glicoproteinas y una capa central de lipidos y proteinas cubierta por un glicocalix externo
rico en glucosa. Las proteinas de la pared del ooquiste de Cryptosporidium (COWP),
forman extensos puentes disulfuro y, en consecuencia, matrices en la capa interna, que

proporciona gran resistencia (Dumetre et al., 2012).

La pared de doble capa del ooquiste de Toxoplasma gondii forma una cubierta
altamente resistente e impermeable al medio ambiente. Esta pared posee un
espesor de 100 nm y esta compuesta en mas del 90% por proteinas ricas en cisteina
(localizadas especificamente en la capa externa) y tirosina. La tirosina es una molécula
gue forma enlaces cruzados proteina-proteina (ditirosina) responsable del endurecimiento
y la auto-fluorescencia azul natural de los ooquistes bajo luz ultravioleta. (Dumetre et al.,
2012).
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2.5 Parasitos transmitidos por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son definidas como el sindrome
generado por la ingesta de agua y alimentos contaminados con agentes etioldégicos en
concentraciones lo suficientemente altas, para afectar la salud del consumidor (Instituto
Nacional de Salud, 2017). Las ETA representan probleméticas sanitarias relevantes, ya
que varias frutas y verduras pueden servir como vehiculo de una amplia carga de
microorganismos patdgenos en todo el mundo. Segun lo estipulado por la OMS (2007), en
paises en desarrollo, las ETA constituyen la causa principal de patologias y muertes en la
poblacion humana, relacionadas conjuntamente a aspectos socio-econdémica
considerables, como la escases de recursos hidricos implementados en la agricultura; el
reconocimiento de dichas enfermedades estd dada por la complejidad sintomatoldgica en
el tracto gastrointestinal, como: vomito, diarreas, dolores abdominales, fiebre, entre otras
sintomatologias. En los Ultimos afios se ha estimado que alrededor del 70% de las diarreas,
son producidas por el consumo de alimentos contaminados con agentes quimicos y/o

biolégicos, entre los que se encuentran los parasitos (Olea et al., 2012; Varela et al., 2016).

Hoy en dia, los parasitos transmitidos por alimentos constituyen uno de los grupos
etiolégicos mas representativos y relevantes en salud publica. Esto se genera no solo por
el uso de efluentes contaminados con agua residual y biosélidos en cultivos de consumo
directo, sino por la inapropiada manipulacion de frutas y verduras durante su cadena de
produccion  (cultivo, distribucién, transformacion, empaque y venta), la cual puede
contribuir como una de las causas de contaminacion(Brifiez et al., 2012). Entre los
parasitos relevantes transmitidos por alimentos, se hallan géneros y especies como Ascaris
lumbricoides, Tenia solium, Trichuris trichiura, Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis,
Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora belli, Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii,

Trypanosoma cruzi, entre otros; (Montafiez et al., 2020).

Debido a su alta incidencia y prevalencia en alimentos de consumo directo, se exponen a
continuacioén algunos parasitos de interés en salud publica usualmente trasmitidos por

alimentos y aguas empleadas en el riego de cultivos:
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2.5.1 Giardia spp.

Las especies pertenecientes al género Giardia, se identifican por ser parasitos protozoarios
cosmopolitas, entéricos, unicelulares flagelados y por habitar el tracto intestinal de una
amplia gama de mamiferos (incluido el ser humano) (Ortega, 2013). La giardiasis,
enfermedad producida por este parasito, se destacd en la “Iniciativa de Enfermedades
Desatendidas” de la OMS en el afo 2004, debido a su prevalencia en zonas con alto indice
de pobreza (Savioli et al., 2006). Paises tanto de Asia, como Africa y América Latina
cuentan con millones de personas con giardiasis sintomatica (Yaoyu & Xiao, 2011). Los
sintomas pueden variar desde diarrea crénica, dolor abdominal, deshidratacion y
malabsorcion de los nutrientes, lo que en nifios se traduce en un impacto adverso en su
crecimiento y desarrollo intelectual (Ramirez et al., 2015; Ortega, 2017). También puede

cursar como enfermedad asintomatica.

En Argentina, Pert y Colombia, las tasas de infeccion por Giardia varian entre el 6% al
42%, lo que depende del factor socioeconémico y sanitario de la poblacién analizada
(Rosado-Garcia et al., 2017). Segun lo reportado por Ramirez y colaboradores (2015), en
Colombia la prevalencia de Giardia oscila entre el 11% y 61% en la poblacion infantil.

Algunos investigadores han propuesto seis especies distintas; cinco de estas se relacionan
a: anfibios (G. agilis), aves (G. ardeae, G. psittaci), roedores (G. muris) y ratones de campo
(G. microti); la sexta hace referencia a cepas de Giardia aisladas de una gran variedad de
mamiferos; y se han agrupado en una sola especie por poseer caracteristicas morfolégicas
muy similares. Dicha especie se ha clasificado como G. duodenalis, (sinonimo de G.
intestinalis y/o G. lamblia) (Monis et al., 2009; Mejia et al., 2013). De acuerdo a la
informacion genética recopilada, se ha discriminado a la especie G. duodenalis en 8
genotipos que van desde la A alaH (Tabla 2.2) (Yaoyu & Xiao, 2011; Ortega, 2017)(Yaoyu
& Xiao, 2011; Ortega, 2017).

Tabla 2.2. Genotipos de G. duodenalis. Adaptado de:(Ryan & Caccio, 2013; Ortega,
2017)

Genotipo Hospedero Nombre propuesto de la especie

Seres humanos y otros primates, ganado,
A perros, gatos y algunas especies de mamife- Giardia duodenalis
ros salvajes
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Humanos y otros primates, perros, gatos y

B ; : . Giardia enterica

algunas especies de mamiferos salvajes
C-D Perros y otros canidos Giardia canis

E Ganado ungulado Giardia bovis

F Gatos Giardia cati

G Ratas Giardia simondi

H Animales marinos: Focas (Pinnipedia) y ga-
viotas

El ciclo biologico de Giardia comprende dos fases: el trofozoito que es la forma vegetativa,
y el quiste que es la forma resistente e infectante; la cual garantiza la supervivencia del
pardsito fuera del hospedador. La infeccién puede ocurrir por la ingesta de agua y alimentos
contaminados con quistes viables, o por via fecal-oral, ya sea por medio del contacto
persona-persona, o animal-persona (Una Ryan & Caccio, 2013). En la Figura 2.1 se

representa el ciclo bioldgico del Giardia duodenalis.

Figura 2.1. Ciclo bioldgico de Giardia duodenalis Fuente:(CDC, 2021)

Contamination of water, food, o
hands/fomites with infective cysts.

A\ = infective Stage
A= Diagnostic Stage

Una vez los quistes se ingresan en el tracto intestinal del hospedador, el quiste se posiciona
en el duodeno del intestino delgado. Alli la cubierta protectora del quiste se rompe y se
liberan dos trofozoitos, los cuales se adhieren y multiplican (por fisién binaria) en el

revestimiento luminal del intestino delgado. Muchos de los trofozoitos se dirigen al colon,
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donde inician su proceso de enquistamiento; liberando quistes en las heces para ser

expulsados y de esta forma continuar con su ciclo biolégico (Ortega, 2013).

2.5.2 Cryptosporidium spp.

El género Cryptosporidium pertenece al filo Apicomplexa, orden Eucoccidiorida y
familia Cryptosporidiidae. Estudios gendmicos han sido empleados para la
transferencia formal de Cryptosporidium de la subclase Coccidia, clase
Coccidiomorphea, a una nueva subclase, Cryptogregaria, dentro de la clase
Gregarinomorphea, donde se han descrito hasta la fecha mas 38 especies (Arias-
agudelo et al., 2019; Chalmers et al., 2019; Montafiez et al., 2020). C. parvum y C.
hominis constituyen alrededor del 90 % de la criptosporidiosis en seres humanos
en el mundo, el 10% restante, se le atribuye a C. meleagridis. Segun lo reportado
por Xiao (2010), ciudades como Lima - Pert y Bangkok - Tailandia, C. meleagridis
llega a ser tan prevalente en la poblacion humana, como la especie C. parvum,
siendo responsable del 10 al 20 % de los casos de criptosporidiosis reportados en

dichas ciudades.

Cryptosporidium se reconoce por ser un parasito intracelular obligado. Este parasito
infecta e invade principalmente células epiteliales de las vias del tracto
gastrointestinal, de humanos y animales (Quintero-Betancourt et al., 2002). En una
gran variedad de especies de vertebrados, como peces, reptiles, aves, pequefios
mamiferos (roedores, gatos, perros), y grandes mamiferos (en particular ganado
vacuno y ovino); se ha reportado la presencia del parasito (Venturini et al., 2006).
Cryptosporidium es el agente causal de la criptosporidiosis, enfermedad que afecta
las células epiteliales del tracto intestinal. Los efectos de la enfermedad van desde
la ausencia de sintomas hasta la muerte del paciente; esto depende del estado
inmunitario del hospedero. El principal sintoma de la criptosporidiosis es la diarrea,
la cual puede relacionarse con deshidratacion, pérdida de peso, dolor abdominal,
fiebre, nduseas y vomitos. La criptosporidiosis ocurre a nivel mundial, no obstante,
en regiones con saneamiento e higiene inadecuados donde su prevalencia es

mayor (Hofstra et al., 2013). En Suramérica se reportan cifras de infeccion entre el
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1%y el 37 %, al evaluar heces de pacientes con gastroenteritis, siendo la poblaciéon

infantil la de mayor vulnerabilidad (Rosado-Garcia et al., 2017; Ortega, 2017).

De acuerdo a la clasificacion para parasitos transmitidos por alimentos a nivel
mundial desarrollada por la FAO y la OMS, Cryptosporidium se sitda entre los 5
parasitos de mayor interés (Food and Agriculture Organization of the United Nations
& WHO, 2014). Para el periodo 2009-2017 se notificaron 183 (41.2%) brotes que
resultaron en 5,015 (67.2%) casos transmitidos por el agua. El nUmero anual de
brotes de criptosporidiosis informados en general aument6 en promedio cerca del
13% al afio (Gharpure et al., 2019). En la Figura 2.2 se aprecia el ciclo biologico de
Cryptosporidium hominis.

Figura 2.2. Ciclo biolégico de Cryptosporidium hominis Fuente: (CDC, 2021)
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El ciclo biolégico de Cryptosporidium es monoxeno (se realiza en un unico
hospedero) y comprende de dos fases: el esporozoito y el ooquiste, el cual
corresponde a la forma infectante del parasito; el tamafio de los ooquistes oscila

alrededor de los 4 a 6 um de didmetro; poseen una morfologia redonda, aunque
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pueden llegar a ser ligeramente ovoides. Los ooquistes cuentan con una pared
protectora resistente que les permite sobrevivir bajo condiciones ambientales

desfavorables (Navarro-I-Martinez et al., 2011; Jenkins et al., 2010).

2.5.3 Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una enfermedad causada por el parasito intracelular obligado
Toxoplasma gondii. Se estima que aproximadamente un tercio de la poblacion
humana se encuentra infectada con el parasito. Es una de las infecciones
parasitarias mas relevante y reconocida en el mundo (Saadatnia & Golkar, 2012).
La prevalencia de casos positivos pueden variar ampliamente, no solo entre paises
(10% - 80%), sino entre diferentes comunidades de la misma region (Montoya &
Liesenfeld, 2004; Pappas et al., 2009). En América del Norte, sudeste asiatico,
norte de Europa y paises africanos, se han reportado seroprevalencias que van
desde el 10% al 30%. En Europa central y meridional, se han informado
prevalencias entre el 30% al 50%. En América Latina y paises de Africa tropical,
los reportes evidencian prevalencias mucho mas altas (Robert-Gangneux & Dardé,
2012).

La toxoplasmosis puede ser aguda o cronica, sintomatica o asintomatica. La
infeccion aguda recientemente adquirida suele ser asintomatica. En muchas
ocasiones los sintomas suelen ser de corta duracion y autolimitados. En el
desarrollo de quistes tisulares, el paciente no suele tener manifestaciones clinicas
(infeccion cronica). Los sintomas de la toxoplasmosis se encuentran relacionados
con la hinchazon de los ganglios linfaticos, higado, bazo, dolor muscular y fiebre;
no obstante, la sintomatologia puede variar dependiendo tanto la cepa del parasito,
como del estado inmune del hospedero (Gallas-Lindemann et al., 2013; Rosado-
Garcia et al., 2017). En pacientes inmunocomprometidos, la infeccion llega a
resultar en toxoplasmosis diseminada, por medio de la multiplicacién del paréasito
en el masculo, pulmones, tejido neural y ocular. En mujeres embarazadas, puede
producirse aborto y efectos adversos al feto (infeccion congénita) (Shapiro et al.,
2010).
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T. gondii posee un ciclo de vida con fase sexual y asexual. La fase sexual ocurre
Gnicamente en individuos pertenecientes a la familia Felidae (huéspedes definitivos
de dicho parésito). Durante su ciclo de vida, T. gondii presenta tres etapas de
desarrollo que pueden infectar las células del huésped, el taquizoito, la cual es una forma
de multiplicacién rapida; el bradizoito, es una forma de multiplicacion lenta ; y el
esporozoito, el cual se produce solamente en felinos durante la reproduccién sexual, y son

liberados en los ooquistes a través de las heces felinas (Attias et al., 2020).

Este parasito llega a diferenciarse en gametocitos masculinos y femeninos en el epitelio
intestinal de los felinos, lo que hace posible su reproduccion sexual. En este tipo de
reproduccion, los gametocitos se fusionan para originar un cigoto originara un ooquiste con
esporozoitos. Los felinos infectados defecan alrededor de millones de ooquistes; una vez
el ooquiste es expulsado al ambiente, realiza el proceso denominado esporulacién, que
puede generarse entre 1y 21 dias. Dada la esporulacion, los cuatro esporozoitos haploides
contenidos en cada uno de los dos esporoquistes del ooquiste, “maduran” lo que a su vez
da lugar a ooquistes infecciosos. En la Figura 2.3 se representa el ciclo de vida de
Toxoplasma gondii.
Figura 2.3. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. Fuente: (CDC, 2020)
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La mayoria de las transmisiones en el humano, son causadas por la ingestion de quistes

tisulares presentes en carne infectada, o por la ingesta de agua y/o alimentos
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contaminados con ooquistes esporulados derivados del medio ambiente (Robert-
Gangneux & Dardé, 2012).

A nivel mundial se han documentado varios casos de brotes de toxoplasmosis que se
debieron al consumo de agua contaminada con ooquistes esporulados (Rosado-Garcia et
al., 2017). De acuerdo a lo reportado por Attias (2020), en EEUU se estima que el 11% de
la poblacion de nifios mayores de seis afios, ha sido infectada con T. gondii. Mérida, ciudad
capital de Yucatan-México, es considerada como area endémica de T. gondii, ya que
cuenta con un alto porcentaje de seroprevalencia en la poblacién humana, con rangos que

oscilan entre el 25% y el 91%, asociados al consumo de agua (Hernandez et al., 2017).

En una investigacion desarrollada por Pino y colaborados (2009), realizada en La
Macarena, Meta — Colombia, logro reportar un brote epidémico causado por Toxoplasma
gondii en personal militar durante el desarrollo de operaciones en campo. Los sintomas
relevantes de los pacientes fueron fiebre, adenopatias y compromiso pulmonar vy
gastrointestinal. La hip6tesis que manejaron los autores con base al brote epidémico fue

en relacion con el posible comsumo de agua contaminada con ooquistes esporulados.

2.6 Helmintos parésitos intestinales

Las helmintiasis son una de las parasitosis mas comunmente descritas en el mundo,
llegando a afectar a las comunidades mas desfavorecidas. Segin la OMS, se estima que,
en el 2018, el 25% de la poblacion mundial se encontraba infectada con helmintos (Vidal-
Anzardo et al., 2020). Las helmintiasis estan ampliamente distribuidas en zonas tropicales
y subtropicales, y se clasifican entre los filos Nematoda o nematelmintos (gusanos
redondos) y Platelminthes (gusanos planos); estos ultimos se subdividen en cestodos
(Tenias) y trematodos (Fasciola, Esquistosoma y Paragonimus) (Coakley et al., 2016;
Guadagnini et al., 2013; Prieto-pérez et al.,, 2016). Segun la OMS, los helmintos se
transmiten principalmente a través de la ingesta de huevos por alimentos contaminados
con residuos fecales (OMS, 2012).

Entre las infecciones con mayor registro a nivel mundial, se encuentran la ascariasis,
trichuriasis, fasciolosis, teniasis, cisticercosis entre otras patologias. aproximadamente mil
millones de personas alrededor del mundo se encuentran infectadas por la especie Ascaris

lumbricoides (parasito de distribucion mundial) (Guadagnini et al., 2013; Burnet et al.,
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2014). El ciclo biolégico puede variar dependiendo de la especie. La infeccion se genera a
partir de la ingesta de huevos viables, los cuales eclosionan vy liberan larvas inmaduras
dentro del intestino delgado para iniciar su desarrollo (Collender et al., 2015). Segun el
informe de la FAO / OMS (2014), el cual present6 una clasificacion de parasitos
transmitidos por alimentos; resalto en su ranking a Ascaris spp. en el noveno lugar de
relevancia. De alrededor de 600 millones de casos de enfermedades transmitidas por
alimentos en 2010, Ascaris spp. se reporté como el mas frecuente, causando 14 millones
de casos en todo el mundo (OMS, 2015).

Los nematodos o nematelmintos, se caracterizan por presentar formas cilindricas, las
cuales estan cubiertas por una capa no segmentada; poseen un aparato reproductor
completo, gran parte de los individuos son dioicos, con dimorfismo sexual, donde las
hembras presentan generalmente un mayor tamafo que los machos; estos a su vez, se
caracterizan por presentar un extremo posterior curvo, con espiculas copulatorias. Entre
los nematodos mas representativos a nivel clinico, se encuentran las especies: Trichuris
trichiura, Ascaris lumbricoides, Uncinarias (Ancylostoma duodenale, Necator americanus)

y Strongyloides stercoralis (Navone et al., 2011).

La clase Trematoda, comprende un grupo importante de gusanos planos parasitos de
importancia médica y veterinaria. Los trematodos se caracterizan por ser aplanados
dorsoventralmente, con simetria bilateral, y por poseer 6rganos de fijacién (ventosa), los
cuales les permiten su adhesién a diferentes superficies; gran parte de los individuos

parasitarios son hermafroditas. (R. Toledo et al., 2006).

Los cestodos son helmintos parasitos de humanos y animales. Comprende el grupo de
helmintos acintados o planos, los cuales se caracterizan por ser parasitos hermafroditas
en su fase adulta, y por presentar cuerpos compuestos por segmentos que incluyen un
escolex. El escolex cuenta con 6rganos de fijacion (ventosas) que permiten la union a la
mucosa intestinal. El cuerpo de estos individuos también constan de un cuello, y segmentos
denominados proglotides que transportan los 6rganos reproductores (Craig & Ito, 2007).

Cada proglétide posee 6rganos reproductores masculinos y femeninos que maduran a
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medida que emergen del cuello y crecen distalmente. Dentro de esta Clase, se encuentran
Hymenolepis nana, Hymenolepis diminuta, Taenia saginata y Taenia solium (Webb &
Cabada, 2017).

2.7 Normativa nacional e internacional para el uso
seguro del agua en la agricultura

El uso seguro de agua residual en la agricultura contempla las guias que reglamentan el
reciclaje del recurso a través de las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud. El
principal objetivo de estas Directrices es proteger y promover la salud publica. Dichas guias
son un marco integrado de gestion preventiva para maximizar los beneficios del uso de
aguas residuales y excretas en la agricultura y la acuicultura, sin afectar la salud de las
poblaciones (WHO & UNEP, 2006).

Tabla 2.3. Valores guia, para el monitoreo de verificacion en sistemas de tratamiento
a gran escala de aguas residuales, excretas y lodos fecales para uso en agricultura.
Adaptado de WHO & UNEP, (2006)

Huevos de helmintos (N° por gramo  E. coli (niamero por

de so6lidos totales o por litro) 100 mL)
<1/g de sdlidos totales <1000/g solidos totales
Heces tratadas y lodos fecales
Aguas grises para uso en:
<1/L <1052
a <1068 cuando la expo-
* Riego restringido sicion es limitada o es
probable que vuelva a
crecer
<1/L <108

a <10* para cultivos de
hojas de alto creci-
miento o riego por go-
teo

@ Estos valores son aceptables debido al potencial de crecimiento de E. coli y otros coliformes fecales en agua residuales.

* Riego no restringido de culti-
vos consumidos crudos

Las Directrices se basan en un componente sanitario y un componente de implementacion,
la proteccion de la salud depende de ambos elementos. En la Tabla 2.3, se ilustran los
valores guia, para el monitoreo de verificacion en sistemas de tratamiento a gran escala
de aguas residuales, excretas y lodos fecales para uso en agricultura (WHO & UNEP,

2006). En general, los paises que poseen una legislacion referente a la reutilizacién de
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aguas residuales, toman como directriz lo estipulado por la OMS (Silva & Torres, 2008;

Heredia & Sanchez, 2014).

Referente al territorio nacional, Colombia cuenta con el Decreto 1076 de 2015, numerales
2.2.3.3.2.5y 2.2.3.3.2.8, donde se establecen los criterios de calidad para uso agricola; no
obstante, desde el punto de vista microbiol6gico solamente se considera el NOmero Mas
Probable (NMP) de coliformes totales y de coliformes fecales. En dicho decreto, no se
establecen criterios de calidad basados en los limites maximos para microorganismos
parasitos patdégenos como huevos de helmintos y (Oo)quistes de protozoarios

(Departamento Administrativo de la Funcién Publica, 2015).

Por otro lado, la Resolucion 1256 de 2021 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible, reglamenta el uso de las aguas residuales, en el articulo 5 establece los
criterios minimos de calidad, dentro de los cuales no se consideran los parasitos (helmintos
y protozoarios) en aguas a reutilizar, y no se estipulan valores para alimentos de consumo

directo como las hortalizas (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2021)
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3.0bjetivos

OBJETIVO GENERAL:

Identificar y determinar la prevalencia de parasitos de interés en salud publica, en

aguas de riego y hortalizas de la Sabana Occidental de Cundinamarca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar la presencia de protozoarios en aguas utilizadas para riego de
hortalizas en La Sabana Occidental de Cundinamarca.

2. ldentificar los protozoos de interés en salud publica (Toxoplasma gondii,
Cryptosporidium spp. y Giardia spp.), presentes en aguas de riego, utilizando
técnicas moleculares.

3. Evaluar la presencia de parasitos (protozoarios y helmintos) en hortalizas
cultivadas en el distrito de riego La Ramada, mediante el uso de técnicas
parasitoldgicas.

4. Realizar un ensayo piloto para la remocion de huevos de Ascaris spp., cOmo

indicador de calidad parasitologica en agua de riego.
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4.Metodologia:

4.1 Zona de estudio: Antiguo Distrito de riego y drenaje
La Ramada:

El estudio se llevo a cabo en el antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada, ubicado en
los municipios de Mosquera y Funza del departamento de Cundinamarca (Corporacién
Autonoma Regional de Cundinamarca, 2010). El agua que circula por el distrito, es captada
de la cuenca media del rio Bogota (CAR, 2011), efluente caracterizado por ser uno de los
sistemas hidricos mas alterados del pais (Alcaldia Mayor de Santa Fé de Bogota 2012).
Actualmente, La Ramada se encarga de proporcionar un servicio permanente de irrigacion
y drenaje de las aguas provenientes del rio Bogota mediante obras de infraestructura hidro-
agricola, las cuales se extienden por los municipios de Mosquera, Tenjo, Funza, Cota,
Madrid y Bojaca (CAR, 2009).

El antiguo distrito La Ramada comprende un area aproximada de 23.000 ha, y se encuentra
constituido por tres unidades principales: La Unidad I-La Ramada, es la de mayor
antigiiedad, abarca los municipios de Mosquera y Funza, con aproximadamente 6.500
hectareas. La Unidad ll-La Isla, cubre los municipios de Funza, parte de Cota y Tenjo y
posee un area aproximada de 2.540 hectareas. Finalmente, la Unidad Ill-La Herrera,
corresponde al sector Bojaca, ubicado en el costado suroccidental de la Sabana de Bogota,
y cuenta con cerca de 4.100 hectareas. Existen ademas las unidades IV y V que
corresponden a las etapas de ampliacion Ill, IV y V del antiguo distrito de riego y drenaje
(CAR, 2011).

En la zona predominan diferentes cultivos de hortalizas, con un porcentaje de area
cultivada del 75%, seguido por los cultivos de papa y el sector floricultor, con un 20% y 5%
(respectivamente); por lo que se benefician cerca de 800 usuarios y productores. Muchos
de estos cultivos se encuentran aledafios a zonas urbanas e industriales, las cuales, aparte
de verter aguas residuales domésticas e industriales a los canales de riego, no son tratadas
de manera adecuada para su reuso en la agricultura (DANE, 2002). De acuerdo con

estudios reportados por otros autores, se conoce que la calidad microbiolégica y
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parasitoldgica del agua empleada para riego de cultivos, no cumple con la normatividad

Nacional e Internacional.

4.2 Muestreo de aguas

Se colectaron 96 muestras de aguas durante los meses de junio a noviembre del afio 2019,
en 6 puntos estratégicos del antiguo distrito La Ramada, como sigue: Tabaco (sitio 1;
longitud: -74,240309, Latitud: 4,634444), Venecia (sitio 2; longitud: -74,196457, Latitud:
4,698042), Marengo (sitio 3; longitud: -74,218966, Latitud: 4,683125), Villa Cetty (sitio 4;
longitud:-74,197369, longitud: 4,690720), Entrada (sitio 5; longitud: -74,196457, Latitud:
4,698042) y Lucero (sitio 6; longitud:-74,190544, Latitud: 4,692900) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Fecha y numero de muestras colectadas en el distrito La Ramada.

Muestreo n Temporadade lluvia| Muestreo n Temporada seca
1 6 6/06/2019 1 6 2/07/2019
2 6 11/06/2019 2 6 26/07/2019
3 6 18/10/2019 3 6 31/07/2019
4 6 19/10/2019 4 6 8/08/2019
5 6 12/11/2109 5 6 12/08/2019
6 6 14/11/2019 6 6 31/08/2019
7 6 4/09/2019
8 6 12/09/2019
9 6 15/09/2019
10 6 20/09/2019
Total: 36 60

Los 6 puntos se clasificaron en dos zonas de acuerdo a su actividad: zona con actividad
agricola (puntos 1, 2 y 3) y zona de actividades mixtas (urbanas, industrial y agricola)
(puntos 4, 5y 6) (Figura 4.1). En los anexos del 1 al 6, se presenta el registro fotogréfico

para cada lugar de muestreo.
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Figura 4.1. Distribucion geogréfica de los sitios muestreados de Aguas utilizadas
para riego de hortalizas, del antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada. Fuente:

Elaboracién propia, usando el software ArcMap 10.8.
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Para la identificacion de protozoarios, se tom6 como minimo un volumen total de 1 litro (L).
Las muestras se transportaron en recipientes de plastico con capacidad de 2 L, los cuales
fueron previamente desinfectados y enjuagados con Solucién de Tween 80, para evitar la
adherencia de los (oo)quistes al recipiente. (Chandillo & Sanchez 2020). Las muestras se
trasladaron en cadena de frio al laboratorio de Parasitologia de la Universidad Nacional de
Colombia, los cuales fueron almacenados a 4°C hasta su procesamiento.

Adicionalmente se tomaron muestras para analisis fisicoquimicos y microbiolégicos, cuyos
resultados fueron presentados en las tesis de maestria de Carlos Sanchez, titulada:
“Evaluacion de la toxicidad en sedimentos de los canales del Distrito de Riego de La
Ramada mediante la utilizacion de dos bioensayos” y Alejandra Oviedo, titulada:
“Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos en aguas para riego agricola en
La Ramada, Cundinamarca”y se utilizaran como complemento para la discusion de los
resultados aqui obtenidos. Las cuales hacen parte del macroproyecto titulado:

“Identificacién de contaminantes emergentes y microbiol6gicos, analisis metagenémico
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bacteriano y perfil de resistencia a antibioticos en aguas de riego y hortalizas de la Sabana

occidental de Cundinamarca” del 2018.

Figura 4.2. Diagrama de flujo para la deteccién de parasitos protozoarios en aguas
empleadas parariego agricola
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el riego de cultivos
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4.2.1 Andlisis parasitolégico para la deteccidon de Protozoarios en
muestras de aguas: Concentracién

La concentraciobn de protozoos intestinales que pudieran estar presentes en las 96
muestras colectadas, se desarroll6 empleando la metodologia de centrifugacion directa
descrita en el método 1693 de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, 2014). Dicha
técnica, se escogié teniendo en cuenta la alta turbidez que presentaron las muestras
("muestras no filtrables™). El método utiliza una solucion de Tween® 80, la cual ayuda a
solubilizar las grasas, aceites y compuestos organicos que puedan estar presentes en el
agua, facilitando la recuperacion y deteccion de los parasitos protozoarios de interés (EPA,
2014).
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Para ello, se midi6é y colocé 1 L del agua de riego en un vaso de precipitado limpio con
capacidad de 2 L, el cual fue agitado en una plancha con la ayuda de una barra magnética.
Durante la agitacion, se adicionaron 50 mL de Tween 80 al 20%, mezclando durante 15
minutos. Luego, esta mezcla fue transferida a tubos de centrifuga de 50 mL, y se
centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos. Una vez centrifugados, se usé una pipeta
Pasteur para retirar el sobrenadante, dejando 5 mL de este junto al sedimento obtenido.
Finalmente, se transfirieron y combinaron los sedimentos en un Unico tubo de centrifuga,
se repitio la centrifugacion, se eliminé el sobrenadante, y se registré el volumen total del

sedimento, el cual fue almacenado a 4°C hasta el paso de extraccion de ADN (EPA, 2014).

4.2.2 Extraccion del ADN

Una vez obtenido el sedimento, se procedié a extraer el ADN por medio del
FastDNA™ SPIN Kit for Soil(MP Bio), con la ayuda del instrumento Super FastPrep-

2MT(MP Bio). El procedimiento se describe a continuacion:

1. Preparaciéon de la muestra:

o Después de obtener la muestra concentrada, realizar Vortex por 40 segundos para
su homogeneizacion.

e Adicionar 250 uL de muestra en un tubo de Lysing Matrix E, junto con 978 ul del
buffer fosfato de sodio, y 122 uL del buffer MT (Solucién detergente).

2. Homogenizacion:

e Colocar el tubo de Lysing Matrix E en el instrumento Super FastPrep-2"", a
velocidad de 6.0 m/s durante 40 segundos. Repetir este paso, con un intervalo de
reposo de 30 segundos entre cada homogenizacion.

e Centrifugar a 14.000 g por 15 minutos.

3. Precipitacion de proteinas:

e Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 2.0 mL. Afadir 250 uL
de PPS (Solucion para la precipitacion de proteinas). Mezclar el tubo por inversiéon
(10 veces).

e Centrifugar a 14000 g por 5 min.

e Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 15 mL. Adicionar 1 mL del Binding
Matrix. Agitar por inversion durante 3 - 5 minutos para permitir la unién del ADN a

la matriz.
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e Transferir 600 pyL a un tubo SPIN Filter.

e Centrifugar a 14000 g por un minuto. Eliminar el sobrenadante.

e Afadir nuevamente 600 uL de la mezcla restante del tubo de 15 mL. Repetir la
centrifugacion del paso anterior. Eliminar el sobrenadante.

4. Lavado del SPIN Filter

¢ Afadir 500 uL de SEWS-M preparado a una concentracion del 100%, al tubo SPIN
Filter.

e Centrifugar a 14000 g por un min

5. Secado del filtro SPIN

e Transferir el SPIN Filter a un tubo de captura nuevo y limpio de 2 mL.

e Sin adicionar ningun liquido, centrifugar a 14000 g por 2 min.

o Dejar secar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Elucion del ADN

e Adicionar cuidadosamente 50 uL de DES (DNAsa / Progen-Free Water) al tubo.
Centrifugar a 14000 g por un minuto para eluir el ADN dentro del tubo de captura.

e Descartar el SPIN Filter. Almacenar el ADN -20°C hasta su uso.

Se efectud el control de calidad sobre la ejecucion del procedimiento, donde se incluyé un
control o blanco de extraccion cada 15 montajes. Este fue desarrollado en la misma area,
con los mismos reactivos y al mismo tiempo de la extraccion en las muestras procesadas.
La cuantificacion del ADN extraido se realiz6 por duplicado utilizando un sistema

NanoDrop®

4.2.3 Deteccion de Giardia spp., Cryptosporidium spp. Yy
Toxoplasma gondii y por gPCR.

Los cebadores y la sonda usados para la deteccion de Giardia duodeanalis en este estudio,
han sido descritos por Mejia et al. (2013); la sonda cuenta con un reportero 6-FAM (Max
excitacion: 494 nm; Max emision: 525 nm). Para Cryptosporidium spp. Se siguio el proto-
colo publicado por Burnet et al., (2013); y para la deteccion de T. gondii se usaria el proto-

colo propuesto por Temesgen et al., 2019; y Opsteegh et al., 2010. (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Sondas y Primes especificos utilizados en el presente estudio.

Tamafio forward .,
- . Region .
Parasito del ampli- reverse Referencia
Blanco
con sonda
CATGCATGCCCGCTCA
5 l%ggorlll:“s 88pb AGCGGTGTCCGGCTAGC 185 ARNr éll\/lezjgallzt)
6FAM/AGGACAACGGTTGCAC/MGB '
GTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT-
TAGG
Cryptospori- GAGTAAGGAACAACCTCCAA- (Burnet et
dium spp. 107pb TCTCTAG 18S ARNr al., 2013)
6FAM/TCAGATACCGTCGTAGTCT-
TAACCATAAACTATG CC/TAMRA
AGGAGAGATATCAGGACTGTAG (Temesgen
GCGTCGTCTCGTCTAGATCG etal,
Toxoplasma 2019);
gondii 162pb 5 cceaeTTGGCTGCTTTTCCT- Blgene  opsteegh
MGBEQ et al.,
2010)

4.3 Muestreo de hortalizas irrigadas con aguas de La
Ramada

Se colectaron 120 muestras de hortalizas en 3 zonas estratégicas localizadas en el area
de influencia del antiguo distrito de riego La Ramada: sitio 1, sitio 2 y sitio 3. Las muestras
de hortalizas se colectaron en el momento de cosecha, donde se tuvo en cuenta plantas
de consumo directo como: la lechuga y el apio. Se realizaron un total de ocho muestreos
durante los afios 2019 y 2021en temporada de lluvia y seca. En el anexo 7, se puede

aprecia el registro fotografico de los sitios muestreados.

Para cada afo se efectuaron 4 muestreos, completando un total de 60 muestras por afio.
En el afio 2019, se realizaron las colectas en tres diferentes sitios de muestreo: Sitio 1
(n=93), sitio 2 (n=21) y sitio 3 (n=6); durante los meses de agosto, septiembre, octubre y
noviembre (12 muestras de apio y 48 muestras de lechuga). Debido a las dificultades
presentadas por la pandemia actual (COVID-19), no fue posible desarrollar colectas
durante el afio 2020, y en el afio 2021, unicamente se muestreo el Tabaco (n=60), durante
julio, agosto, septiembre y octubre. Las 120 muestras de hortalizas se distribuyeron como

se representa en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Fechay niumero de muestras colectadas por sitio de muestreo.

Sitio de muestreo Hortaliza Fecha n
. Lechuga (Lactuca

Villa Cetty sativa) 23/10/2019 6

Total de muestras colectadas en Villa Cetty 6

24/08/2019 9

Marengo Lechuga_(Lactuca
sativa)

18/11/2019 12

Total de muestras colectadas en Marengo 21

Apio (Apium graveo- 23/10/2019 6

lens) 14/11/2019
2/09/2019
14/11/2019 12
Tabaco

Lechuga (Lactuca 12/07/2021 17

sativa) 30/08/2021 17

28/09/2021 13

20/10/2021 13

Total de muestras colectadas en Tabaco 93
TOTAL DE MUESTRAS COLECTADA EN LA RAMADA 120

Para la toma de muestras se propuso un disefio experimental netamente aleatorio.
Consideraciones importantes de los cultivos de hortalizas fueron fundamentales como: el
sistema de riego; distancia y densidad de la siembra; duracion del ciclo de cultivo, entre
otros parametros (Elizondo, 2019). Por ejemplo, para el caso del cultivo de lechuga
(Lactuca sativa), la toma de muestras fue al azar y de esta forma se minimiz6 el efecto de
variabilidad que existe entre cada finca muestreada. Los cultivos de L. sativa se
caracterizaron por presentar un sistema de siembra basado en camas de 1,2 m de
ancho*100m de largo; una distancia de siembra de 0,3m*0,3m; una densidad de siembra
de + 100,000 plantas/ha; una duracion del ciclo de cultivo de 3 a 4 meses y un sistema de
riego basado en aspersores, cada uno con un rango de riego de 6 a 8m de distancia
(Sanchez, 2020).
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La colecta de hortalizas utilizé el método de cuarteo descrito por Campos et al. (2017).
Dicho método, consistidé en realizar un proceso de division sistematico; permitiendo un

muestreo representativo del cultivo (Sanchez, 2020).

Se seleccionaron nueve sitios de manera aleatoria, distribuidos en una parcela.
Posteriormente, se colectaron nueve lechugas en cada sitio seleccionado. Cada lechuga
representd una Pseudoréplica, mientras que el conjunto de nueve lechugas conformo la
réplica. Cada réplica fue introducida individualmente en bolsas plasticas limpias,
descartables, de primer uso, debidamente identificadas. Estas fueron transportadas
inmediatamente en cadena de frio al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia; donde posteriormente se realizé el

cuarteo de cada réplica para la obtencion de cada muestra (Ortiz & Laura, 2008).

4.3.1 Analisis parasitologico, (Protozoarios y Helmintos):

Para la recuperacion de pardsitos intestinales en muestras de hortalizas, se siguié la
metodologia descrita por Matosinhos et al., (2016). Se procedi6 a lavar manualmente 30 g
de hortaliza con 200 mL de una solucién de glicina 1M, con pH 5.5y d = 1,025, en bolsas
plastica limpias, durante 3 min. Posteriormente, las hojas fueron retiradas con pinzas,
mientras que el liquido resultante en la bolsa fue tamizado en coladores y puesto a
sedimentar durante 24 horas en un vaso conico. A continuacion, se retiré el sobrenadante
cuidadosamente usando una pipeta de vidrio. El sedimento obtenido fue transferido a tubos
de centrifuga de 15 mL para su posterior centrifugacién a 1120 g durante 5 minutos. Una
vez retirado el sobrenadante, el sedimento fue observado entre lamina y laminilla en un
microscopio bajo los objetivos de 10X y 40X (Matosinhos et al., 2016). Esta metodologia

permitio la observacion de huevos de helmintos presentes en las muestras.

4.3.2 Método de concentracion de formol -—éter (Ritchie
modificado)

Para permitir la adecuada observacion de los posibles (oo)quistes de protozoarios
presentes en las muestras, fue necesario un paso adicional de purificacién y concentracion,
empleando la técnica de Ritchie Modificado. Esta técnica se caracteriza por emplear
formol-éter y centrifugacion. El éter elimina los detritos organicos, mientras que el formol

mantiene la integridad de las formas parasitarias (Triviio-Valencia et al., 2016).
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Los sedimentos fueron colocados en tubos de vidrio de 15 mL, agregando 2 mL de solucion
de formalina al 10%, y 1.2 mL de éter dietilico al 99% (en un volumen de muestra de 2 mL).
Se mezclé en vortex durante 2 minutos para garantizar el contacto del éter dietilico con el
sedimento. Los tubos se centrifugaron a 2500 rpm durante 3 minutos. consiguiendo
visualizar las capas diferenciales: (I) un sedimento en la parte inferior, (I1) solucién salina,
(I restos de agua y (IV) éter dietilico en la parte superior. Las tres capas superiores
producto de la centrifugacién fueron descartadas y se adicionaron 500 ul de solucion salina
al 0,85%, al sedimento obtenido, para proceder a la lectura entre lamina y laminilla en un
microscopio bajo los objetivos de 10X y 40X.

4.3.3 Deteccion de quistes de Giardia spp y Cryptosporidium spp
por inmunofluorescencia.

Realizada A partir del sedimento obtenido por el método de Ritchie modificado, se utilizo
el Kit A100FLK Agua-Glo™ G/C Direct Comprehensiv, para la deteccidén de (oo)quistes de
Giardia y Cryptosporidium. Este kit utiliza dos fluorocromos: el FITC (Isotiocianato de
fluoresceina), visualizado en la membrana (oo)quistica de los protozoarios, y el DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol), el cual resalta los nucleos y/o citoplasmas de las células. Las
estructuras (oo)quisticas aparecen de color verde manzana brillante cuando se observan
bajo un filtro FITC (filtro de excitacion en el rango de 450 - 490 nm), y azul brillante bajo el
filtro DAPI (filtro de excitaciébn de 350 nm). Los criterios de positividad se basaron en las

caracteristicas morfolégicas establecidas en el método EPA 1693 (EPA, 2014).

Los quistes de Giardia spp, presentan un color verde manzana brillante, y miden de 5 a 15
pm de ancho por 8 a 18 um de largo. Pueden presentar una forma redondeada u ovoide.
Con DAPI, se pueden visualizar hasta cuatro nucleos tefiidos con azul brillante (EPA,
2012). Los ooquistes de Cryptosporidium spp., también presentan un color verde manzana
brillante, con un tamafio entre los 4 a 6 um, la forma es esférica — ovoide. Bajo un filtro

DAPI, se deberan visualizar hasta cuatro nucleos tefiidos con azul brillante (EPA, 2012).

4.4 Ensayos piloto para la remocion de huevos de
Ascaris suum., como indicador de calidad
parasitoldégica en agua de riego
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Se evalu6 la remocién de huevos de Ascaris suum (A. suum), en dos sistemas de
tratamiento de aguas para riego a escala piloto y de laboratorio: un reactor discontinuo
secuencial (SBR), y un sistema de filtro anaerobio de flujo descendente (FAFD). Estos
ensayos fueron realizados en el laboratorio de ingenieria ambiental de la Universidad
Nacional de Colombia. En la figura 4.3, se presenta el diagrama de flujo con los pasos
metodolégicos desarrollados para esta actividad.

Figura 4.3. Diagramade flujo, ensayos piloto paralaremocion de huevos de A. suum,
en un SBRy un sistema FAFD.

Ensayos piloto para la remocion de huevos de Ascaris suum, en un Reactor Discentinuo Secuencial (SBR)y un
Sistema de Filtro Anaerchio de Flujo descendente (FAFD)

( Primera fase ) ( Segundafase ) ( Tercerafase > ( Cuartafase
v v 1
Diagnastico de huevos de Enriquecimiento de Agua Remocidn de Huevos de A. Andlisis posterior a los
helmintos en los efluentes Residual Sintética con suumenun SBR, yun ensayos pilcto de
producidas por un SBR y un Huevos de A. suum sistema FAFD. (3 réplicas) remocion. (7 Muestras)
sistema FAFD #
Suspension Purificada de l
- huevas de A. suum
SBR: 3L (6h) SBR: 3L (6h) SBR: 9L (18h)
FAFD: 5L (7:40h) v FAFD: 5L (7:40h) FAFD: 10L (15:20h)

Recuento de la Suspension
Purificada de huevos de
A.suum

!

Contaminacion artificial de
muestras de aguas
residuales sintéticas

Bailenger
modificado

Bailenger
modificado

Bailenger
modificado

El SBR fue disefiado por la Ingeniera Viviana Duarte para la tesis de maestria titulada:
“Desarrollo de un lodo granular aerobio para el tratamiento de aguas en un reactor
discontinuo secuencial”; mientras que el sistema FAFD, lo disefio el ingeniero Jesus Espitia
para la tesis de maestria titulada: “Evaluacion de un sistema de tratamiento a escala de
laboratorio, para reducir la concentracion de carga organica, bacterianas y/o parésitos
utilizando agua residual sintética, con miras a su aplicabilidad en irrigacion de cultivos en
la sabana occidental de Bogotd — Cundinamarca”. Estas tesis hacen parte del proyecto:
“Evaluacion de tratamientos para la remocion de farmacos presentes en aguas utilizadas
para riego en La Ramada y caracterizacion de la contami-nacion por microorganismos de

interés en salud publica”, con codigo Hermes: 42163.
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El método Bailenger Modificado por Ayres & Mara (1996), recomendado por la OMS fue
empleado en estos ensayos para la deteccion y cuantificacion de huevos de Ascaris suum.
Dicho método, tiene por fundamento separar huevos de pardasitos de otros detritos que
pudieran estar presentes en las muestras por densidades relativas altas, producto del uso
de éter o acetato de etilo en la solucién. Este es un método estandarizado para la obtencion
de resultados fiables al trabajar un rango de 1L a 10L de muestra de acuerdo con sus
caracteristicas. El aumento de volumen aumenta la probabilidad y eficacia para detectar
huevos en efluentes que cuenten con un tratamiento previo. El procedimiento se describe

a continuacion (Ayres & Mara, 1996).

Se toma una muestra de agua de un volumen conocido; la cual se coloca en un recipiente
limpio y se deja sedimentar 2 horas como minimo. Posteriormente, se remueve el 90% del
sobrenadante usando una bomba de succibn o una bomba de vacio. Se transfiere
cuidadosamente el sedimento a uno 0 mas tubos de centrifuga. Los tubos se centrifugan
a 1.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante se descarta y se resuspende en igual
volumen de buffer acetoacético, pH 4.5. Si el sedimento es menor de 2 mL, se debe
adicionar buffer llevandolo a 4 mL. Adicionar 2 volumenes de acetato de etilo o éter (por
ejemplo, por 1 volumen de buffer agregar 2 de solvente: 2 mL = 4 mL) y mezclar en un
vortex (o manualmente). Centrifugar a 1000 g por 15 minutos. Registrar el volumen del
sedimento que contiene los huevos, y descartar el sobrenadante con un movimiento suave.
Resuspender en 5 volimenes de solucion de Sulfato de Zinc. Registrar el volumen del
producto final (X mL). Mezclar con vortex. Por Gltimo, tomar una alicuota y transferir a una
camara de McMaster. Dejar reposar minimo 5 minutos antes de examinarla; los huevos
gue estén presentes flotaran en la superficie. Examinar la camara de McMaster bajo los
objetivos de 10x y 40x, y contar todos los huevos que estén en los dos compartimientos de

la camara. Calcular el numero de huevos por litro mediante la ecuacion:
N = AX/IPV

N = nimero de huevos por litro de la muestra de agua (3 o 5 litros, dependiendo del sistema

de tratamiento).

A = nimero de huevos contados en el portaobjetos de McMaster o promedio del recuento

en dos o tres portaobjetos
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X = volumen del producto final (mL)
P = volumen del portaobjetos de McMaster (0,3 mL)

V = volumen de la muestra original (para este caso, 3 o0 5 litros, dependiendo del sistema
de tratamiento).

Nota: si se usa un portaobjetos de McMaster de una sola camara, P = 0,15 mL.

4.4.1 Diagnéstico de huevos de helmintos en los efluentes
producidos por un SBRy un sistema FAFD

Se realiz6 inicialmente un diagndstico que determind la presencia/ausencia de huevos de
Ascaris spp. para cada sistema. La deteccién de huevos de este género se realiz6 por el
método de Bailenger modificado. Este diagndstico fue necesario, ya que fueron empleadas
aguas residuales y lodos activados (provenientes de la PTAR del municipio de Funza
(Cundinamarca), en la estandarizaciéon y estabilizacion de cada uno de los dos sistemas

de tratamientos.
¢ Diagnostico de huevos de Ascaris spp. en Reactor Discontinuo Secuencial (SBR).

Para el diagnéstico del SBR, inicialmente se tuvo en cuenta el volumen de agua residual
sintética (Tabla 4.4) tratada por el sistema. El SBR trata un volumen de 3L de agua en un
ciclo de 6 horas. El analisis para la deteccién se enfoc6 puntualmente en los 3L del agua

resultante al tratamiento (efluente).

Tabla 4.4. Composicién del agua residual sintética

Compuesto Formula quimica Cantidad (mg/L)
Acetato de sodio CH3COONa *3H-0 862
Cloruro de amonio NH4CI 142,5
Fosfato Monobasico de Potasio KH2PO4 97,5
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSQOa4-7H,0 45
Bicarbonato de sodio NaHCOs 200
Cloruro de calcio dihidratado CaClz:2H.0 30

Cloruro férrico FeCl3-6H,0 1
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Cloruro de zinc ZnCl; 0,01
Cloruro de aluminio AICls 0,004
Acido bérico HsBO3 0,004

Una vez colectada la muestra, se midieron los valores de pH, turbidez y oxigeno disuelto
del efluente, con un equipo Multiparametro HQ40d y un Turbidimetro HACH 2100Q. Los 3
litros, fueron colectados en un balde plastico, el cual fue previamente desinfectado y en-
juagado con Solucion Tween 80. Se procedié a evaluar la presencia de huevos con el

método Bailenger.

Figura 4.4. Disefio y esquema del SBR. Adaptado de Duarte (2022)
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¢ Diagnostico de huevos de Ascaris spp. en un Sistema de Filtro Anaerobio de Flujo
Descendente (FAFD).

Para el diagndstico de remocién de huevos, inicialmente se tuvo en cuenta el volumen de
agua residual sintética tratada por el sistema de Filtro Anaerobio de Flujo Descendente
(Tabla 4.5). En este sistema, se trata un volumen de 15.68 L de agua residual sintética en
un periodo de 24 horas, el cual fue calculado utilizando como trazador la rodamina. Par-
tiendo de este valor, se establecié que el sistema realiza un tratamiento de 5L de agua
residual sintética, en un periodo de tiempo de 7 horas: 40 minutos. A razén de esto, se
implementd el diagndstico inicial en un volumen de 5L, para determinar la presencia/au-
sencia de huevos de Ascaris spp. en el filtro anaerobio de flujo descendente. En la figura

4.5, se aprecia el disefio del FAFD.
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Tabla 4.5. Composicién del agua residual sintética.

Compuesto Cantidad (mg/L)
Glucosa 3900
Glicerol 200
Cloruro de amonio 720
Cloruro de sodio 100
Dihidrogeno de fosfato de potasio 60
Cloruro de calcio 48
Sulfato de magnesio hidratado 15

Figura 4.5. Disefio del Sistema del Filtro Anaerobio de Flujo Descendente (FAFD).

Linea
Afluente;

Al igual que en el SBR, en el FAFD, el efluente fue colectado en un balde plastico,
previamente desinfectado y enjuagado con Soluciéon Tween 80, en el que se desarroll6 el

método de Bailenger Modificado.

4.4.2 Enriquecimiento de Agua Residual Sintética con Huevos de
A. suum.

e Suspension Purificada de huevos de Ascaris suum:

La suspension purificada de huevos de Ascaris suum, se obtuvo previamente de hembras
adultas capturadas en el intestino delgado de porcinos, siguiendo el protocolo descrito por
Jensen y colaboradores (2009)

¢ Recuento de la Suspension Purificada de huevos de Ascaris suum:
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Se realiz6 el conteo del numero de huevos presentes en 10 alicuotas de la suspensién

purificada (cada una de 10 pL) en una camara Neubauer.

Se efectlo la sumatoria de los huevos contados por cada alicuota, y se dividié por el
namero de cuadrantes revisados. Lo anterior contribuyo a preparar 6 viales con un valor
estimado de 500 huevos, para posteriormente emplearlos en la inoculacion de las réplicas
de aguas residuales sintéticas a implementar en cada ensayo de remocion de huevos de

helmintos para los sistemas de tratamientos.

El valor promedio en cada alicuota se obtuvo como el resultado del niumero total de huevos
por 0.1 mm? (volumen obtenido de multiplicar el &rea de 1 mm2 x 0.1 mm de profundidad
de la cAmara) (IDRC-IMTA, 2004). El nimero de huevos por mL se obtuvo entonces, al
multiplicar el valor promedio obtenido de cada alicuota por 10.000. Antes de cada conteo,
la suspension fue agitada durante dos minutos en vortex para su homogenizacion (IDRC-
IMTA, 2004; Ortiz, 2017). Una vez obtenidos los datos del numero de huevos por mL en
cada alicuota, se procedio6 a calcular el promedio general de huevos para las 10 alicuotas
evaluadas (22500 huevos/mL; 22,5 huevos/uL) Con este resultado, se obtuvo el volumen
de la suspension purificada a utilizar en la inoculacién de las aguas residuales sintéticas;

el cual fue de 22.2uL, con un valor estimado de 500 huevos.
e Contaminacion artificial de las aguas residuales sintéticas

Los 6 viales preparados con la suspension purificada de huevos de A. suum, se utilizaron

para inocular cada una de las réplicas a analizar en cada biorreactor.

Para el caso del SBR, cada una de las tres réplicas fue de 3L. Dicho volumen ingreso al
tanque de almacenamiento, y fue inoculado con los 500 huevos de Ascaris suum. En el
momento en que el biorreactor finaliz6 cada etapa de llenado, se procedi6 a recolectar el
efluente y realizar el andlisis de remocion pertinente. Se enjuagd el tanque de

almacenamiento con abundante agua de grifo, entre cada una de las réplicas.

Para el FAFD, se utilizé un volumen de 5L para cada una de las tres réplicas; cada volumen
se dispuso en el tanque de almacenamiento, donde posteriormente se realizd la
inoculacion de este con la suspension purificada de huevos. Una vez los 5L inoculados

ingresaron al interior del sistema, se procedio a recolectar el efluente y realizar el analisis
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de remocidn pertinente. Se enjuagoé el tanque de almacenamiento con abundante agua de

grifo, entre cada una de las réplicas.

4.4.3 Remocion de Huevos de A. suum en un SBR, y un sistema
FAFD.

e Reactor Discontinuo Secuencial (SBR):

Cada réplica de 3L de agua residual sintética enriquecida con los huevos, fue tratada por
el Reactor Discontinuo Secuencial (SBR) en un ciclo de 6 horas. Una vez finalizado el ciclo
de tratamiento, cada réplica fue colectada en un balde plastico, previamente desinfectado
con Hipoclorito de Sodio, lavado con jabon liquido y enjuagado con Solucién Tween 80,

con el fin de evaluar la presencia de los huevos.
e Sistema de filtro anaerobio de flujo descendente (FAFD):

Cada réplica de 5L de agua residual sintética enriquecida con los Huevos de A. suum, fue
tratada por el sistema FAFD en un periodo de tiempo de 7 horas: 40 minutos. Una vez
finalizado el tratamiento, se evalué la presencia de los huevos para cada una de las réplicas
por medio del método de Bailenger modificado. Cada replica se colecto en balde plastico,

previamente desinfectados.

v" Recuento del nimero de huevos de A. suum por volumen de cada muestra (L)

(Método de Bailenger Modificado).

Una vez colectada cada réplica, se le empled el método de sedimentacion de Bailenger
(descrito anteriormente), con el fin de calcular el nimero de huevos, en los efluentes

tratados tanto por el SBR, como por el Sistema FAFD.

v Porcentaje de recuperacion de huevos de A. suum:

Para cada réplica de cada sistema de tratamiento, se realiz6 el analisis microscopico de
todo el volumen del sedimento suspendido con solucion de sulfato de zinc resultante del

método de Bailenger, dicha observacion se llevé a cabo en el portaobjetos McMaster.

Una vez realizado el conteo de huevos, se calcul6 el porcentaje de recuperacién para cada réplica;
lo cual se logr6 comparando el nimero de huevos recuperados en el sedimento, y el nimero de
formas parasitarias utilizadas en la contaminacién artificial (estimado de 500 huevos), siguiendo la

ecuacion:
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N°promediodehuevosrecuperadosencadaréplica

% de Recuperacion x100

N°deparasitosutilizadosenlacontaminaciénencadaréplica

4.4.4 Analisis posterior a los ensayos piloto de remocion de
huevos de A. suum en los dos sistemas de tratamientos.

Una vez realizado el ensayo piloto de remocién de huevos de Ascaris suum para ambos
sistemas de tratamientos, se extendio la deteccion de huevos en 7 réplicas de agua tratada
en cada biorreactor con el fin de evaluar si continuaban saliendo los huevos o habian sido
removidos en el sistema. Para el caso del SBR, cada réplica siguiente, contd con un
volumen de 9 L, colectados cada 18 horas (3 ciclos de tratamiento). El volumen de agua
residual sintética evaluada se aumento el triple, con la finalidad de facilitar la colecta de los
efluentes a analizar. Este procedimiento permitio establecer la presencia/ausencia de
huevos de A. suum en los efluentes posteriores al ensayo piloto. Para el caso del FAFD,
las siguientes 7 réplicas, se trabajaron con un volumen de 10 L, colectados cada 15 horas
y 20 minutos, al igual que en el SBR, esto facilito la recoleccién de los efluentes. Antes de

cada andlisis, se tuvieron presentes los valores de pH y turbidez del agua.

4.5 Analisis de resultados

Se construyeron dos bases de datos en el programa Microsoft Excel®. Se utilizé estadistica
descriptiva y la prueba de chi-cuadrado. Las diferencias se consideraron significativas con
un valor de P<0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron en los programas

Microsoft Excel® y R-studio.
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5.Resultados

5.1 Determinacién de protozoarios e identificacion de
Giardia spp Toxoplasma gondii, y Cryptosporidium
Spp. presentes en aguas de riego.

Tabla 5.1. Resultados obtenidos en la deteccién molecular de Giardia spp. en

muestras de gua provenientes del antiguo distrito La Ramada.

Prevalencia de Giardia spp. en el Antiguo distrito La Ramada
. (n=96)
Sitio de
Muestreo
N° de muestra colec- - .
o Muestras positivas Prevalencia
tada por sitio
1* 16 2 2,08%
2* 16 0 -
3* 16 1 1,04%
4x* 16 0 -
S5** 16 1 1,04%
6** 16 6 6,25%
TOTAL 96 10 10,41%

*Zona agricola, Antiguo Distrito La Ramada
**Zona Urbana-Industrial, Antiguo Distrito La Ramada

Como se observa en la tabla 5.1, de las 96 muestras de agua para riego provenientes del
antiguo distrito de La Ramada analizadas en este estudio, el 10,41% (10/96), fueron
positivas para la presencia de Giardia spp por gPCR. Con respecto al total de las muestras
evaluadas (n=96), el punto 6 presentd una prevalencia del 6,25% (6/96), seguido por el
punto 1 con un 2,08% (2/96), y los puntos 5y 3 con un 1,04% (1/96). De acuerdo con la
ubicacion geogréfica, se evidencia que la zona Urbana-Industrial (puntos 5y 6), presento
una mayor contaminacion por este parasito (7,29% (7/96)), mientras que la zona agricola
(puntos 1 y 3) mostré un 3,12% (3/96) de prevalencia. En el anexo 9, se evidencian los

resultados analizados por gPCR, para cada una de las 96 muestras de aguas analizadas.
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Tabla 5.2. Resultados obtenidos en la deteccion molecular de Giardia spp. por sitio

de muestreo y temporada de colecta (Lluviay Seca).

Temporada Lluvia Temporada Seca
Sitio de (junio, octubre, noviembre) n=36 (julio, agosto, septiembre) n=60
Muestreo
Mues. col. Muestras Prevalen- | Mues. col. Muestras  Prevalen-
por sitio positivas cia por sitio positivas cia
1* 6 2 5,55% 10 0 -
2% 6 0 - 10 0 -
3* 6 1 2,77% 10 0 -
4% 6 0 - 10 0 -
B** 6 0 - 10 1 1,66%
6** 6 4 11,11% 10 2 3,33%
TOTAL 36 7 19,44% 60 3 5%

Mues. col. por sitio (Muestras colectadas por sitio)
*Zona agricola, Antiguo Distrito La Ramada
**Zona Urbana-Industrial, Antiguo Distrito La Ramada

Como se indica en la tabla 5.2, de acuerdo con la temporada de colecta, el 19,44% (7/36)
de muestras fueron positivas para Giardia spp., durante la temporada de lluvias, mientras

gue el 5% (3/60) lo fue durante la temporada seca (Tabla 5.2).

Para el caso de la deteccion de Cryptosporidium spp., y Toxoplasma gondii en las muestras
de agua, desafortunadamente por temas de tiempo e inconvenientes presentados durante
la pandemia actual ocasionada por el SARS-CoV-2, no se logré poner a punto los
protocolos establecidos. A pesar de usar la metodologia referenciada por Burnet et
al,(2013) y anteriormente haber sido puesta en marcha en la tesis de maestria titulada:
“Deteccion y caracterizacion molecular de los parasitos de interés en salud publica: Giardia
duodenalis, Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii vy
Entamoeba histolytica, en agua cruda y tratada de cuatro plantas potabilizadoras del
Departamento de Narifio (Colombia)” llevada a cabo en el laboratorio de parasitologia de
la Universidad nacional de Colombia por la profesional Claudia Sanchez, no se lograron
obtener resultados satisfactorios en diferentes experimentos realizados, bajo las mismas
condiciones anteriormente expuestas en la metodologia. En dichos ensayos, a pesar de

usar controles positivos de Cryptosporidium, las pruebas evidenciaron la ausencia de
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material genético del protozoario, al no apreciarse valores de Ct en las reacciones
realizadas: ADN puro, diluciones: 1/5 (1:4) y 1/10 (1:9). No se detectd sefal fluorescente
gue cruzara el umbral de ciclos (Anexos 11 y 12). Al igual que en lo anteriormente
reportado, los resultados obtenidos en varios ensayos de gPCR para muestras de materia
fecal positivas a Cryptosporidium spp. (concentracion de ADN: 7.3ng/uL), demostraron
datos negativos para la amplificacion del material genético. En los anexos 11 y 12, se
muestran los resultados de la qPCR, y la ausencia de sefal fluorescente en las reacciones
realizadas. Los resultados obtenidos en el analisis por electroforesis para Cryptosporidium
spp. en ambos ensayos, demostraron la ausencia de bandas en el gel de agarosa. Esto
corroboré la no amplificacion de material genético para este parasito en la muestra de
materia fecal (Anexo 13).

Para el caso de Toxoplasma gondii, tampoco se logré la deteccion de sefal fluorescente
para ninguna de las reacciones realizadas utilizando el control positivo (ADN extraido de
una muestra de materia fecal positiva con ooquistes del parasito). No se apreciaron valores
de Ct en las reacciones realizadas: ADN puro, diluciones: 1/4 (1:3) y 1/8 (1:7). A pesar de
seguir las condiciones experimentales referenciadas en el protocolo de Temesgen et al.,
(2019) y Ortiz et al., (2020) previamente usados en la deteccién de Toxoplasma gondii a

partir de muestras ambientales.

5.1.1 Correlacion de los resultados de la deteccion de Giardia
spp., mediante gPCR con algunas variables fisico-quimicas
y microbiologicas consideradas en el estudio

A partir del analisis de chi cuadrado realizado con la informacion obtenida sobre variables
fisico-quimicas y microbioldgicas analizadas y evaluadas en las 96 muestras de aguas en
las tesis de Carlos Sanchez, titulada: “Evaluacion de la toxicidad en sedimentos de los
canales del Distrito de Riego de La Ramada mediante la utilizacion de dos bioensayos”y
Alejandra Oviedo, titulada: “/dentificacion de bacterias resistentes a betalactamicos en
aguas para riego agricola en La Ramada, Cundinamarca”; las cuales hacen parte del ma-
croproyecto titulado: “Identificacion de contaminantes emergentes y microbiolgicos, anéa-
lisis metagendmico bacteriano y perfil de resistencia a antibioticos en aguas de riego y
hortalizas de la Sabana occidental de Cundinamarca” del 2018; se logr6 considerar estas

variables vs. los resultados positivos para la presencia de Giardia spp. obtenidos en este
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trabajo, se determind que existen asociaciones estadisticamente significativas entre la pre-
sencia de Giardia spp. en las muestras de agua evaluadas y los datos de Coliformes totales
(NMP/100mL) (0.001); E. coli (NMP/100mL) (0.000) y EC (uS/cm) (0.022). Para las varia-
bles pH, Temperatura, DQO, OD, DBO5 se determiné que no existen interacciones esta-
disticamente significativas que muestren una asociacion con la presencia de Giardia spp.
(anexo 10)
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5.2 Evaluacién de lapresencia de parasitos (protozoarios
y helmintos) en hortalizas.

La deteccién de parasitos en hortalizas cultivadas en la zona de La Ramada evidencié que
el 49,16% (59/120) de las muestras (lechuga y apio), fueron positivas con al menos un
huevo de helminto u (oo)quiste de protozoario. En la tabla 5.3, se discriminan las
prevalencias de helmintos y protozoarios detectados en las 120 muestras de hortalizas

evaluadas en este estudio.

Tabla 5.3. Niamero y prevalencia de muestras positivas por cada parasito detectado

en las hortalizas evaluadas

. Antiguo Distrito La Ramada (n=120)
Parasitos
M. Pos. Prev. X Min-Max

< Ascaris spp. 33 (27,50%) 0,433 0-8
£ Ancylostomideos 11 (9,16%) 0,142 0-4
T8
3% Hymenolepis spp. 2 (1,66%) 0,017 0-1

o
8= Trichuris spp. 2 (1,66%) 0,017 0-1
(O]
2 Capillaria spp. 1 (0,83%) 0,008 0-1
é =2 Entamoeba spp. 18 (15%) 0,458 0-17
o
@ % Giardia spp. 9 (7,50%) 0,125 0-3
2 g Cryptosporidium spp. 4 (3.33%) 0,058 0-3
2 N
8 < Endolimax spp. 1 (0,83%) 0,008 0-1

M. Pos. (Muestras positivas); Prev. (prevalencia); X (valor promedio de huevos de helmintos y
(oo)quistes de protozoos en 30g de material vegetal analizado); Min-Max (Valores minimos y
maximos de los parasitos detectados en hortalizas)

De los parasitos detectados en este estudio, Ascaris spp. fue el mas prevalente con un
27,50%, seguido por Entamoeba spp con un 15%, Ancylostomideos coun 9,16 y Giardia
spp con un 7,50%. Los datos demostraron que el 33,33% (40/120) de las hortalizas, fueron
positivas con algun huevo de helminto, siendo Ascaris spp. con un promedio de 0.43
huevos/30g de muestra analizada, seguido por Ancylostomideos, Hymenolepis spp.,

Trichuris spp. y Capillaria spp.
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El 23,33% (28/120) de las hortalizas, fueron positivas con algin (oo)quiste de protozoario,
siendo Entamoeba spp. el protozoario mas representativo, con un promedio de 0.45

quistes/30 g, seguido por Giardia spp., Cryptosporidium spp., y Endolimax spp.

Con respecto al lugar de muestreo, Entamoeba spp se detecto en los tres puntos: Tabaco
(punto 1), Marengo (punto 2) y Villa Cetty (punto 3), llamando la atencion una muestra de
lechuga en la que se encontraron 17 quistes, proveniente del punto 3 (zona urbana). De
acuerdo al nimero de muestras evaluadas, el punto 1 (n=93) demostrd las mayores
prevalencias para los dos grupos de pardsitos; los helmintos estuvieron presentes en el
38,70% (36/93) de las muestras y los protozoarios en el 22,58% (22/93). Este punto, tuvo
la mayor diversidad de parasitos; predominando Ascaris spp., seguido de Entamoeba spp.,

Giardia spp., y Ancylostomideos.

El sitio 2 reporto una prevalencia de helmintos del 19,04% (4/21), punto en el cual, solo se
detecto la presencia de huevos de Ancylostomideos. Para los protozoarios, se registré una
prevalencia del 38,09% (8/21), siendo Entamoeba spp. el de mayor positividad 19,04%
(4/21), seguido de Giardia spp. En el punto 3, no se evidenciaron huevos de helmintos, sin
embargo, fue observado un 33,33% (2/6) de prevalencia para Entamoeba spp. en las

hortalizas colectadas en este sitio.

Los datos reportaron ademas que el 7.5% (9/120) de los vegetales evaluados, estaban
contaminadas simultaneamente con algun huevo de helmintos y (oo)quistes de
protozoarios. El 5,83% (7/120) de estas muestras se colectaron en el punto 1; la muestra
con mayor diversidad de parasitos presentd 4 huevos de Ancylostomideos, 1 huevo de
Capillaria spp. y 3 ooquistes de Cryptosporidium spp. El 1,66% (2/120) restante, fueron
muestras colectadas en el punto 2. Las dos muestras evidenciaron la presencia de huevos
de Ancylostomideos y quistes de Entamoeba spp. EIl punto 3 (Villa Cetty), no reportd
muestras con presencia de huevos de helmintos. En el Anexo 16 se evidencia parte del

registro fotogréafico de los parasitos detectados.
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Tabla 5.4. Prevalencia de parasitos detectados en tres sitios de muestreo del antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada.

Tabaco (n=93)

Marengo (n=21)

Villa Cetty (n=6)

parasitos M o Min- | M . Min- o Min-
PoS. Prev. X Max | Pos. Prev. X Max M. Pos. Prev. X Max
o Ascaris spp. 33 (354%) 0,55 0-8 0 (0%) - - 0 (0%) - -
&
(2]
g Ancylostomideos 7 (7,57%) 0,11 04 4 (19,0%) 0,28 0-3 0 (0%) - -
E
£  Hymenolepis spp. 2 (2,15%) 0,02 0-1 0 (0%) - - 0 (0%) - -
<
&S Trichuris spp. 2 (2,15%) 0,02 0-1 0 (0%) - - 0 (0%) - -
T capillaria spp. 1 (1,07%) 0,01 O0-1 0 (0%) - - 0 (0%) - -
g Entamoeba spp. 12 (12,9%) 0,27 0-6 4 (19,0%) 0,28 0-3 2 (33,3%) 3,83 0-17
2
g & Giardia spp. 7 (7,52%) 0,13 0-3 2 (9,52%) 0,09 0-1 0 (0%) - -
22 .
B2 gggptosr’o”d'“m 4  (430%) 007 03| O (0%) - - 0 (0%) - -
’g\ .
§, Endolimax spp. 1 (2,07%) 0,01 0-1 0 (0%) - - 0 (0%) - -

M. Pos. (Muestras positivas); Prev. (prevalencia); X (valor promedio de huevos de helmintos y (oo)quistes de protozoos en 30g de material
vegetal analizado); Min-Max (Valores minimos y maximos de los parasitos detectados en hortalizas)
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Tabla 5.5. Prevalencia de parasitos detectados en lechuga y apio, provenientes del

antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada.

Lechuga (Lactuca sativa). n=108 | Apio (Apium graveolens). n=12
Parésitos
Muest. o Min- | Muest. o Min-
Pos. Prev. X Max Pos. Prev. X Max
o Ascaris spp. 33 (30,55%) 0,481 0-8 0 (0%) - -
8
2] -
e Q”Cylosmm' 11  (10,18%) 0,157 0-4 0 (0%) . -
c deos
£ Hymenolepis
s v P 2 (1,85%) 0,018 0-1 0 (0%) - -
< SPp.
©
&8 Trichuris spp. 2 (1,85%) 0,018 0-1 0 (0%) - -
®
=}
T capillaria spp. 1 (0,92%) 0,009 0-1 0 (0%) - -
(%]
% Entamoebaspp.| 12  (11,11%) 0,425 0-17 6 (50%) 0,75 0-3
(@]
S
§ > Giardia spp. 8 (7,4%) 0,12 0-3 1 (8,33%) 0,166 0-2
=3
0n < idi
g~ Cryptosporidium |, (3.7%) 0064 0-3 0 %) - -
©  Spp.
=
’g Endolimax spp. 1 (0,92%) 0,009 0-1 0 (0%) - -

Prev. (Prevalencia); X (valor promedio de huevos de helmintos y (oo)quistes de protozoos en 30g de
material vegetal analizado); Min-Max (Valores minimos y maximos de los parasitos detectados en
hortalizas)

De acuerdo con el tipo de hortaliza examinado, se constatd que el 37,03% (40/108) de las
lechugas, fueron positivas con algin huevo de helminto; siendo Ascaris spp. el mas
prevalente con un 30,55% (33/108). El 19,44% (21/108) fue positivo con algin (oo)quiste
de protozoario; siendo Entamoeba spp., el mas comdn con un 11,11% (12/108). Para el
apio, se observd Unicamente presencia de protozoarios, siendo Entamoeba spp (50%) la

mas prevalente, seguida de Giardia spp (8,33%) (tabla 5.5).

Concerniente a la temporada, en la época de lluvias se observaron tanto helmintos (16,90%

(12/71)), como protozoarios (23,94% (17/71)). Para la época seca, se registr0 una
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prevalencia del 57,14% (28/49) de helmintos, y del 22,44% (11/49) de protozoarios (Tabla
5.6).

Tabla 5.6. Prevalencia de parasitos detectados en hortalizas colectadas en temporada
[luviay seca, en el antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada.

Lluvian=71 Seca n=49
Parasitos

Muest. Prev % Min- | Muest. Prev % Min-

Pos. ) Max Pos. ) Méax
§ Ascaris spp. 10 (14,08%) 0,253 0-8 23  (46,93%) 0,693 0-3
' .
g Qgg'osmm" 2 (2,81%) 0,028 0-1 9  (18,36%) 0,306 0-4
£ .
2 g'g;“eno'ep's 1 (1,40%) 0,014 01 | 1  (2,04%) 0,020 0-1
L .
2 Trichuris spp. 1 (1,40%) 0,014 0-1 1 (2,04%) 0,020 0-1
>
(0]
£ Capillaria spp. (0%) - - 1 (2,04%) 0,020 0-1

7]

S  Entamoebaspp. | 12  (1690%) 0,521 0-17 | 6  (12,24%) 0367 06
S

2 Giardia spp. 5 (7,04%) 0,126 03 | 4  (816%) 0,122 0-2
£8

2= Cryptosporidi

= Sggpos'“o“ ium 1 (1,40%) 0,014 01 | 3  (612%) 0,122 0-3
z

(@]

& Endolimax spp. 0 (0%) - 1 (2,04%) 0,020 0-1

Prev. (Prevalencia); X (valor promedio de huevos de helmintos y (oo)quistes de protozoos en 30g de
material vegetal analizado); Min-Max (Valores minimos y maximos de los pardsitos detectados en
hortalizas)

Analizando los comportamientos especificos de las temporadas (seca y lluviosa) para cada
una de las colectas, se logr6 determinar que, aunque se tomdé un menor ndmero de
muestras en época seca, se observé una mayor prevalencia de helmintos en estos
alimentos, siendo Ascaris spp. (46,93% (23/49)) el mas comun, con un promedio de
0,69huevos/30g. Respecto a los protozoarios los valores fueron muy similares, siendo el

género Entamoeba spp. el mas representativo.

También fueron observadas larvas de nematodos, en el 39,16% (47/120) de las muestras,
con un promedio de 1,68 larvas/30g de muestra analizada (Tabla 5.7, anexo 18), siendo el

punto 1, el que presento los valores maximos de estos microorganismos.
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Tabla 5.7. Prevalencia de larvas de nematodos detectadas en muestras de hortalizas.

Larvas
de nema-
to-
dos/30g

Tabaco Marengo Villa Cetty

(Sitio 1; n=93) (Sitio 3; n=21) (Sitio 4; n=6)
Muest. o Min- | Muest. o Min-| Muest. o Min-
Pos. Prev. X Méax | Pos. Prev. X Méax | Pos. Prev. X Max
37 39,78 1,91 0-33 7 33,33 0,57 0-3 3 50 4 0-19

Prev. (Prevalencia); X (valor promedio de huevos de helmintos y (oo)quistes de protozoos en 30g
de material vegetal analizado); Min-Max (Valores minimos y maximos de los parasitos detectados

en hortalizas)

Por microscopia de inmunofluorescencia se reportaron 7 (5,83%) muestras positivas para

Giardia spp. Yy 4 (3,33) muestras positivas para Cryptosporidium spp. con esta técnica; No

se evidencio la presencia simultdnea de estos (Anexo 17).
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5.3 Ensayos piloto paralaremocion de huevos de Ascaris
suum., como indicador de calidad parasitolégica en
agua de riego

5.3.1 Diagnoéstico de huevos de helmintos en los efluentes
producidos por un SBRy un sistema FAFD

Al momento de realizar el diagnostico de huevos de helmintos presentes en los efluentes
producidos en los sistemas de tratamiento del Reactor Discontinuo Secuencial (SBR) y del
Sistema de Filtro Anaerobio de Flujo Descendente, mediante el uso del método de
Bailenger modificado, no se evidencié la presencia de estas estructuras en ninguno de los

dos sistemas.

5.3.2 Enriquecimiento de Agua Residual Sintética con Huevos de
A. suum.

La suspensiéon de Ascaris suum purificada, presenté un valor promedio de 22500
huevos/mL, con desviacion estandar de 0,45 en las 10 alicuotas evaluadas. De acuerdo
con esto se tomaron 22.2uL de dicha suspensién que contenian aproximadamente 500

huevos, para inocular las réplicas de agua residual sintética que fueron analizadas.

5.3.3 Remocién de Huevos de A. suum en un SBR, y un sistema
FAFD.

e SBR, Ensayo de remocién: Recuento de huevos de A. suum por cada réplica de 3

Litros.

En la tabla 5.8 se evidencia el recuento de huevos de A. suum en cadmara de Mcmaster
para el sedimento obtenido en cada una de las tres réplicas. En este caso, no se observo

la presencia de huevos de A. suum en el ensayo piloto del SBR.
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Tabla 5.8. Deteccion de huevos de Ascaris spp. en un SBR. (Ensayo remocion)

Reactor Discontinuo Secuencial (SBR)

Réplica A X (mL) P (mL) 2 camaras V(L) N=AX/PV
1 0 9 0,3 3 0
2 0 4.5 0,3 3 0
3 0 3 0.3 3 0

N = nimero de huevos por litro de la muestra de agua (3L); A = numero de huevos contados en el portaobjetos
de McMaster o promedio del recuento en dos o tres portaobjetos; X = volumen del producto final (mL); P =
volumen del portaobjetos de McMaster (0,3 mL); V = volumen de la muestra original (3L).

Al no detectarse ningun huevo de A. suum, se logro determinar que el porcentaje de huevos
recuperados para cada una de las tres réplicas fue de 0%, lo que demuestra una remocion

del 100% de los huevos de A. suum, por parte del SBR en las réplicas evaluadas

e Sistema FAFD, Ensayo de remocion: Recuento del numero de huevos de A. suum

por 5 Litros, para cada una de las 3 réplicas desarrolladas.

Se observé la presencia de un huevo de A. suum para la tercera réplica evaluada. En la

tabla 5.9 se report6 un valor de 1.66huevos/L del efluente evaluado para la réplica 3.

Tabla 5.9. Detecciéon de huevos de Ascaris spp. en un Sistema de Filtro Anaerobio de

Flujo Descendente (FAFD). (Ensayo remocién)

Sistema de filtro anaerobio de flujo descendente (FAFD)

Réplica A X (mL) P (mL) 2 camaras V(L) N=AX/PV
1 0 25 0,3 5 0
2 0 25 0,3 5 0
3 1 25 0.3 5 1.66

N = numero de huevos por litro de la muestra de agua (3L); A = nimero de huevos contados en el portaobjetos
de McMaster o promedio del recuento en dos o tres portaobjetos; X = volumen del producto final (mL); P =
volumen del portaobjetos de McMaster (0,3 mL); V = volumen de la muestra original (3L).

El porcentaje de recuperacion evidencio valores del 0% para las réplicas 1 y 2; mientras

que para la réplica 3 obtuvo un valor del 0.2%. En promedio, para las tres replicas se calculd
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un porcentaje de recuperacion de 0.06%. Lo que representa, un porcentaje de remocion del

99.94% en las tres réplicas de aguas residuales sintéticas tratadas por el sistema FAFD.

5.3.4 Andlisis posterior a los ensayos piloto de remocién de
huevos de A. suum en los dos sistemas de tratamientos.

¢ SBR: Recuento del numero de huevos de A. suum por 9 Litros, para cada réplica

desarrollada.

No se registré la presencia de huevos de A. suum para ninguna de las siete réplicas

evaluadas. El SBR mostré una remocion en aguas residuales sintéticas del 100%.

e Sistema FAFD: Recuento del nimero de huevos de A. suum por 10 Litros, para

cada réplica desarrollada.

No se registré la presencia de huevos de A. suum para ninguna de las siete réplicas

evaluadas. El FAFD mostré una remocién en aguas residuales sintéticas del 100%.
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6.Discusion

6.1 Determinacion de protozoarios e identificacion de Giardia
spp Toxoplasma gondii, y Cryptosporidium spp. presentes en
aguas de riego.

6.1.1 Giardia spp.

Para deteccién de los géneros Giardia y Cryptosporidium por PCR en tiempo real, se
empled el sistema Taq Man en strips de 8 pozos (Applied Biosystems). Las reacciones se
realizaron en un volumen total de 10 uL para Giardia spp.; 8 uL constituidos por los primers,
la sonda y la Master mix. Se utilizaron 2 uL del ADN templete para Giardia spp. Las
muestras se procesaron en un equipo Bio-RAD cfx96. En la tabla 6.1 se aprecian los

volumenes para una unica reaccion.

Tabla 6.1. Volumen por reaccion para la deteccion de Giardia spp.

., . ., . 1 reaccién
. Concentracion unida- Concentracion unida-
Reactivo C . Volumen
Stock (inicial) des final des
(pL)
Master mix 2 X 1 X 5
Primer Fw Giardia 10 uM 1.4 uM 1.4
- Spp. - -
Primer Rv Giardia 10 uM 1.4 uM 1.4
spp.
Sonda Giardia spp. 5 uM 0,14 uM 0,28
Templete 2

En la siguiente tabla 6.2, se aprecia el perfil térmico utilizado para la deteccion de Giardia
spp.

Tabla 6.2. Perfil térmico para la deteccion de Giardia spp. en muestras ambientales

PCR (40 Ciclos)

. UNG Activacion de — - -
Parametro Incubacién  la Polimerasa Desnaturalizacién  Anillamiento y ex-
del ADN tension del ADN
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Tiempo 02:00 10:00 00:15 01:00

(mm:ss)
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la gPCR, para la deteccién de Giardia spp, estos
concuerdan con los reportes encontrados en la literatura, ya que este parasito es
considerado uno de los principales microorganismos transmitidos a través de aguas y
alimentos (Spanakos et al., 2015). Los valores de prevalencia mas elevados fueron
determinados en las muestras procedentes de los puntos de colecta clasificados dentro de
la zona con actividad urbana-industrial. Esto puede corresponder a que, Giardia spp se
encuentra distribuida de manera considerable en el ambiente, llegando a afectar al hombre
y a un gran numero de animales, ya que su transmision es muy exitosa a través de fuentes
de agua que han sido contaminadas con heces, por vertimientos de desechos domésticos
e industriales, por descargas de lixiviados, por la cercania con granjas, zonas agricolas,
zonas de produccién animal, por escorrentia, entre otras situaciones (Moreno et al., 2018;
Spanakos et al., 2015; Bodley-Tickell et al., 2002). De acuerdo con esto, se podria inferir
que el hallazgo de quistes de Giardia spp., en las muestras de agua provenientes de La
Ramada, no es una sorpresa, ya que este podria deberse a la reunion de varios factores
mencionados anteriormente. En esta zona se pueden apreciar varias situaciones que ponen
en riesgo la calidad de estas fuentes. Sumado a esto, es importante agregar que los quistes
de estos parasitos poseen caracteristicas que les permite sobrevivir a condiciones
ambientales adversas y que esta comprobada su resistencia a los desinfectantes

comunmente utilizados en los tratamientos de agua (Dumetre et al., 2012).

La identificacién de parasitos protozoarios transmitidos por el agua (WPP, por sus siglas en
inglés: waterborne protozoan parasites), tiene implicaciones en salud publica.
Investigaciones enfocadas a matrices ambientales, estipulan que estos microorganismos
pueden encontrarse en el agua en concentraciones lo suficientemente altas para generar
una infeccién (dosis infectiva minima (DIM) = 10 a 25 quistes), pero no lo suficientes como
para ser detectadas por métodos tradicionales (Moreno et al., 2018). Por esta razon, se
hace necesario el uso de técnicas mas sensibles, como son las técnicas moleculares, para
el diagndstico de estos parasitos en diferentes muestras ambientales, incluidas las aguas

para riego de cultivos.

En los dltimos afios, varios estudios han informado la deteccion de Giardia en aguas

empleadas para la agricultura (Palacios 2017). Spanakos et al. (2015) pesquisaron plantas
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de tratamiento biologico en tres regiones de Grecia, evidenciando la presencia de este
microorganismo, a la vez que sugieren que la causa mas probable de contaminacion es por
accion de la escorrentia, de heces de animales salvajes y/o domésticos (Spanakos et al.,
2015). Bodley-Tickell et al., (2002) afirman que la presencia de rebafios de terneros,
bovinos y otros mamiferos de granja aledafios a los canales de riego, pueden aumentar la

probabilidad de contaminacion en diferentes épocas del afio.

A nivel Latinoamérica Giardia, Cryptosporidium, T. gondii y C. cayetanensis son los
parasitos mas frecuentemente reportados contaminando aguas y alimentos (Rosado-
Garcia et al., 2017). Brasil abandera las investigaciones sobre este tdpico, ya que en los
ultimos afios se han presentado un gran niumero de brotes atribuidos a estos protozoos.
Razzolini et al., (2010), evaluaron aguas superficiales encontrado que el 41.7% de las
muestras fueron positivas para Giardia en un rango de 0 a 3.4 quistes/L, resultados

superiores a los encontrados en nuestro estudio (10,41%).

En Colombia, investigaciones realizadas por Alarcon et al., (2005); Zarate Ospina, (2019) y
Ortiz, (2017) han reportado la presencia de parasitos protozoarios en muestras de agua
para riego. Al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo (Giardia spp
10,41%) con los descritos en estos estudios, se observa que la presencia de Giardia spp.
coinciden con los datos reportados por los autores en cuanto a la deteccién del protozoario

en aguas para riego.

Los datos reportados (tabla 5.2) también evidenciaron la presencia de Giardia spp. en
temporada de sequia, temporada en la que el antiguo distrito, mediante estaciones de
bombeo abastece de agua para riego las areas de la zona. Cubides, (2018); reportd que,
en el antiguo distrito La Ramada, se ha evidenciado el vertimiento de aguas domésticas en
los canales de riego, lo que estaria contribuyendo a la presencia de contaminacion
microbiolOgica en las aguas empleadas en la agricultura. El autor reporté que uno de los
indicadores de la descarga de aguas residuales en los canales de riego, fue la variaciéon de
parametros en temporada seca, especificamente en la salida de los barrios de Villa Cetty y
El Lucero, donde se determiné la influencia negativa de estos barrios, al evidenciar un
aumento de aproximadamente dos unidades logaritmicas de coliformes totales y E. Coli en
el efluente colectado después de transcurrir por dicha zona urbana-industrial. Este hallazgo
contribuye a dilucidar otro aspecto que estaria influenciando la presencia de Giardia spp.
en las muestras de aguas analizadas en este estudio, que es el vertimiento de aguas

residuales domesticas en los canales de riego. La carga contaminante de residuos de
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origen doméstico estd representada por altos porcentajes de materia organica y
microorganismos de origen fecal, como bacterias, virus y parasitos protozoarios (Ortiz et
al., 2012).

La presencia de Giardia spp. en las muestras de aguas, se asimila a lo reportado por el
estudio llevado a cabo en Valencia Espafia, y realizado por Moreno et al. (2018), donde se
detectaron pardsitos protozoarios, en aguas de riego. Los autores evaluaron la presencia
de parasitos como Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp. y Toxoplasma spp. entre otros.
En el caso de Giardia duodenalis, los autores indican que su deteccion podria deberse, al
alto nimero de copias del locus 18S rRNA como objetivo dentro del genoma, lo que mejora

la sensibilidad para su deteccion (Moreno et al. 2018; Nguyen et al., 2016).

Un reciente estudio, desarrollado por Vejano et al.,(2021), cuyo objetivo fue evaluara la
presencia de Giardia duodenalis del Lago Lake (Filipinas), debido al uso del recurso para
la acuicultura, la recreacion y como fuente de riego; logré detectar Giardia duodenalis, en
tres estaciones del lago y siete rios tributarios, por PCR del gen de ARN ribosomal de
subunidad pequefia. El patégeno estuvo presente en el 37,7 % de las muestras de afluentes
(n=69) y en el 16,7 % de las muestras de lagos (n=36). Estos resultados apoyan la
necesidad apremiante de incluir el monitoreo de patégenos protozoarios en el Lago Lake y
sus afluentes para prevenir la infeccién por Giardia spp. en humanos y animales. Los
autores infieren que la presencia de este patdgeno en el recurso, muy probablemente se
deba a la proximidad de &reas con alta actividad antrépica, dadas las descargas de aguas

residuales en estos cuerpos de agua superficiales.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion evidenciaron una asociacion de la
presencia de Giardia spp. y otras variables analizadas en el recurso, como: Coliformes
totales (NMP/100mL), E. coli ((NMP/100mL), y EC (uS/cm). Al revisar la literatura propuesta
por Cubides, (2018) y Sanchez, (2020) (estudios realizados en la zona de influencia), se
logra indicar que la asociacion de la presencia de Giardia spp. con variables microbiol6gicas
y fisicoquimicas, estaria relacionada a la zona urbana del antiguo distrito; la cual se
encuentra aledafia a los canales de riego. Lo antes mencionado, cobra relevancia al
observar que el mayor reporte de muestras positivas para Giardia spp. en muestras de

aguas se obtuvo en la zona Urbana-Industrial, misma zona donde Cubides (2018),
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evidencié un vertimiento de aguas domesticas e industriales al interior de los canales del
antiguo distrito la Ramada, causa probable de la contaminacién del recurso con este

parasito.

Diferentes autores sefialan que la presencia de material genético de Giardia spp. en
diferentes matrices ambientales como aguas superficiales, empleadas para el riego de
cultivos y/o destinadas para consumo humano, podria deberse a la union de diferentes
factores, comenzando con la amplia distribucion del parasito en el ambiente, al ser un
protozoario cosmopolita, que no solo parasita al ser humano sino a otras especies de
animales; la presencia del sector pecuario aledafio a los canales de riego de cultivos;
escorrentia; y por ultimo pero no menos importante, al vertimiento de desechos domésticos

e industriales en los cuerpos de aguas superficiales.

De acuerdo con Carrascal Camacho et al., (2015), la carga organica proveniente de
descargas domestica ayuda a aumentar los valores de Coliformes totales y E. coli en el
recurso. Las descargas domesticas e industriales sin tratamiento previo, pueden contener
quistes de Giardia spp., al ser un protozoario intestinal excretado por las heces de su

hospedero.

6.1.2 Cryptosporidium spp. y Toxoplasma gondii

Para la puesta en marcha del protocolo de gPCR para la deteccion de Giardia spp. Se utilizé
material de referencia de trofozoitos de Giardia duodenalis cepa WB (ATCC) a partir de
cultivo. Con este material, se realiz6 la curva estdndar a partir de las diluciones: 1/4, 1/10,
1/100 y 1/100, cada una por triplicado. Este analisis permitié determinar la eficiencia de la
gPCR.

Para Cryptosporidium spp. las reacciones se realizaron en un volumen total de 10 uL; 7 uL
constituidos por los primers, la sonda y la Master mix. Se emplearon 3 uL del ADN para
este parasito. Las muestras se procesaron en un equipo Applied biosystems 7500. En la

tabla 6.3 se aprecian los volimenes para una Unica reaccion.

Tabla 6.3. Volumen por reaccion para la deteccidon de Cryptosporidium spp.

Concentra- . . . 1 reaccién
. g unida- Concentracion unida-
Reactivo cion Stock . Volumen
T des final des
(inicial) (uL)

Master mix 2 X 1 X 5
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Primer Fw

Cryptosporidium spp. 10 um 1 um 1,1
ane_r _Rv 10 UM L M L
Cryptosporidium spp.
o 5 uMm 0,1 um 0,2
Cryptosporidium spp.
Templete 3

En la tabla 6.4, se aprecia el perfil térmico utilizado en el andlisis para la deteccién de

Cryptosporidium spp.

Tabla 6.4. Perfil térmico para la deteccién de Cryptosporidium spp. en muestras

ambientales
. UNG Activacion de PCR (50 Ciclos)
Parametro Ly . - — - -
Incubacion  laPolimerasa | pesnaturalizacion ~ Anillamiento y ex-
del ADN tensién del ADN
Temperatura 50°C 950C 95°C 60°C
Tiempo 2:00 10:00 0:15 1:00
(mm:ss)

Para este parasito se realizaron dos ensayos de gPCR para la estandarizacién del control
positivo. El primer ensayo se llevé a cabo a partir del material genético extraido de ooquistes
de Cryptosporidium spp. de una muestra de materia fecal, proveniente del banco de
muestras del laboratorio de parasitologia de la Universidad Nacional de Colombia. La
muestra contd con una concentracion de DNA de 12.6ng/uL (puro), de la cual se realizaron
diluciones 1/5y 1/10 (montaje realizado por duplicado). El segundo ensayo partié del ADN
extraido de un concentrado de ooquistes de este parasito, con una concentracion de ADN

de 7.3ng/uL, con dilucionl/4, 1/8 y 1/12 (Montajes realizados por triplicado).

Para la deteccion de Toxoplasma gondii por PCR en tiempo real, se empled el sistema
KiCgStart® en strips de 8 pozos, las reacciones se realizaron en un volumen total de 20 uL;
18 uL constituidos por los primers, la sonda, la Master mix y el agua, (45 ciclos). Se utilizaron
2 uL del ADN templete para dicho parasito. En la tabla 6.5 se muestran los volimenes de

trabajo para este parasito evaluado en el estudio.
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Tabla 6.5. Volumen por reaccion para la deteccién de Toxoplasma gondii.

Concentracién unida- Concentracién unida- 1 reaccién Vo-

Reactivo stock (inicial) des final des lumen (L)
KiCqStart® 2 X 1 X 10
Primer Fw Toxo- 10 uM 0,5 uM 1
plasma gondii
Primer Rv Toxo- 10 UM 0,5 uM 1
plasma gondii
Sonda Toxo_plasma 5 uM 0,25 uM 0,5
gondii
Agua 55
Templete 2

Tabla 6.6. Perfil térmico para la deteccion de Toxoplasma gondii en muestras

ambientales
o, PCR (45 Ciclos)
. Desnaturalizacion — - - —
Parametro Inicial Desnaturalizacion del  Anillamiento y extensién
ADN del ADN
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tiempo (mm:ss) 03:00 00:15 00:30

Tanto las 96 muestras de aguas, como la estandarizacion de los controles positivos para
este parasito, se procesarian en un equipo Applied Biosystems 7500. Lamentablemente,
por inconvenientes en el funcionamiento del equipo termociclador, no fue posible realizar la

deteccion molecular de Toxoplasma gondii en las muestras ambientales.

No obstante, se tomd la decisién de realizar un ensayo inicial de gPCR para controles
positivos de Toxoplasma gondii, a partir del material genético extraido de una muestra
coprolégica en un termociclador BIO-RAD cfx 96; debido a que este equipo cfx 96 Touch,
cuenta en su software, con calibracién de fabrica para el fluor6foro reportero Cy5 (fluoréforo

presente en la sonda para este parasito) (BIO-RAD, 2017).

Los resultados se interpretaron como positivos cuando se observo fluorescencia detectable,
y cuando la curva de fluorescencia cruzo el umbral dando lugar a un Ct menor o igual a 38

(Toxoplasma gondi y Cryptosporidium spp.). Se consideré sefial negativa, cuando no se
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observé fluorescencia detectable, y por ende la ausencia de Ct; asimismo, se consideraron

valores negativos a un Ct mayor a 38.

En cuanto a los resultados obtenidos para Cryptosporidium spp. y Toxoplasma gondi,
(Anexos 11, 12 y 14), no se logro obtener deteccion de sefial fluorescente en la
estandarizaciéon de los controles positivos para estos dos parasitos a partir de muestras de
materia fecal y un concentrado de ooquistes de Cryptosporidium spp. Por lo anterior, no fue
posible realizar la detecciéon de estos por las técnicas moleculares aplicadas, en las 96
muestras de aguas colectadas en el antiguo distrito de riego La Ramada. En el desarrollo
de las técnicas para la estandarizacion, se siguieron las instrucciones y recomendaciones
de cada uno de los reactivos para el desarrollo de los ensayos, como fue el caso de la
TagMan® Universal PCR Master Mix (Technologies Corporation, 2014) y de la KiCgStart®
Probe gPCR ReadyMix™, Low ROX™.  Asimismo se siguieron las concentraciones de
reactivos propuestas en otras investigaciones (Burnet et al., 2013; (Temesgen et al., 2019;
Opsteegh et al., 2010; Ortiz et al., 2020).

La investigacion desarrollada por Moreno et al (2018) (referenciada anteriormente), cuyo
objetivo fue identificar y detectar protozoarios de interés en salud publica en muestras de
aguas; logra establecer que el desempefio de la amplificacién por gPCR de plantillas ricas
en GC, a menudo se ve obstaculizada por la formacion de estructuras secundarias como
horquillas y temperaturas de fusion altas. En el presente estudio, Cryptosporidium spp.
(%GC: 58.46) y Toxoplasma gondii (%GC: 55.35) no evidenciaron valores de Ct para la
estandarizacion de sus respectivos controles positivos. Segun lo reportado por Moreno et
al. (2018), es recomendable evaluar diferentes reactivos y condiciones de gPCR para

optimizar la reaccion.

Como se evidencié en los andlisis de electroforesis en esta investigacion (Anexo 15),
Toxoplasma gondii, aunque no reportd deteccion de sefial fluorescente en el equipo
termociclador Bio-RAD cfx96 por la técnica de qPCR; si evidencié amplificacion del material
genético en todas las reacciones realizadas para el ADN extraido de una muestra de
materia fecal, o que estaria indicando no solo un éptimo desempefio por parte de la

extraccion del material genético, realizada con el Kit MP Bio Soil, sino que ademas, la
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posible ausencia de sefial podria deberse a la compatibilidad de los reactivos con el equipo
(Moreno et al., 2018; Fletcher et al., 2012; Bradley et al., 2016).

Uno de los factores que puede afectar la precision de los resultados de la PCR en tiempo
real, podria deberse a una incompatibilidad entre reactivos y termociclador; para el caso de
la KiCqStart® Probe qPCR ReadyMix™, Low ROX™, se recomienda emplear el software
de Applied Biosystems, ya que normaliza las sefiales del colorante. Esta normalizacion
puede compensar variaciones menores en la intensidad de la sefial, o que resulta en una
mejor precision. Todos los reactivos de PCR en tiempo real de Applied Biosystems
contienen colorante ROX™ (Applied Biosystems, 2008).

A pesar de lo mencionado anteriormente, no se reportd ninguna secuencia amplificada para
Cryptosporidium spp., por lo que la deteccién por gPCR fue negativa para este patégeno
en las muestras evaluadas para su estandarizacién: materia fecal positiva con ooquistes y
concentrado de ooquistes. Estos hallazgos podrian estar relacionados con la baja presencia
de ooquistes en la muestra de materia fecal (Payment et al., 2000), o por otro lado, con el
método de extraccion para el material genético. Esto se podria considerar, ya que, en
ninguna de las dos matrices evaluadas para su estandar, se obtuvo amplificacion de la
regionl8S rRNA (Moreno et al. 2018).

De acuerdo a lo reportado por Toledo et al.,, (2018), donde se evaluaron diferentes
combinaciones de métodos de lisis de ooquistes de Cryptosporidium spp., determinaron,
gue la combinacion de lisis alcalina, junto con un kit comercial, resulta efectivo cuando se
utiliza materia fecal como punto de partida. Los autores concluyen que un protocolo
optimizado logra mejorar la sensibilidad del diagndstico molecular de Cryptosporidium spp.
notablemente, lo cual posibilitaria la deteccion del parasito en muestras con bajo nimero
de ooquistes. Dado esta informacion, se podrian evaluar aspectos a considerar, para la
extraccion de ADN de Cryptosporidium spp. utilizando el Kit MP Bio Soll, tanto en muestras

para su estandarizacion como en las 96 muestras de aguas colectadas en La Ramada.

6.2 Evaluacion de lapresenciade parasitos (protozoarios
y helmintos) en hortalizas.

La evaluacion en la deteccion de parasitos en muestras de hortalizas irrigadas con aguas
de La Ramada logré evidenciar que el 49,16% (59/120) de las muestras (lechuga y apio),

fueron positivas con al menos un huevo de helminto u (oo)quiste de protozoario; lo que
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representa informacion del riesgo pertinente al contacto directo o indirecto con estos
patégenos. Los huevos de helmintos y (oo)quistes de protozoos, son de particular interés,
ya que su remocién en aguas residuales, representa uno de los principales retos en el

tratamiento de este recurso (Almuktar et al., 2018).

Al comparar los resultados obtenidos con los datos de otras investigaciones realizadas en
diferentes regiones de Latinoamérica, se evidencian similitudes en lo reportado. Un estudio
desarrollado por Cazorla et al., (2009), en la ciudad de Coro (estado Falcén de Venezuela);
logré evidenciar la presencia de parasitos intestinales de interés en salud publica, en 127
muestras vegetales, correspondientes a hortalizas colectadas en mercados vy
supermercados. Los andlisis parasitolégicos evidenciaron una deteccion global del 32,28%
(41 muestras), siendo el apio, el repollo y la lechuga, las hortalizas que presentaron
mayores porcentajes de contaminacién parasitaria. Los parasitos intestinales con mayores
prevalencias correspondieron a las especies Ascaris spp. (11,81%), Cyclospora spp.
(8,66%) y Cryptosporidium spp. (5,51%). Lo cual concuerda con los resultados obtenidos,
en cuanto a la presencia de Ascaris spp y Cryptosporidium spp. en las muestras evaluadas
en el presente estudio. No obstante, en razén a Ascaris spp. se reportd una mayor

prevalencia (27,50%), y una menor prevalencia para Cryptosporidium spp. (3.33%).

En ese mismo contexto, una investigacion realizada por Morais et al., (2005), desarrollada
en Parana (Brasil); evidencio en 66 muestras de hortalizas colectadas en 13 fincas, y 181
muestras en 17 mercados locales, la presencia de parasitos intestinales. De las 181
muestras analizadas en mercados locales, 114 (63,0%) se encontraron parasitadas por
protozoos y helmintos intestinales. La lechuga comun, la lechuga rizada y los berros fueron
las hortalizas con mayor contaminacion. Las formas parasitarias con mayor prevalencia
fueron los huevos y larvas de Ancylostomatoideos, correspondiente al 77%. Se encontraron
formas parasitarias de otras especies de helmintos como Capillaria spp. y Trichostrongylus
spp (género de parasito de importancia veterinaria). En razon a los protozoarios, se
detectaron (oo)quistes de lodamoeba spp., Entamoeba spp., Endolimax nana, Toxoplasma
spp., Cystoisospora belli, Sarcocystis spp., y Eimeria spp. (género de parasito de

importancia veterinaria). Estos datos son similares a los reportados en la presente
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investigacion, en cuanto a algunos géneros evidenciados, como Ancylostomideos,

Capillaria spp., Entamoeba spp. y Endolimax spp.

De acuerdo a estos datos, ambos autores sugieren que las hortalizas y vegetales
expendidos en las ciudades podrian constituir muy posiblemente un vehiculo para la
diseminacion de estos agentes patdgenos (Cazorla et al., 2009); por lo que exponen los
desafios en razén a la vigilancia epidemioldgica, y en la busqueda de buenas practicas en
la mejora de calidad de vegetales de consumo directo, como el uso de aguas que cuenten
con los estandares de calidad 6ptimos implementadas para riego (Morais Falavigna et al.,
2005).

Varios autores, indican que la contaminacion de hortalizas con parasitos podria deberse al
uso indiscriminado de aguas residuales sin tratamiento previo en la agricultura; lo que, a su
vez, se reflejaria en las altas prevalencias de dichos microorganismos en alimentos. Pérez-
Corddn et al. (2008), discutieron con base a los resultados obtenidos en su estudio; que el
uso de aguas residuales en alimentos de consumo directo aumenta la obtencién de
prevalencias elevadas de pardsitos patdgenos en hortalizas, como lechuga, chochos
(legumbre), cilantro y cebolla china. Los autores evidenciaron la presencia de distintas
especies de parasitos intestinales de interés médico-sanitario, tanto protozoos como
helmintos; no solo en muestras de agua residuales provenientes de acequias y pozos para
usos agricolas (Giardia lamblia, Blastocystis spp., Entamoeba coli, Cyclospora
cayetanensis, Cryptosporidium spp. y Balantidium spp.), sino ademas en alimentos de
consumo directo (Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis., Endolimax nana, lodamoeba
butschlii, Blastocystis spp., Fasciola hepatica y Ascaris lumbricoides) (Pérez-Cordén et al.,
2008). Estos reportes, podrian dilucidar que la reutilizacion de aguas residuales o aguas
residuales diluidas con aguas superficiales en el riego de cultivos, constituyen una fuente

de contaminacion de estos alimentos.

Actualmente, Colombia cuenta con una serie de investigaciones que han evaluado la
calidad de diferentes afluentes del territorio nacional. El Ministerio de Ambiente logro
reportar en el 2012, a partir de un estudio realizado en la cuenca alta del rio Bogot4, la
presencia de Cryptosporidium spp. en el afluente del rio. La concentracion de dicho
microorganismo de origen fecal, constituye un riesgo sanitario al que esta expuesta la
poblacion por el consumo directo e indirecto tanto del recurso, como de los alimentos
producidos a partir del mismo (Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible, 2012). Este

reporte es de gran interés, ya que de acuerdo con lo obtenido con base a la presencia de
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Cryptosporidium spp. en hortalizas, podria justificar, que el uso de estas aguas estaria
jugando un papel fundamental en la contaminacion de estos alimentos. Cuando se
comparan las matrices de hortalizas con las de aguas evaluadas en el presente estudio, la
presencia de Giardia spp. en ambos tipos de muestras (Tabla 5.1 y 5.3) corroboran y
demuestran que las aguas de riego, las cuales circulan por los canales del antiguo distrito
La Ramada, son una fuente de contaminacién con este protozoario, para los alimentos

cultivados en la zona.

Es de resaltar que el hallazgo de (oo)quistes del Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en
hortalizas, expone el peligro potencial que representan estos alimentos. Diferentes autores,
han reportado que los ooquistes de Cryptosporidium spp. y quistes de Giardia spp.,
provenientes de animales domeésticos y silvestres, pueden llegar a causar patologias en
humanos, generando diferentes cuadros clinicos, principalmente en individuos
inmunosuprimidos. Similar condicion exhibe Entamoeba spp, que se detecté con mayor
frecuencia en las muestras vegetales analizadas; estos hallazgos demuestran la
contaminacioén de estos alimentos por residuos fecales. Dichos protozoarios también se han

diagnosticado en lechugas por otros autores (Cazorla et al., 2009; Devera et al., 2006).

Una investigacién desarrollada, en el territorio colombiano por Polo y colaboradores (2016),
logré determinar enteroparasitos en lechuga (Lactuca sativa) cultivada en la zona rural del
municipio de Pasto. El estudio que colecté un total de 105 muestras determind una
contaminacién del 95,25 % con quistes de Entamoeba spp.; 71,43% con ooquistes de
Cystoisospora spp.; y 4,76 % con ooquistes de Eimeria spp. Asimismo, se reporté ademas
la presencia de helmintos. Con base a los factores asociados segun la prueba de ji al
cuadrado, los autores evidenciaron relacion entre los parasitos detectados y variables
evaluadas a partir de encuestas realizadas a la poblacion campesina, como fue el caso de
la asociaciéon de Entamoeba spp. con acequias (canal que conduce agua) (p=0,008),
caninos (p=0,008) y pozos sépticos (p=0,029); y Cystoisospora spp. con el compost
(p=0,0001) y caninos (p=0,0001). El estudio concluyd, que en zonas de cultivo del municipio
de Pasto la contaminacion de lechuga con enteroparasitos puede provenir principalmente

de reservorios animales domésticos, humanos, y el medio ambiente.
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Los datos obtenidos en la tabla 5.5, también muestran similitudes con lo reportado por
Mufoz-Sanchez et al. (2019), quienes evaluaron la presencia de protozoos en 10
restaurantes escolares del municipio de Armenia (capital de Quindio, Colombia), por medio
de la deteccion de ADN de géneros y especies de protozoarios como Cryptosporidium spp.,
Blastocystis spp., Giardia duodenalis, y Cyclospora cayetanensis. La deteccion se evalu6
para 213 muestras distribuidas en alimentos (lechuga, repollo, pepino, zanahoria y tomate),
agua (agua hervida y agua del grifo) y superficies (superficies en contacto con alimentos,
mesones y taburetes). De las 213 muestras evaluadas, 6,6% fueron positivas para
Blastocystis spp., 3,8% para Cryptosporidium spp y 0,9% para G. duodenalis. Sumado a lo
anterior, los autores analizaron 187 muestras de heces analizadas por microscopia éptica
de nifios que frecuentaron los restaurantes, 40 (21,4%) fueron positivas para Blastocystis
spp. ¥ 21 (11,2%) fueron positivas para Giardia spp. Los autores relacionan la alta
prevalencia de estos parasitos en alimentos y muestras de materia fecal, con la falta de
cumplimiento de las condiciones de sanidad tanto en los restaurantes, como en la

manipulacion y produccion de alimentos.

Al comparar los datos con los resultados de diferentes autores, y teniendo en cuenta lo
reportado en los estudios realizados en La Ramada (Cubides, 2018; Sanchez, 2020), la
prevalencia de helmintos y protozoarios en las hortalizas cultivadas en la zona, estaria
relacionada muy probablemente con la descarga domestica de aguas en los canales de
riego del distrito. Esto cobra relevancia al referirnos a los datos de prevalencia de parasitos
en hortalizas colectadas en dos temporadas diferentes, lluvia y seca. La tabla 5.6, evidencio
una mayor prevalencia de helmintos en temporada seca y prevalencias similares entre
ambas temporadas para los protozoarios. Es de tener en cuenta que en temporada de lluvia
se colecté un mayor numero de hortalizas, aun asi, se demostré prevalencias mayores o
similares de parasitos intestinales en temporada seca. Esto podria verse asociado a la

descarga domestica de aguas, evidenciada en la zona urbana-industrial del distrito.

El estudio reportado por Baculima Tenesaca et al., (2019), obtuvo resultados similares en
cuanto a la detecciobn de géneros de protozoarios en hortalizas en cuatro diferentes
mercados en Cuenca (Ecuador). De las 144 muestras de perejil y 144 muestras de lechiga,
los autores lograron determinar un 44.40% de prevalencia de parasitos en el perejil con y
un 38.90% en la lechuga, siendo Entamoeba histolytica y Entamoeba coli los parasitos con

mayores prevalencias: 13.79% y 21.83% (respectivamente). A estos le continuaron
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Endolimax nana (41.37%), Balantidium spp. (6.4%), Giardia lamblia (9.19%) y Trichomona
spp. (1.65%). Los investigadores atribuyen que la presencia de parasitos intestinales en los
alimentos podria deberse muy probablemente a la cadena de produccion de los alimentos,
ya que discuten el uso de abonado organico en los cultivos, irrigacion con aguas servidas

y las deficiencias higiénicas en la comercializacion de los alimentos.

Lo reportado en la bibliografia adquiere relevancia, cuando se observan los datos
publicados para el afio 2015, por el Ministerio de Salud, donde se reportaron en Colombia
cerca de 1.006 brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, con un estimado de
5.542 afectados. Para el afio 2017, se notificaron en el sistema de vigilancia en salud
publica cerca de 867 registros de brotes de ETA, que involucraron alrededor de 7799
personas. Aunque dichos informes notifican de manera general todos los agentes
etiolégicos que pueden ocasionar ETA, la investigacién bibliografica desarrollada por
Montafiez et al (2020), reporta en razon a protozoarios parasitos, que en Colombia, las
especies Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp,, Entamoeba histolytica, Trypanosoma
cruzi, Cyclospora cayetanensis y Toxoplasma gondii, son las mas comunmente reportadas
como agentes causantes de brotes y contaminacién de alimentos (Montafiez et al., 2020;
INS, 2018). Varios de estos microorganismos, coinciden con los obtenidos en el presente
estudio, donde los géneros Entamoeba spp., Giardia spp. y Cryptosporidium spp. fueron los

MAas representativos.

La lechuga es una de las verduras mas comunmente consumida en todo el mundo, su alto
contenido nutricional (fibra, hierro, &cido folico y vitamina C), y propiedades
antiinflamatorias, reductoras del colesterol y antidiabéticas, posicionan este alimento, en el
tercer lugar de verduras més consumidas a nivel mundial (Kim et al., 2016). Esta hortaliza,
perteneciente a la familia Asteraceae, se caracteriza por el abundante follaje constituido por
sus prominentes hojas; mismo, que contribuye en el mantenimiento de especies

parasitarias (Cazorla et al., 2009).

De acuerdo a lo reportado por Morais y colaboradores (2005), la lechuga fue la verdura
analizada mas contaminada por huevos y larvas de helmintos. Segun los autores, estos

resultados pueden explicarse, no solo al tamafio y morfologia de las hojas, sino a la
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estructura compacta de la planta, lo que permite una mayor fijacién de las formas parasitas
(Morais et al., 2005).

La adhesiéon de parasitos patégenos a las hojas de las hortalizas, puede depender de
multiples aspectos; como las condiciones generadas tanto en el interior, como el exterior
de la superficie del alimento, producto de su area foliar. Las disposicién de las hojas y tallos
en el apio y la lechuga, favorecen a que la humedad se concentre en los intersticios foliares
de las plantas; generando a su vez, un entorno propicio que le confiere a los parasitos,
proteccion a la desecacion y otros factores climéticos (Cisneros et al., 2018). Estos
hallazgos podrian dar explicacion de la presencia de parasitos (protozoarios y helmintos)

en el follaje de las hortalizas evaluadas (lechuga y apio) (tabla 5.5).

Ademas de las ventajas que les pueden conferir estas plantas a los parasitos intestinales,
es de considerar que muchos de estos microorganismos han evolucionado para sobrevivir
a condiciones medioambientales extremas, tal y como es el caso de los geohelmintos del
género Ascaris (género con mayor prevalencia en hortalizas analizadas en este
trabajo). Los huevos se caracterizan por presentar una cubierta externa mamelonada
pegajosa, lo que les confiere una alta adhesion a las hojas y superficies de los vegetales.
Estos huevos son altamente resistentes a condiciones ambientales desfavorables, lo cual
se debe a la cubierta protectora de cuatro capas que recubren el huevo, constituida de
adentro hacia afuera por: una capa lipidica resistente a la desecacién y a la penetracion de
sustancias polares; capa quitinosa mecanicamente rigida; membrana vitelina; y capa

externa impermeable (Quilés et al., 2006).

Dadas las caracteristicas morfologicas de diferentes alimentos en pro a la presencia de
parasitos intestinas, actualmente, es implementada la deteccion molecular de estos
microorganismos de interés en salud publica, en alimentos de consumo directo. Segun un
estudio desarrollado por Ortiz et al. (2020), lograron identificar protozoos en fresas
compradas en supermercados y mercados locales en 20 localidades de la ciudad de
Bogot4, Colombia. En el estudio, se utiliz6 un enfoque de PCR cuantitativa multiplex para
la deteccion de Toxoplasma gondii y Cyclospora cayetanensis. De las 120 muestras de
fresa analizadas, el eluido de lavado de 6 muestras (5%) fue positivo para ADN de
Toxoplasma gondii y 1 muestra (0,83%) fue positiva para ADN de Cyclospora cayetanensis.
Los resultados sefialan que las fresas vendidas en la ciudad de Bogota podrian actuar como
vehiculo de transmision de parasitos de interés en salud publica. Con lo cual, los autores

resaltan la necesidad de una investigacion de puntos de control en la cadena de produccion
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de las fresas, y la implementacion de medidas rigurosas para reducir el riesgo de
contaminacion de este alimento. Estos datos son de gran relevancia si se tiene presente
gue muchas de las hortalizas que generalmente se venden en los diferentes mercados y
supermercados en la ciudad de Bogota D.C. provienen de los cultivos presentes en la
sabana occidental de Cundinamarca. Municipios como Bojaca, Cajica, Cota, Facatativa,
Funza, Madrid, Mosquera, Sibaté y Soacha, se caracterizan por las condiciones climaticas
y calidad de suelos, que contribuyen en la produccion horticola. Muchas de las hortalizas
producidas en esta zona, son distribuidas a diferentes centrales de abastos, entre las que
se destaca Corabastos (central de abasto mas reconocida del pais) como principal receptor
de la produccién de hortalizas, seguido por los hipermercados (DANE, 2002; Alcaldia Mayor
de Santa Fé de Bogota y DAMA, 2012).

Investigaciones desarrolladas en la sabana occidental de Cundinamarca, contribuyen a di-
lucidar que la deteccién de huevos de helmintos en las hortalizas analizadas en este estudio
estaria relacionada a la presencia de estos microorganismos en el recurso hidrico. Campos
et al., (2018), determind la presencia y la concentracién de huevos de helmintos en aguas
utilizadas para riego agricola, asi como en biosdlidos, suelos y pasto. Los autores indicaron
y resaltaron que, la presencia de estos microorganismos en las matrices evaluadas con-
firma un riesgo sanitario para las comunidades antrépicas, por lo tanto, es imperativo su

control e inclusién en las normas sobre el uso de aguas residuales en la agricultura.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el proyecto desarrollado por Chandillo &
Sanchez (2020) (proyecto enmarcado en el macroproyecto del presente estudio), logro
identificar la presencia de huevos de helmintos, en las 96 muestras de aguas para riego de
cultivos en La Ramada. En las muestras analizadas se detecto la presencia de huevos de
Ascaris spp 33/96 (34,37%) y Ancilostomideos spp 40/96(41,66%), con promedios de 0.81y
1.53 huevos por litro (h/L) respectivamente, seguido por Hymenolepis spp 11/96 (11,45 %)
con un promedio de 0.24 h/L, Trichuris spp 5/96(5,20 %) con un promedio de 0.028 h/L, y
Capillaria spp 2/96(2.083 %) con un promedio de 0.0083 h/L. Los resultados obtenidos por
los autores demuestran que el uso de estos estos afluentes para actividades agricolas

contribuye a la contaminacion de los cultivos presentes en la zona. Esto se evidencia en la
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tabla 5.4, donde la mayoria de los géneros de huevos de helmintos reportados tanto en
lechugas, como en muestras de aguas, son los mismos. Sumado a los datos de Chandillo
& Sanchez (2020), las investigaciones realizadas por Sanchez, (2020) y Cubides (2018),
desarrolladas en La Ramada, permiten establecer que el vertimiento de aguas domésticas
en los canales de riego y la escorrentia de suelos pecuarios, donde existe presencia de
porcinos, bovinos y aves; estarian influenciando la en la contaminacion del agua empleada
para riego agricola, la cual a tu vez genera la contaminacién de hortalizas cultivadas en el

antiguo distrito la Ramada con Huevos de helmintos y (oo)quistes de protozoarios.

6.3 Ensayos piloto para la remocion de huevos de
Ascaris suum., como indicador de calidad
parasitoldégica en agua de riego

6.3.1 SBR

En la tabla 5.10, se aprecian los valores obtenidos en razén a la detecciéon de huevos de
Ascaris suum, en los efluentes sintéticos inoculados con el parasito, transcurrido cada ciclo
de tratamiento del SBR. Como se evidencia, no se detectd la presencia de A. suum en
ninguno de los efluentes tratados por el biorreactor, lo que logré representar un porcentaje
de remocion del 100% de los huevos. De las 7 réplicas posteriores al ensayo piloto,

analizadas para este sistema (tabla 5.12), no se evidencid la presencia de huevos.

Los reactores discontinuos secuenciales (SBR) se han caracterizado por ser
implementados en el tratamiento de varios tipos de vertimientos, entre los que se encierran
aguas residuales domésticas, industriales, sintéticas y demas recursos hidricos. El
tratamiento de aguas residuales a partir de los sistemas SBR, ha logrado una alta remocién
tanto de materia organica, como de nutrientes (Barrios-Hernandez et al., 2021). Estos
sistemas han demostrado Optimos resultados en el tratamiento de aguas residuales
provenientes de la industria quimica, porcina, aguas residuales salinas, entre otros

afluentes (Mufioz & Ramos, 2014).

El porcentaje de remocién de los huevos de A. suum, muy probablemente, podria deberse
a la biomasa presente en el biorreactor discontinuo secuencial, la cual consiste en

conglomerados microbianos que mantienen y eliminan simultaneamente materia organica
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y hutrientes. Este consorcio bacteriano se desarrolla debido a sustancias poliméricas
extracelulares que unen células individuales en granulos (Shi & Liu, 2021). La comunidad
bacteriana se encuentra conformada por microorganismos acumuladores de fosfato,
bacterias oxidantes de amoniaco y bacterias oxidantes de nitrito. Otros microorganismos
presentes como las bacterias filamentosas, se relacionan con la formacién de los granulos
y el buen desempefio del sistema (Szabd et al., 2017; Winkler et al., 2013; Barrios-
Hernandez et al., 2021; Ali et al., 2019).

Los granulos que componen el lodo granular deben ser entendidos como agregados y/o
consorcios de origen microbiano (Gao et al., 2011), los cuales utilizan la materia organica
coloidal y disuelta, como alimento para llevar a cabo todas sus funciones metabdlicas, como
crecimiento y reproduccion, generando asi productos finales como varios tipos de gases,
materia inorganica, y aumento en su biomasa (Moeller & Tomasini, 2013; Sughosh et al.,
2019). Estos atributos son los que le confieren su capacidad de sedimentacion, estructura
compacta, retencion de biomasa, soporte de carga organica, y tolerancia a la toxicidad;
(Hickey et al., 1991; Gao et al., 2011; Bathe et al., 2007). El producto de degradacion de un
microorganismo puede servir como sustrato para otro microorganismo, facilitando la

degradacion completa de los contaminantes (Rosa-Masegosa et al., 2021).

Con base a lo anterior, la operacion de este tipo de reactores se enfoca en el principio de
llenado y vaciado; el cual cuenta con un paso de recarga, de reaccion, sedimentacion,
decantacién y espera. Estos pasos pueden programarse en razon al tipo de afluente a tratar,
con el fin de lograr los estandares requeridos en el efluente (Duarte, 2022). Al finalizar cada
ciclo, la sedimentacion de la biomasa tiene lugar antes de ser retirado el efluente. La
sedimentacion juega un papel fundamental en el rendimiento del sistema. Es en este paso
del ciclo de tratamiento, donde los s6lidos se separan del liquido en condiciones de reposo,
resultan en un sobrenadante clarificado que puede ser descargado como efluente (Mufioz
& Ramos, 2014).

El ciclo de sedimentacion podria jugar un papel fundamental en la remocion de los huevos
de A. suum en las aguas residuales sintéticas. Un estudio realizado por Tapia (2008), logré

evidenciar que la eliminacién de parasitos patdgenos ((0o)quistes de protozoarios y huevos
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de helmintos) en plantas de tratamientos de aguas residuales, se debe principalmente a
procesos de sedimentacion, favorecidos por tiempos de retencion largos y por la adhesion
de los patégenos a los soélidos decantables. Con el fin de dilucidar la importancia de este
proceso, el autor llevé a cabo un experimento de sedimentacién en los diferentes sistemas
de lagunaje; los resultados indicaron que las lagunas anaerobicas obtuvieron una mayor
efectividad en la remocién de parasitos, seguidas por la laguna facultativa y por la laguna
de maduracion, confirmando la efectividad de la sedimentacién en la remocion de parasitos

en aguas residuales (Tapia, 2008).

Hasta la fecha, la capacidad de los sistemas de tratamientos SBR para eliminar patégenos
microbianos como bacterias y parasitos, ha comenzado a reportarse en los Ultimos afios.
El estudio desarrollado por Thwaites y colaboradores (2018), titulado “Comparing the
performance of aerobic granular sludge versus conventional activated sludge for microbial
log removal and effluent quality: Implications for water reuse”, comparé el rendimiento de
eliminacion de patégenos como Escherichia coli, coliformes totales, esporas de clostridios
reductores de sulfito y bacteri6fagos de f-RNA, en un sistema que emplea lodo granular
aerobio y un sistema de lodos activados. Los resultados demostraron que el lodo granular
se desempefid tan bien como el sistema de lodos activados para la eliminacién de todos
los sustitutos microbianos, excepto las esporas, ya que el lodo granular eliminé de manera
mas efectiva dichas estructuras, probablemente debido a una mayor adherencia de las
esporas a la biomasa de los granulos (sefialan los autores). Los resultados obtenidos en
esta investigacion sugieren que los sistemas que implementan lodo granular aerobio,
podrian ser capaz de cumplir o superar los objetivos basados en la salud, equivalentes a

los lodos activados para la eliminacion de patégenos en el contexto del reciclaje de agua.

Los hallazgos reportados, junto con los resultados obtenidos en el ensayo piloto de
remocién de huevos de A. suum en un reactor discontinuo secuencial (el cual fue del 100%
de remocion), podrian explicar el porqué del 100% de remocién de huevos de helmintos en
aguas residuales sintéticas en dicho sistema. Sumado a lo anterior, es de tener presente la
alta adhesion de la membrana mamelonada que posee este pardsito (mencionada

anteriormente).

Con base al sistema de filtro anaerobio de flujo descendente, es de tener presente que son
sistemas que cuentan con la presencia de una biopelicula formada y adherida en el lecho
filtrante, la cual es la responsable de realizar la remocion de la materia orgénica en

condiciones anaerobias. Hoy en dia, esta tecnologia se implementa tanto para el
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tratamiento de aguas residuales domésticas como industriales. Para esto, multiples autores
recomiendan utilizar velocidades bajas en el flujo ascendente para evitar y prevenir la
remocion (lavado) de la biomasa. El consorcio microbiano se encarga de que los
compuestos orgénicos contenidos en el recurso a tratar, se convierten en metano y dioxido

de carbono (Comision Nacional del Agua, 2015).

6.3.2 Sistema FAFD

En la tabla 5.11, se aprecian los valores obtenidos en la deteccion de huevos de Ascaris
suum, en los efluentes tratados por el sistema FAFD, transcurrido cada periodo de
tratamiento. Como se evidencia en la tabla, se detect6 la presencia de un huevo de A. suum
en una de las tres réplicas de los efluentes tratadas por el biorreactor, lo que logré
representar un porcentaje de remocion del 99.94% de los huevos. De las 7 réplicas
posteriores al ensayo piloto, analizadas para este sistema (tabla 5.13), no se continu6

evidenciando la presencia de huevos.

Los resultados obtenidos con base a la implementacion del sistema FAFD, para la remocion
de huevos de helmintos, se podrian deber a los atributos del filtro anaerdbico de flujo
descendente, los cuales consisten en un mecanismo de contacto, en el que las aguas
residuales pasan por una masa de sdélidos bioldgicos contenidos en el interior del sistema.
La biomasa puede encontrarse en formas diferentes: Biopelicula delgada, adherida a las
superficies de un material comunmente conocido como medio de soporte, o lecho filtrante;
y/o como Capa de biomasa dispersa retenida en los intersticios del medio de empaque
(Lemos, 2007). El sistema de biopelicula (sistema en el que se basé el filtro, evaluado en
el presente estudio), se caracteriza por contener y descomponer compuestos organicos
presentes en las aguas residuales; algunos compuestos solubles contenidos en estas
aguas, entran en contacto con la biomasa, difundiéndose a través de las superficies de la
biopelicula, para posteriormente convertirse en productos intermedios y finales;
especificamente metano y dioxido de carbono, por accién del consorcio microbiano

(Comisién Nacional del Agua, 2015).
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Los microorganismos desarrollados en el filtro se adhieren a un material de soporte fijo e
inerte. La biopelicula, estara formada entre los vacios de dicho material, el cual debe cumplir
con requisitos que garanticen un buen desarrollo del consorcio microbiano, como ser
estructuralmente resistente, ligero y contar con una amplia area superficial. Estas
caracteristicas contribuyen no solo a promover el flujo uniforme en el reactor, y mejorar el
contacto entre los componentes del agua residual y la biomasa, sino que ademas permitira
la acumulacién y adherencia de altas cantidades de estos solidos biolédgicos, previniendo el

lavado de los mismos (Gomez & Alvarez, 2008).

La comunidad bioldgica en un filtro anaerobio, se encuentra constituido principalmente por
un consorcio bacteriano; del cual son distinguidas bacterias hidroliticas (cuya finalidad es
romper los enlaces complejos de lipidos, proteinas y polisacaridos como la celulosa);
Bacterias fermentativas acidogénicas (caracterizadas por descomponer aminoacidos,
disacéridos, monosacéridos, acidos grasos y organicos, alcoholes y cetonas); Bacterias
acetogénicas (las cuales degradan &cidos grasos y alcoholes para la formacion de acetato,
hidrogeno, y diéxido de carbono); y las bacterias metanogénicas (Cuya funcién es convertir
el acetato en metano y CO;) (Comisién Nacional del Agua, 2015). En Colombia, los filtros
anaerobios son uno de los sistemas de tratamientos de aguas residuales, que se han venido
implementado con mayor frecuencia en muchas zonas del territorio nacional. Al combinarse
estos sistemas con tanques sépticos como pretratamientos, han permitido obtener

eficiencias mayores en el tratamiento de estas aguas (Gomez & Alvarez, 2008).

Teniendo en cuenta los atributos de la biopelicula formada por el consorcio microbiano en
las superficies del lecho filtrante, y las caracteristicas de los huevos de Ascaris suum como
lo es su cubierta externa mamelonada, que les confiere una alta adhesion a superficies,
plasticas incluidas (Quilés et al., 2006), es muy probable inferir que el alto porcentaje
promedio de remocién (99.93% para las tres réplicas del ensayo) se debio a la retencion de
los huevos en el interior del sistema FAFD. Si bien los filtros anaerdbicos se pueden usar
solidos biolégicos presentes en aguas residuales, son mas apropiados para el tratamiento
posterior; lo que agrega seguridad operativa y estabilidad al sistema de tratamiento en su
conjunto. El efluente de los filtros anaerobios suele estar clarificado y poseer una
concentracion baja de materia organica, lo que a su vez se reflejaria en la disminucion y

remocion de la concentracion de microorganismos patdégenos que pudieran ser
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transportados con dicha materia organica, como los huevos de helmintos (Lemos, 2007;

Gon,calves et al., 2001).

En razon a lo anterior, y teniendo en cuenta el enfoque One Health, un 6ptimo saneamiento
de aguas residuales no solamente estaria permitiendo la eliminacibn de compuestos
quimicos téxicos, como el cromo, plomo o el zinc, y la de agentes etiolégicos responsables
de brotes de enfermedades, como los parasitos patégenos; sino que ademas estaria
promoviendo el uso seguro de recursos hidricos, lo que estaria contribuyendo en la
conservacion de la salud de poblaciones humanas, animales y del medio ambiente. En
definitiva, llevar a cabo ensayos de remocién de diferentes contaminantes (organicos como
inorganicos) en aguas residuales, con tecnologia nueva y/o perfeccionada, ayuda a
identificar métodos y procesos mas eficientes, econémicos y asequibles que permitan una
mejora en la eliminacidon de cualquier potencial riesgo para la salud puablica (Rosa-
Masegosa et al., 2021).
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Conclusiones y recomendaciones

La técnica de gPCR permiti6 llevar a cabo la detecciébn del género de parasito
protozoario Giardia spp. a partir de muestras de agua colectadas en el antiguo distrito

La Ramada.

Se logr6 evidenciar una asociacion entre variables fisicoquimicas (EC (uS/cm)) y
microbioldgicas (E. coli (NMP/100mL) y Coliformes totales (NMP/100mL)) analizadas
en las 96 muestras de aguas colectas, con las muestras positivas para la presencia de
Giardia spp. lo que, segun la literatura referenciada, podria estar influenciado por el
vertimiento domestico de aguas a los canales de riego del antiguo distrito.

Con base a los resultados obtenidos en los andlisis parasitol6gicos (microscopia de
inmunofluorescencia) y moleculares (qPCR), se logré evidenciar la presencia de
Giardia spp. tanto en muestras de aguas, como en hortalizas cultivadas en la zona.
Estos datos sefialan al recurso hidrico como fuente de contaminacion, para los

alimentos de consumo directo, cultivados en La Ramada.

Se evaluo la presencia de parasitos (protozoarios y helmintos) en hortalizas cultivadas
en el distrito de riego La Ramada, siendo Ascaris spp. el parasito predominante, con
un 70% de las muestras y un promedio de 0.43 huevos/30g de muestra, seguido por
Ancylostomideos, Hymenolepis spp., Trichuris spp. y Capilaria spp. Entamoeba spp.
fue el protozoo predominante, con un 71 % de las muestras y un promedio de 0.45

quistes/30 g de muestra, seguido por Giardia spp., Cryptosporidium spp., y Endolimax
spp.
Se logro reportar la deteccién de ooquistes de Cryptosporidium spp. (4 muestras) y

quistes de Giardia spp. (7 muestras) mediante la técnica de microscopia de

inmunofluorescencia.
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v' Los resultados reportados por las técnicas parasitolégicas y moleculares permiten
exponer que existe un riesgo de transmision de parasitos para los posibles

consumidores de estas hortalizas.

v' Alaluz de los resultados obtenidos, se evidencio que el 49% (59 muestras de 120) de
las muestras de hortalizas analizadas, presentaban contaminacién con al menos un
huevo de helminto u (oo)quiste de protozoario. Con base a la literatura referenciada,
las fuentes de contaminacion de estos alimentos estan relacionados al vertimiento de
residuos domésticos a los canales de riego del distrito y a la escorrentia de suelos

agricolas con presencia de ganaderia, avicultura y porcicultura presente en la zona.

v" Los ensayos piloto de remocién de huevos de A. suum, para el sistema de filtro anae-
robio de flujo descendente evidenciaron un porcentaje de remocion del 99.94% en las

tres réplicas de aguas residuales sintéticas tratadas por el sistema FAFD.

v' Con base al Reactor Discontinuo Secuencial, el ensayo de remociéon de huevos de
helmintos reportd para este sistema un porcentaje de remocion del 100%, en las

réplicas evaluadas.

7.2 Recomendaciones

v' Las investigaciones enfocadas en patdgenos parasitarios que pueden ser
potencialmente transmitidos por alimentos, constituyen un avance fundamental,
para caracterizar no solo la diversidad de estos microorganismos de interés en salud
publica, sino que permiten dirigir estrategias y politicas de control y prevencion. Los
datos presentados en el estudio cuentan como una herramienta que permite evaluar
el impacto de los programas de inocuidad de los alimentos, e identificar aquellas
areas que requieren de una mayor atencién. Por lo tanto, se recomienda evaluar

las leyes vigentes con respecto a estos topicos.

v' Estandarizacion de la técnica gPCR para la identificacion de Cryptosporidium spp.
y Toxoplasma gondii en muestras de aguas para el riego de hortalizas cultivadas en

el antiguo distrito la Ramada.

v ldentificacion de otros parasitos protozoarios y helmintos de interés en salud publica
(Entamoeba spp., Cyclospora spp., Etc) en muestras de aguas utilizadas en la

agricultura mediante técnicas moleculares.
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Identificar la viabilidad de huevos de helmintos detectados en hortalizas

Los resultados obtenidos en los efluentes evaluados en ambos sistemas de
tratamientos de aguas residuales evidencian efluentes que cumplen con la
normatividad establecida por la Organizacion Mundial de la Salud, que sugiere que
la cantidad de huevos de helmintos presentes en el agua que serd usada para la
irrigacién de cultivos debe ser <lhuevol/litro. Llevar a cabo ensayos de remocion de
diferentes contaminantes (organicos como inorganicos) en aguas residuales, con
tecnologia nueva y/o perfeccionada, ayuda a identificar métodos y procesos mas
eficientes, econdmicos y asequibles que permitan una mejora en la eliminacién de

cualquier potencial riesgo para la salud publica.

Se recomienda desarrollar ensayos futuros, que validen dicha remocion de huevos,
y ratifiquen el control y colecta de huevos de helmintos en el interior del sistema
FAFD y el SBR.

Evaluacién y determinacién de la presencia de huevos de Ascaris suum en el lodo

granular aerobio de un reactor discontinuo secuencial (SBR).

Evaluacion y determinacién de la presencia de huevos de Ascaris suum en la
biopelicula formada en el interior de un sistema de filtro anaerobio de flujo
descendente (FAFD).
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9 Anexos

Anexo 2. Punto 2, muestreo de aguas residuales. Canal Venecia.
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Anexo 4. Punto 4, muestreo de aguas residuales. Villa Cetty.
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Anexo 6. Punto 6, muestreo de aguas residuales. Lucero.
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Anexo 7. Sitios de Muestreo de Hortalizas (Tabajo, Marengo, Villa Cetty).
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Anexo 9. Resultados obtenidos en la identificacion de Giardia spp. en muestras de Aguas

Ciclos
Anexo 8. Curva estandar: ADN de trofozoito de Giardia duodenalis

por qPCR.
C Cq Std. Interpretacion

Well Fluor | Content Sample Cq Megn ?Dev Cuglitativa
A01 FAM NTC 0,00 0,000 OK
A02 FAM  Unkn-01 M1 0,00 0,000 NEGATIVA
A03 FAM  Unkn-01 M1 0,00 0,000

A04 FAM  Unkn-01 M1 0,00 0,000

A05 FAM  Unkn-02 M2 0,00 0,000 NEGATIVA
A06 FAM  Unkn-02 M2 0,00 0,000

A07 FAM  Unkn-02 M2 0,00 0,000

A08 FAM  Unkn-03 M3 0,00 0,000

A09 FAM  Unkn-03 M3 35,85 36,59 1,043 POSITIVA
A10 FAM  Unkn-03 M3 37,33 36,59 1,043

All FAM Unkn-04 M4 37,02 37,02 0,000 NEGATIVA
Al12 FAM Unkn-04 M4 0,00 0,000

BO1 FAM  Unkn-04 M4 0,00 0,000

B02 FAM Unkn-05 M5 0,00 0,000 NEGATIVA
BO3 FAM  Unkn-05 M5 0,00 0,000

B04 FAM  Unkn-05 M5 0,00 0,000

B08 FAM Unkn-07 m6 0,00 0,00 NEGATIVA
B09 FAM  Unkn-07 m6 0,00 0,00

B10 FAM  Unkn-07 m6 0,00 0,00

B11 FAM Unkn-08 m7 0,00 0,00 NEGATIVA
B12 FAM  Unkn-08 m7 0,00 0,00

Co1 FAM  Unkn-08 m7 0,00 0,00
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Cco2 FAM  Unkn-09 m8 0,00 0,00 NEGATIVA
Cco3 FAM  Unkn-09 m8 0,00 0,00
Cco4 FAM  Unkn-09 m8 0,00 0,00
Co05 FAM  Unkn-10 m9 0,00 0,00 NEGATIVA
Co6 FAM  Unkn-10 m9 35,88 35,88 35,88
Ccov FAM  Unkn-10 m9 0,00 0,00
Cco8 FAM  Unkn-11 m10 0,00 0,00 NEGATIVA
co9 FAM  Unkn-11 m10 0,00 0,00
C10 FAM  Unkn-11 m10 0,00 0,00
co9 FAM  Unkn-11 M11 0,00 0,000 NEGATIVA
C10 FAM  Unkn-11 M11 0,00 0,000
Ci1 FAM  Unkn-11 M1l 0,00 0,000
Ci12 FAM  Unkn-12 M12 0,00 0,000 NEGATIVA
D01 FAM  Unkn-12 M12 0,00 0,000
D02 FAM  Unkn-12 M12 0,00 0,000
D03 FAM  Unkn-13 M13 0,00 0,000
D04 FAM  Unkn-13 M13 23,33 30,09 9,562 POSITIVA
D05 FAM  Unkn-13 M13 36,85 30,09 9,562
D06 FAM  Unkn-14 M14 0,00 0,000 NEGATIVA
D07 FAM  Unkn-14 M14 0,00 0,000
D08 FAM  Unkn-14 M14 29,07 29,07 0,000
D09 FAM  Unkn-15 M15 0,00 0,000 NEGATIVA
D10 FAM  Unkn-15 M15 36,94 36,94 0,000
D11 FAM  Unkn-15 M15 0,00 0,000
D12 FAM  Unkn-16 M16 33,47 33,66 0,263 POSITIVA
EO1 FAM  Unkn-16 M16 0,000 0,000
E02 FAM  Unkn-16 M16 33,84 33,66 0,263
EO3 FAM  Unkn-17 M17 0,00 0,000 NEGATIVA
EO4 FAM  Unkn-17 M17 0,00 0,000
EO5 FAM  Unkn-17 M17 0,00 0,000
EO6 FAM  Unkn-18 M18 0,00 0,000 NEGATIVA
EO7 FAM  Unkn-18 M18 34,29 34,29 0,000
EO8 FAM  Unkn-18 M18 0,00 0,000
EO9 FAM  Unkn-19 M19 0,00 0,000 NEGATIVA
E10 FAM  Unkn-19 M19 0,00 0,000
E11 FAM  Unkn-19 M19 0,00 0,000
E12 FAM  Unkn-20 M20 37,44 37,44 0,000 NEGATIVA
FO1 FAM  Unkn-20 M20 0,00 0,000
F02 FAM  Unkn-20 M20 0,00 0,000
FO3 FAM  Unkn-21 M21 0,00 0,000 NEGATIVA
FO4 FAM  Unkn-21 M21 39,30 39,30 0,000
FO5 FAM  Unkn-21 M21 0,00 0,000
FO6 FAM  Unkn-22 M22 0,00 0,000 NEGATIVA
FO7 FAM  Unkn-22 M22 0,00 0,000
FO8 FAM  Unkn-22 M22 0,00 0,000
F09 FAM  Unkn-23 M23 0,00 0,000 NEGATIVA
F10 FAM  Unkn-23 M23 0,00 0,000
F11 FAM  Unkn-23 M23 0,00 0,000
Ci1 FAM  Unkn-12 m24 0,00 0,00 NEGATIVA
Ci12 FAM  Unkn-12 m24 0,00 0,00
D01 FAM  Unkn-12 m24 0,00 0,00
D02 FAM  Unkn-13 m25 0,00 0,00 NEGATIVA
D03 FAM  Unkn-13 m25 0,00 0,00
D04 FAM  Unkn-13 m25 0,00 0,00
D05 FAM  Unkn-14 m26 0,00 0,00 NEGATIVA
D06 FAM  Unkn-14 m26 0,00 0,00
D07 FAM  Unkn-14 m26 0,00 0,00
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G10 FAM  Unkn-27 M27 30,44 3056 0213 POSITIVA
G11 FAM  Unkn-27 M27 3044 3056 0213

G12 FAM  Unkn-27 M27 30,81 30,56 0213

HOI _ FAM _ Unkn-28 M28 3823 3823 0,000 NEGATIVA
HO2 FAM  Unkn-28 M28 0,00 0,000

HO3 FAM  Unkn-28 M28 0,00 0,000

HO4  FAM _ Unkn-29 M29 0,00 0,000 NEGATIVA
HO5  FAM  Unkn-29 M29 0,00 0,000

HO6  FAM  Unkn-29 M29 0,00 0,000

HO7  FAM _ Unkn-30 M30 0,00 0,000 NEGATIVA
HO8 FAM  Unkn-30 M30 0,00 0,000

HO9  FAM  Unkn-30 M30 0,00 0,000

H10 | FAM Posggt”' CONTROL | 25,63 | 2568 | 0,077 oK
H11 | FAM POZZC“" CONTROL | 25,73 | 2568 | 0077 oK
H12 | FAM | NTC 0,00 0,000 OK
AOL | FAM | NTC 0,00 0,000 OK
A02  FAM  Unkn-01 M31 0,00 0,000 NEGATIVA
A03  FAM  Unkn-01 M31 0,00 0,000

A04  FAM  Unkn-01 M31 0,00 0,000

AO5  FAM _ Unkn-02 M32 0,00 0,000 NEGATIVA
A0 FAM  Unkn-02 M32 0,00 0,000

AO7  FAM  Unkn-02 M32 0,00 0,000

AO8  FAM _ Unkn-03 M33 0,00 0,000 NEGATIVA
A0S FAM  Unkn-03 M33 0,00 0,000

A0 FAM  Unkn-03 M33 0,00 0,000

ALl _FAM _ Unkn-04 M34 0,00 0,000 NEGATIVA
Al2 FAM  Unkn M34 0,00 0,000

BO1 FAM  Unkn-04 M34 0,00 0,000

B02  FAM _ Unkn-05 M35 0,00 0,000 NEGATIVA
B0O3 FAM  Unkn-05 M35 0,00 0,000

BO4 FAM  Unkn-05 M35 0,00 0,000

BO5  FAM _ Unkn-06 M36 0,00 0,000 NEGATIVA
BO6 FAM  Unkn-06 M36 0,00 0,000

BO7 FAM  Unkn-06 M36 0,00 0,000

BO8  FAM _ Unkn-07 M37 0,00 0,000 NEGATIVA
BO9 FAM  Unkn-07 M37 0,00 0,000

B10 FAM  Unkn-07 M37 0,00 0,000

B1l _ FAM _ Unkn-08 M38 0,00 0,000 NEGATIVA
B12 | FAM | NTC | | 0,00 0,000 OK
COl  FAM  Unkn-08 M38 0,00 0,000

C02 FAM  Unkn-08 M38 0,00 0,000

C03  FAM _ Unkn-09 M39 0,00 0,000 NEGATIVA
C04 FAM  Unkn-09 M39 0,00 0,000

CO5 FAM  Unkn-09 M39 3956 3956 0,000

C06  FAM _ Unkn-10 M40 0.00 0,000 NEGATIVA
C07 FAM  Unkn-10 M40 0,00 0,000

C08 FAM  Unkn-10 M40 0,00 0,000

C09 FAM  Unkn-il Ma1 0,00 0,000 NEGATIVA
C10 FAM  Unkn-11 M41 0,00 0,000

C11 FAM  Unkn-11 M41 0,00 0,000




Anexos

123

Ci12 FAM  Unkn-12 M42 0,00 0,000 NEGATIVA
DO1 FAM  Unkn-12 M42 0,00 0,000

D02 FAM  Unkn-12 M42 0,00 0,000

D03 FAM  Unkn-13 M43 0,00 0,000 NEGATIVA
D04 FAM  Unkn-13 M43 0,00 0,000

D05 FAM  Unkn-13 M43 3529 35,29 0,000

D06 FAM  Unkn-14 M44 0,00 0,000

D07 FAM  Unkn-14 M44 36,89 36,86 0,048 POSITIVA
D08 FAM  Unkn-14 M44 36,83 36,86 0,048

D09 FAM  Unkn-15 M45 0,00 0,000 NEGATIVA
D10 FAM  Unkn-15 M45 37,87 37,87 0,000

D11 FAM  Unkn-15 M45 0,00 0,000

D12 FAM  Unkn-16 M46 36,30 36,30 0,000 NEGATIVA
EO1 FAM  Unkn-16 M46 0,00 0,000

E02 FAM  Unkn-16 M46 0,00 0,000

EO3 FAM  Unkn-17 M4a7 0,00 0,000 NEGATIVA
EO4 FAM  Unkn-17 M4a7 0,00 0,000

EO5 FAM  Unkn-17 M47 0,00 0,000

EO6 FAM  Unkn-18 M48 0,00 0,000 NEGATIVA
EO7 FAM  Unkn-18 M48 0,00 0,000

E08 FAM  Unkn-18 M48 0,00 0,000

EO09 FAM  Unkn-19 M49 0,00 0,000 NEGATIVA
E10 FAM  Unkn-19 M49 37,52 37,52 0,000

E11 FAM  Unkn-19 M49 0,00 0,000

E12 FAM  Unkn-20 M50 34,24 34,19 0,220 POSITIVA
FO1 FAM  Unkn-20 M50 34,38 34,19 0,220

F02 FAM  Unkn-20 M50 33,95 34,19 0,220

FO3 FAM  Unkn-21 M51 36,56 36,56 0,000 NEGATIVA
FO4 FAM  Unkn-21 M51 0,00 0,000

FO5 FAM  Unkn-21 M51 0,00 0,000

FO6 FAM  Unkn-22 M52 0,00 0,000 NEGATIVA
FO7 FAM  Unkn-22 M52 0,00 0,000

FO8 FAM  Unkn-22 M52 0,00 0,000

F09 FAM  Unkn-23 M53 36,47 36,47 0,000 NEGATIVA
F10 FAM  Unkn-23 M53 0,00 0,000

F11 FAM  Unkn-23 M53 0,00 0,000

F12 FAM  Unkn-24 M54 0,00 0,000 NEGATIVA
GO01 FAM NTC 0,00 0,000 OK
G02 FAM  Unkn-24 M54 0,00 0,000

GO03 FAM  Unkn-24 M54 0,00 0,000

G04 FAM  Unkn-25 M55 0,00 0,000 NEGATIVA
GO05 FAM  Unkn-25 M55 0,00 0,000

G06 FAM  Unkn-25 M55 0,00 0,000

GO7 FAM  Unkn-26 M56 0,00 0,000 NEGATIVA
G08 FAM  Unkn-26 M56 35,38 35,38 0,000

G09 FAM  Unkn-26 M56 0,00 0,000

G10 FAM  Unkn-27 M57 0,00 0,000 NEGATIVA
Gl1 FAM  Unkn-27 M57 0,00 0,000

G12 FAM  Unkn-27 M57 0,00 0,000

HO1 FAM  Unkn-28 M58 0,00 0,000 NEGATIVA
HO02 FAM  Unkn-28 M58 0,00 0,000

HO3 FAM  Unkn-28 M58 0,00 0,000

HO4 FAM  Unkn-29 M59 0,00 0,000 NEGATIVA
HO5 FAM  Unkn-29 M59 0,00 0,000

HO6 FAM  Unkn-29 M59 0,00 0,000

HO7 FAM  Unkn-30 M60 36,41 36,30 0,154 POSITIVA
HO8 FAM  Unkn-30 M60 36,20 36,30 0,154
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HO9  FAM  Unkn-30 M60 0,00 0,000

H10 | FAM Pozzcm- CONTROL | 26,42 | 26,71 | 0412 oK
H11 | FAM POS?)ZC“" CONTROL | 27,00 | 26,71 | 0412 oK
H12 | FAM | NTC 0,00 0,000 OK
A0L | EAM | NTC 0,00 0,000 OK
A02  FAM  Unkn-01 M61 3623 3602 0,462 POSITIVA
A03  FAM  Unkn-01 M61 3634 3602 0462

AO4  FAM  Unkn-01 M61 3549 3602 0,462

AO5  FAM _ Unkn-02 M62 0,00 0,000 NEGATIVA
AO6  FAM  Unkn-02 M62 0,00 0,000

AO7  FAM  Unkn-02 M62 0,00 0,000

A08  FAM _ Unkn-03 M63 3867 3867 0,000 NEGATIVA
A09  FAM  Unkn-03 M63 0,00 0,000

A0 FAM  Unkn-03 M63 0,00 0,000

ALl FAM _ Unkn-04 M64 0,00 0,000 NEGATIVA
Al2 FAM  Unkn M64 0,00 0,000

BO1 FAM  Unkn-04 M64 0,00 0,000

B02  FAM _ Unkn-05 M65 0,00 0,000 NEGATIVA
B03 FAM  Unkn-05 M65 0,00 0,000

BO4 FAM  Unkn-05 M65 3831 3831 0,000

BO5  FAM _ Unkn-06 M66 0,00 0,000 NEGATIVA
BO6 FAM  Unkn-06 M66 0,00 0,000

BO7 FAM  Unkn-06 M66 0,00 0,000

B0 FAM _ Unkn-07 M67 0,00 0,000 NEGATIVA
B0O9 FAM  Unkn-07 M67 0,00 0,000

B10 FAM  Unkn-07 M67 37,92 3792 0,000

B11 _ FAM _ Unkn-08 M68 0,00 0,000 NEGATIVA
B12 | FAM | NTC | | 0,00 0,000 oK
CO1  FAM  Unkn-08 M68 0,00 0,000

C02 FAM  Unkn-08 M68 0,00 0,000

C03  FAM _ Unkn-09 M69 0,00 0,000 NEGATIVA
C04 EAM  Unkn-09 M69 0,00 0,000

CO5 FAM  Unkn-09 M69 0,00 0,000

C06  FAM _ Unkn-10 M70 0,00 0,000 NEGATIVA
CO7 FAM  Unkn-10 M70 0,00 0,000

C08 FAM  Unkn-10 M70 0,00 0,000

C09  FAM _ Unkn-il M71 0,00 0,000 NEGATIVA
C10 FAM  Unkn-11 M71 0,00 0,000

C11 FAM  Unkn-11 M71 0,00 0,000

Cl2  FAM  Unkn-12 M72  37.65 37.65 0,000 NEGATIVA
D01 FAM  Unkn-12 M72 0,00 0,000

D02 FAM  Unkn-12 M72 0,00 0,000

D03 FAM _ Unkn-13 M73 0,00 0,000 NEGATIVA
D04  FAM  Unkn-13 M73 0,00 0,000

D05 FAM  Unkn-13 M73 0,00 0,000

D06 FAM _ Unkn-14 M74 0,00 0,000 NEGATIVA
D07 FAM  Unkn-14 M74 0,00 0,000

D08  FAM  Unkn-14 M74 0,00 0,000

D09 FAM _ Unkn-15 M75 0,00 0,000 NEGATIVA
DI0  FAM  Unkn-15 M75 0,00 0,000
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D11 FAM  Unkn-15 M75 0,00 0,000

D12 FAM  Unkn-16 M76 37,60 37,60 0,000 NEGATIVA
EOl FAM  Unkn-16 M76 0,00 0,000

E02 FAM  Unkn-16 M76 0,00 0,000

EO3 FAM  Unkn-17 M77 35,19 35,42 0,328 POSITIVA
EO4 FAM  Unkn-17 M77 0,00 0,000

EO5 FAM  Unkn-17 M77 35,65 35,42 0,328

EO6 FAM  Unkn-18 M78 0,00 0,000 NEGATIVA
EO7 FAM  Unkn-18 M78 0,00 0,000

EO8 FAM  Unkn-18 M78 0,00 0,000

EO9 FAM  Unkn-19 M79 0,00 0,000 NEGATIVA
EI0 FAM  Unkn-19 M79 0,00 0,000

E1l FAM  Unkn-19 M79 0,00 0,000

E12 FAM  Unkn-20 M80 0,00 0,000 NEGATIVA
FO1 FAM  Unkn-20 M80 0,00 0,000

FO2 FAM  Unkn-20 M80 0,00 0,000

FO3  FAM  Unkn-21 M81 0,00 0,000 NEGATIVA
FO4 FAM  Unkn-21 M81 0,00 0,000

FO5 FAM  Unkn-21 M81 0,00 0,000

FO6  FAM  Unkn-22 M82 0,00 0,000 NEGATIVA
FO7 FAM  Unkn-22 M82 0,00 0,000

FO8 FAM  Unkn-22 M82 0,00 0,000

FO9  FAM  Unkn-23 M83 0,00 0,000 NEGATIVA
F10 FAM  Unkn-23 M83 0,00 0,000

F11  FAM  Unkn-23 M83 0,00 0,000

F12 FAM  Unkn-24 M84 0,00 0,000 NEGATIVA
G0l | FAM NTC | 0,00 0,000 oK
G02 FAM  Unkn-24 M84 0,00 0,000

GO3 FAM  Unkn-24 M84 0,00 0,000

G04 FAM  Unkn-25 M85 0,00 0,000 NEGATIVA
G05 FAM  Unkn-25 M85 0,00 0,000

G06 FAM  Unkn-25 M85 0,00 0,000

G07 FAM  Unkn-26 M86 0,00 0,000 NEGATIVA
G08 FAM  Unkn-26 M86 0,00 0,000

G09 FAM  Unkn-26 M86 0,00 0,000

G10 FAM  Unkn-27 M87 0,00 0,000 NEGATIVA
G11 FAM  Unkn-27 M87 0,00 0,000

G12 FAM  Unkn-27 M87 37,30 37,30 0,000

HO1 FAM  Unkn-28 M88 0,00 0,000 NEGATIVA
HO2 FAM  Unkn-28 M88 0,00 0,000

HO3 FAM  Unkn-28 M88 0,00 0,000

HO4 FAM  Unkn-29 M89 0,00 0,000 NEGATIVA
HO5 FAM  Unkn-29 M89 0,00 0,000

HO6  FAM  Unkn-29 M89 0,00 0,000

HO7 FAM  Unkn-30 M90 0,00 0,000 NEGATIVA
HO8 FAM  Unkn-30 M90 0,00 0,000

HO9 FAM  Unkn-30 M90 0,00 0,000

H10 | FAM POZZC“" CONIROL 26,38 | 26,72 0,478 oK
H11 | FAM Pos?’gt”' CONIROL 27,05 | 26,72 0,478 oK
H12 | FAM NTC 0,00 0,000 oK
AOL  FAM  Unkn-01 M91 0,00 0,00 NEGATIVA
A02 FAM  Unkn-01 M91 0,00 0,00

AO3  FAM  Unkn-01 M91 0,00 0,00

A04 FAM  Unkn-02 m92 0,00 0,00 NEGATIVA
AO5  FAM  Unkn-02 m92 0,00 0,00
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AO6  FAM  Unkn-02 mo2 0,00 0,00

A07 _FAM _ Unkn-03 mo3 0,00 0,00 NEGATIVA
AO8  FAM  Unkn-03 mo3 0,00 0,00

A09  FAM  Unkn-03 mo3 0,00 0,00

A0 _FAM _ Unkn-04 moa 0,00 0,00 NEGATIVA
All  FAM  Unkn-04 mo4 0,00 0,00

Al2 FAM  Unkn-04 mo4 0,00 0,00

BO1 | FAM NTC | | 0,00 0,00 OK
B02 FAM  Unkn-05 m95 3534 3574 0,63 POSITIVA
B0O3 FAM  Unkn-05 m95 3543 3574 0,63

BO4 FAM  Unkn-05 m95 3646 3574 0,63

BO5  FAM _ Unkn-06 mo6 0,00 0,00 NEGATIVA
BO6 FAM  Unkn-06 mo6 0,00 0,00

BO7 FAM  Unkn-06 mo6 0,00 0,00

D08 | FAM P0501Ct”' 26.28 | 26,25 012 OK
D09 | FAM Posoft”' 26,35 | 26,25 012 oK
D10 | FAM P0501Ct”' 26,12 | 26,25 012 OK
DI1 | FAM | NTC 0,00 0,00 OK
D12 | FAM | NTC 0,00 0,00 OK

Anexo 10. Valores de ji-cuadrado en relacion con la presencia de Giardia spp. y parametros

microbioldgicos v fisicoquimicos.

Valor ji-cuadrado (X?) para Giardia spp. y datos fisicoquimicos y micro-
biol6gicos en 96 muestras de aguas colectadas en el Distrito la Ramada

Parametros

P-Value (porcentaje)

* Coliformes totales (NMP/100mL)
* E. coli (NMP/100mL)

OD (mg/LO2)
*EC (uS/cm)

pH

Temperatura

DQO
DBO5

0,001
0,000

0,400
0,022

0,507
0,162
0,404

0,403

(0%)
(0%)

(40%)
(2%)

(51%)
(16%)
(40%)

(40%)

FC(Coliformes fecales); NMP (Numero mas probable), OD (Oxigeno disuelto), EC (conductividad); DQO
(Demanda quimica de oxigeno); DBO5 (demanda bioguimica de oxigeno). *Valores de P-value <0.05.
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Anexo 11. Resultados obtenidos en ensayo de gPCR con equipo BIO-RAD. (Muestra Fecal

1, positiva con ooquistes de Cryptosporidium spp). Concentracion de ADN: 12.6ng/ul

Muestras ADN (ng/3ul) Cq Mean Cq Std. Dev
muestra (Pura) 38,80 0,00 -
muestra (Pura) 38,80 0,00 -
muestra (1/5) 7,56 0,00 -
muestra (1/5) 7,56 0,00 -
muestra (1/10) 3,78 0,00 -
muestra (1/10) 3,78 0,00 -

NTC N/A - -
NTC N/A - -

Anexo 12. Resultados obtenidos en ensayo de gPCR con equipo BIO-RAD. (Muestra
concentracion de Ooquistes de Cryptosporidium spp.). Concentracién de ADN: 7.3ng/ul

Muestras ADN (ng/3ul) Cqg Mean Cq Std. Dev
muestra (Pura) 21.9 0,00 0,000
muestra (Pura) 21.9 0,00 0,000
muestra (Pura) 21.9 0,00 0,000
muestra (1/4) 5.475 0,00 0,000
muestra (1/4) 5.475 0,00 0,000
muestra (1/4) 5.475 0,00 0,000
muestra (1/8) 2.737 0,00 0,000
muestra (1/8) 2.737 0,00 0,000
muestra (1/8) 2.737 0,00 0,000
muestra (1/12) 1.825 0,00 0,000
muestra (1/12) 1.825 0,00 0,000
muestra (1/12) 1.825 0,00 0,000

NTC N/A - 0

NTC N/A - 0
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Anexo 13. Resultados del gel de Electroforesis para Cryptosporidium spp. Escalera
molecular (carril M). Muestra de ADN extraido de Materia Fecal con kit FastDNA spin kit for
Soil; ADN puro (carril 1-2); dilucion 1/5 (carril 3-4); dilucion 1/10 (carril 5-6), control negativo
(carril 7) (Zymo Research, 2016).

Anexo 14. Resultados obtenidos en ensayo de gPCR con equipo BIO-RAD. (Muestra ADN
extraido de ooquiste de Toxoplasma gondii.). Concentracion de ADN: 6.6ng/ul

Muestras ADN (ng/2ul) Cg Mean Cq Std. Dev
muestra (Pura) 13.2 0,00 -
muestra (Pura) 13.2 0,00 -
muestra (1/4) 3.3 0,00 -
muestra (1/4) 3.3 0,00 -
muestra (1/8) 1.65 0,00 -
muestra (1/8) 1.65 0,00 -

NTC N/A - -

NTC N/A - -
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Anexo 15. Resultados del gel de Electroforesis para Toxoplasma gondii. Escalera molecular (carril
M). Control negativo (carril 1). Muestra de ADN extraido de ooquistes de T. gondii, materia fecal,
paciente felino; ADN puro (carril 2-3); dilucion 1/4 (carril 4-5); diluciébn 1/8 (carril 6-7), (Zymo
Research, 2016).

Anexo 16. Huevos de helmintos detectados en muestras de hortalizas irrigadas con aguas
provenientes del antiguo distrito La Ramada. Trichuris spp.(A-B); Ancylostomideos (C-F);
Ascaris spp. (G-J); Hymenolepis spp. (K); y Capilaria spp. (L). Objetivo 40X.
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Anexo 17. Estructuras (oo)quisticas de protozoarios detectadas en muestras de Hortalizas. Quistes

de Giardia spp. (A-F); Ooquistes de Cryptosporidium spp. (G-1). Observacion: microscopia de
inmunofluorescencia (FITC), Objetivo 40X.
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Anexo 18. Larvas de nematodos. detectadas en muestras de Hortalizas irrigadas con aguas
provenientes del antiguo distrito de riego y drenaje La Ramada, Observaciéon microscopica campo
claro.

Anexo 19. Evidencia fotogréfica: deteccion de un Huevo de Ascaris suum en un sistema de filtro
anaerobio de flujo descendente.



