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RESUMEN

La reutilizacién de agua depurada (AD) constituye una opcidn para aliviar la presioén
sobre la explotacion de las reservas de agua dulce y permitir la agricultura en regiones
aridas y semidridas. La principal desventaja del empleo de AD es el riesgo asociado a la
presencia de microorganismos patégenos. En el presente estudio se analizé la presencia
de bacterias patégenas y amebas de vida libre (AVL) en 12 muestras de dos tipos de
suelos (Typic Haplocambids y Typic Torrifluvents) de diferente textura que son regados
con dos clases de aguas: un recurso hidrico convencional como es el agua subterrdnea
(AS), y AD. El objetivo fue evaluar el riesgo clinico asociado a la reutilizacién de AD en el
sector agricola de Fuerteventura. Los resultados muestran que el AD de entrada de los
tanques de almacenamiento contienen la mayor carga bacteriana, si bien el AD y AS de
salida presenta un mayor contenido de bacterias y AVL que las aguas de entrada,
indicando contaminacién de los mismos. Se determind también que el contenido y la
diversidad de bacterias patdgenas en los suelos regados con AD es superior que aquellos
regados con AS, presentando una tendencia a la disminucién del nimero de UFC por
gramo de suelo con la profundidad. Ademas, las AVL estan presentes en todas las

muestras, incluso en los suelos no regados. Acanthamoeba es el género mas frecuente.

PALABRAS CLAVE: agua depurada, bacterias, amebas de vida libre, patégenos, suelos.

ABSTRACT

The reuse of treated wastewater (TWW) is an option to relieve pressure on the
exploitation of freshwater reserves and allow agriculture in arid and semi-arid regions.
The main disadvantage of the use of TWW is the risk associated with the presence of
pathogenic microorganisms. In the present study, the presence of pathogenic bacteria
and free-living amoebas (FLA) was analyzed in 12 samples of two types of soils (Typic
Haplocambids and Typic Torrifluvents) of different texture that are irrigated with two
kinds of water: a conventional water resource which is the groundwater (GW), and
TWW. The objective was evaluating the clinical risk associated with the reuse of TWW

in the agricultural sector of Fuerteventura. Results show that the TWW output of the



storage tanks contain the highest bacterial load, while the TWW and GW output has a
higher content of bacteria and FLA than the input waters, indicating contamination. It
was also determined that content and diversity of pathogenic bacteria in soils irrigated
with TWW is higher than those irrigated with GW, showing a tendency to decrease the
number of CFU per gram of soil with depth. In addition, FLA are present in all soil

samples, even in non-irrigated soils. Acanthamoeba is the most frequent genus.

KEYWORDS: treated wastewater, bacteria, free-living amoebae, pathogens, soils.

1. INTRODUCCION

La escasez de agua dulce constituye a nivel global un problema en alza acrecentado por
el continuo incremento de la poblacién humana y de las necesidades hidricas asociadas
al desarrollo agricola e industrial (Hess et al.,, 2015). Se estima que solamente las
actividades agricolas son responsables de aproximadamente el 70 % del consumo total
de agua dulce en el planeta (Hess et al., 2015). La utilizacidn de aguas de calidad marginal
(p.ej. aguas depuradas, aguas subterrdneas salinas, aguas de drenaje agricola, etc.)
constituye una opcidn para aliviar la presidn sobre las reservas de agua dulce, y permitir
a su vez el desarrollo agricola en regiones aridas y semidridas (Dolnicar & Hurlimann,
2009). El agua depurada (AD) o regenerada, procedente de la depuracidn de excedentes
tras su uso doméstico y/o industrial representa uno de los tipos de recursos hidricos no

convencionales con mayor potencial para uso en regadio (Belhaj et al., 2016).

A pesar de la necesidad de reutilizacién del AD, en Espafiia el volumen reutilizado alcanza
Unicamente el 8,8 % del total anual generado, del cual un 41 % es destinado al sector
agricola para su uso en regadio (Figura 1). Canarias por su parte, es una de las
comunidades auténomas que cuenta con uno de los porcentajes mas bajos de
reutilizacidn (2,6 %) a pesar de ser un territorio con una amplia distribuciéon de zonas
aridas y semiaridas con gran limitacion de recursos hidricos convencionales. La isla de
Fuerteventura, por ejemplo, localizada en el margen oriental de las Islas Canarias,
constituye una de las regiones mas daridas de la Unién Europea, presentando una

marcada escasez de recursos hidricos que ha conducido, entre otros factores, a un



abandono del 92 % de las tierras arables a lo largo de las pasadas décadas (Dorta-Santos
et al., 2014). En esta isla el sector hostelero, actualmente la mas importante fuente de
ingresos, supone una elevada produccién de AD, aproximadamente unos 15x10% m?3
anuales, de los cuales sélo un 9 % se emplea para el riego agricola (Dorta-Santos et al.,

2014).
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Figura 1. Porcentaje de agua depurada reutilizada del total generado por cada CCAA en el afio 2016.
Fuente: Asociacion espaiola de Abastecimiento de Agua y Saneamiento (AEAS).
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La obligacién, recogida en la legislacidon europea y espaiola, de depurar los efluentes,
en especial los de origen urbano, producidos como consecuencia de la actividad humana
para evitar la contaminacion ambiental, ha incrementado exponencialmente los
volumenes de agua residual depurada en las ultimas décadas constituyendo asi una
fuente_de agua permanente que puede satisfacer la demanda local de este recurso para
el regadio (European Commission; 2013). Asimismo, el empleo de AD incrementa en los
suelos la cantidad de nutrientes disponibles para las plantas y la eficiencia metabdlica
de los microorganismos, con el consiguiente ahorro en la aplicacion de fertilizantes (Meli

et al.,, 2002).



Sin embargo, la reutilizacion de AD en agricultura conlleva una serie de factores de
riesgo que han de tenerse en cuenta. A medio y largo plazo la potencial salinizacién y
sodificacidn de los suelos utilizados como consecuencia fundamentalmente del elevado
contenido en sodio del agua, la contaminacidn de aguas subterraneas por compuestos
orgdanicos o inorganicos (p.ej. nitratos), y la acumulacion hasta niveles téxicos para las
plantas de elementos traza (p.ej. boro) son algunos de los problemas mas relevantes
(Toze, 2005). Ademads, un alto contenido en nutrientes combinado con una elevada
relacion C/N puede disminuir la conductividad hidraulica del suelo como resultado de
un sobrecrecimiento de las poblaciones microbianas y la formacién de biofilms que
obstruyen la porosidad edafica (Magesan et al., 2000). Otros componentes quimicos
tales como los disruptores endocrinos y compuestos de actividad farmacéutica, aunque
normalmente presentes en estas aguas en concentraciones muy bajas, pueden suponer
un riesgo potencial no totalmente evaluado para la salud humana y el medio ambiente

(Jobling et al., 1998; Hong et al., 2018).

A corto plazo los riesgos sanitarios para humanos y animales asociados a la carga
microbioldgica que presentan estas aguas constituyen sin lugar a dudas el problema mds
relevante y al que se le ha prestado una mayor atencion en la literatura cientifica (Mufioz
et al, 2010). Debido a que una parte significativa del AD procede del tratamiento de
aguas fecales, es comun encontrar en ésta microorganismos de origen fecal, aunque
también microorganismos oportunistas de vida libre, que constituyen una causa
potencial de infeccidn. Los patégenos mas comunes presentes en AD son las bacterias,
si bien también estan presentes otros organismos como protozoos, helmintos y virus

(Toze, 2005).

Puesto que la reutilizaciéon de AD, en un marco de cambio climatico global que podria
limitar aun mas la disponibilidad de recursos hidricos para la agricultura, constituye un
factor clave para la produccion agricola en regiones aridas como la isla de Fuerteventura,
su aplicacion en regadio debe ir asociada a estudios que evalien y que permitan
minimizar los riesgos asociados anteriormente mencionados. Asi, el presente estudio
analiza la carga microbioldgica contaminante (bacterias patdgenas y amebas de vida

libre (AVL)) en el AD y dos tipos de suelos agricolas regados con AD de la isla de



Fuerteventura, con el objetivo general de evaluar el riesgo clinico asociado a la

reutilizacion de este tipo de calidad de aguas.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es la evaluacion del riesgo clinico asociado a la
presencia de microorganismos patdgenos en el AD utilizada para el regadio en la isla de

Fuerteventura.
Se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar la presencia y cantidad de bacterias patégenas y AVL en el AD utilizada
para regadio, compardndola con agua subterranea (AS) utilizada como control.

e Evaluar los efectos de las condiciones de almacenamiento del AD antes de su uso
en la carga microbiolégica de la misma.

e Evaluar la pervivencia de bacterias patégenas y AVL en dos tipos de suelos (Typic
Haplocambids y Typic Torrifluvents) regados con AD, comparandolo con suelos
regados con AS y suelos sin riego utilizados como control.

e Evaluar la influencia de la profundidad del suelo (0-5 cm y 5-10 cm) en la

pervivencia de bacterias patdgenas y AVL en suelos regados con AD.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Descripcion del sitio de estudio

El estudio fue llevado a cabo en la isla de Fuerteventura en la Granja Agricola y
Experimental de Pozo Negro, localizada en el municipio de Antigua, y gestionada por la

Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Pesca del Cabildo Insular.



Figura 2. Vista general de las parcelas experimentales (suelo Typic Haplocambids) con cultivo de Medicago
sativa bajo riego con AD y AS dentro de las instalaciones de la Granja Experimental de Pozo Negro,
Fuerteventura.

El sitio de estudio presenta una precipitacién media anual de 98 mm, con una elevada
variabilidad interanual (32 — 117 mm), temperatura media anual de 202C, humedad
relativa del 64 %, velocidad media del viento de 3.4 m s}, radiacién media de 18.9 MJ
m=dial, e insolacion media anual de 10.6 horas dia™. La presencia casi constante de
vientos, unida a los elevados niveles de radiacién y temperatura, hace que la
evapotranspiracion de referencia (ET,) calculada mediante el método FAO/Penman-
Montheith se eleve a 1707 mm afio! (Dorta-Santos et al., 2014). Este trabajo se ha
integrado dentro del Proyecto de Investigacién "Agricultura biosalina para el
aprovechamiento de recursos marginales de suelos y aguas en un medio insular

(AGL2013-46054-R)” desarrollado desde 2016 en las instalaciones de la Granja Agricola.



Las infraestructuras de este proyecto (sistemas de riego, parcelas experimentales) han

sido utilizadas para la toma de muestras de aguas y suelos del presente TFG.

3.2. Muestreo y caracterizacion fisico-quimica de las aguas

Se realizé la caracterizacién fisico-quimica de dos calidades de agua utilizadas para riego
en el proyecto anteriormente mencionado. Agua depurada (AD) procedente de la EDAR
Puerto del Rosario, que recibe agua de uso urbano con origen en agua de mar
desalinizada, y se genera mediante pretratamiento (eliminacion de sélidos por
filtracién), tratamiento primario (decantacidn) y tratamiento secundario (digestion
bioldgica); y agua subterrdnea (AS) extraida a 45 m de profundidad mediante un pozo
localizado dentro de las instalaciones de la Granja Experimental (Dorta-Santos et al.,
2014). Ambos tipos de aguas son almacenadas por periodos variables antes de su
aplicacion en el riego en tanques cubiertos con mallas situados también dentro de las
instalaciones de la Granja Experimental. Se tomd una muestra de AD y otra de AS a la
salida de los tanques de almacenamiento en febrero de 2018, siendo colectadas en
botellas de polietileno y trasladadas al laboratorio para su analisis. Los siguientes
parametros fueron analizados en las muestras de agua: conductividad eléctrica (CE), pH,
s6lidos totales en suspensién (STS), cationes (Ca?*, Mg?*, Na*, K*, NH4*), aniones (CI,
S04%, PO4*, NO3’), boro (B), demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda biolégica
de oxigeno (DBO). Los valores de relacion de absorcion de sodio (SAR; Sodium
Adsorption Ratio) fueron obtenidos a partir de los niveles de CaZ*, Mg?* y Na*.Todos los
analisis de agua siguieron el Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1998). Los andlisis fueron llevados a cabo por el personal técnico
del laboratorio de Edafologia del Departamento de Biologia Animal, Edafologia y

Geologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de La Laguna.

Los niveles de los parametros fisicoquimicos analizados en el AD y AS se muestran en la
Tabla 1. ElI AD presenté del orden de 2 veces mas STS que el AS. El valor de pH fue mas
elevado en el AS que en el AD. Ambos tipos de aguas presentaron valores de CE por
encima de 2.0 dSm%, siendo mucho mas elevado en el AS. Atendiendo a la composicion

de aniones y cationes se puede establecer que se trata de aguas cloruradas sédicas. Los
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valores de SAR fueron dos veces mas altos en el AS que en el AD, mostrando también
contenidos de boro mas elevados (~ 2.4 mg I'Y). En general se trata de aguas ligeramente
alcalinas con valores de SAR elevados que indican que su uso puede representar un alto
riesgo de sodificacion del suelo (Klay et al., 2010). Los niveles de amonio, nitrato y
fosfato fueron del orden de 3, 3 y 15 veces mayor, respectivamente, en el AD que en el
AS, pudiendo constituir potencialmente una fuente significativa de nutrientes en suelos

con baja fertilidad (Heidarpour et al., 2007).

Parametro AS AD
STSmgL* 5.9 12.1
pH 8.3 76
CEdS m 4.9 2.6
Ca**mg L*! 28.7 28.4
Mg? mg L* 41.8 323
K*mg L? 12.1 31.5
Na* mg L! 1042.2 450.8
SAR (mmol L%)%s 25.7 11.7
ClmgL? 981.6 644.6
COs> mg L 30.7 0.0
HCOsz mg L? 550.3 170.6
SO mg L? 392.9 100.2
PO/ mgL* 0.4 15.3
NOs mg L! 9.8 316
BmgL? 2.4 1.0
NH;* mg L? 0.0 2.8
DQO mg L? 10.3 53.3
DBO5 mg L* 7.2 16.6

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de las aguas de riego. AS, agua subterrdnea; AD, agua
depurada; SAR, relacidn de absorcidn de sodio; DQO, demanda quimica de oxigeno; DBO, demanda
bioldgica de oxigeno.



Los valores de DQO y DBO en el AD fueron 5y 2 veces mayores respectivamente que en
el AS. Los niveles de DQO (>50 mg L) y K (>30 mg L) sefialan que el AD podria ser
considerada una fuente de materia organica y nutrientes esenciales permitiendo una
mejora de la fertilidad del suelo y consecuentemente del crecimiento y productividad

de las plantas (Tarchouna et al., 2010).

3.3. Muestreo y caracterizacion fisico-quimica de los suelos

Para el muestreo de suelos se seleccionaron aleatoriamente tres parcelas
experimentales (regada con AD; regada con AS; sin riego) en dos tipos de suelos
diferentes (Typic Torrifluvents; Typic Haplocambids). Las parcelas regadas estan
cultivadas con alfalfa y se riegan desde noviembre de 2016. Las parcelas sin riego no
presentan cultivo. El muestreo de los suelos se llevd a cabo en febrero de 2018,
tomandose una muestra de suelo a dos profundidades (0-5 cm y 5-10 cm). Asi un total
de 12 muestras de suelos fueron colectadas en recipientes de plastico y transportadas

al laboratorio para su analisis.

Los andlisis de suelos fueron llevados a cabo por el autor del presente trabajo en el
laboratorio de Analisis Agricola y Agrologia de la Seccién de Ingenieria Agraria de la
Escuela Politécnica Superior de Ingenieria de la Universidad de La Laguna. Todas las
muestras de suelo fueron secadas al aire y tamizadas a 2 mm previamente a su analisis
(con la excepcién de las muestras de suelos tomadas para el calculo del contenido de
humedad mediante el método gravimétrico). Los siguientes parametros fueron
analizados en las muestras de suelos: granulometria (arena, limo y arcilla) (densimetro
de Boyoucos); pH y conductividad eléctrica en extracto de pasta saturada (pHe and CEe);
carbonato calcico equivalente (calcimetro de Bernard); carbono organico total (método
Walkley & Black); carbono organico labil (Weil et al., 2003); fésforo disponible (método
Olsen); nitrogeno total (método Kjeldahl). Todos los analisis de suelos siguieron el

Standard Methods (Soil Survey Staff, 1996).



Sin riego Riego con AS Riego con AD
Parametro

0-5cm 5-10 cm 0-5cm 5-10 cm 0-5cm 5-10 cm

Typic Torrifluvents

Humedad % 8.3 55 17.6 16.7 19.8 191
CEedS m 2.0 10.1 3.1 4.3 35 3.3
pHe 8.5 8.0 8.6 8.4 8.1 8.1
CaCOs g kg 121 109 121 60 125 120

C org. total g kg* 4.8 115 10.3 6.0 13.0 51
C org. labil mg kg 481 677 657 499 694 486
Nitrégeno total g kg 0.5 1.0 11 0.8 15 0.9
Olsen-P mg kg 34 9.2 11.0 25 16.7 3.0
Arcilla g kg* 179 176 190 191 196 184
Limo g kg 189 233 225 219 223 228
Arena g kgt 632 591 585 590 581 588

Typic Haplocambids

Humedad % 9.6 8.6 24.0 27.0 18.6 22.9
CEedS m™ 11.6 18.9 3.2 3.0 2.0 2.0
pHe 8.1 7.9 7.8 8.0 8.1 8.2

CaCOs g kg™ 186 193 125 39 176 163

C org. total g kg™* 5.1 16.8 20.3 6.4 17.6 4.3
C org. labil mg kg 441 491 729 562 722 454
Nitrégeno total g kg 0.6 0.8 2.6 1.2 2.1 0.5
Olsen-P mg kg™ 2.0 1.9 16.2 35 25.2 5.6
Arcilla g kg* 299 284 291 329 250 273
Limo g kg 418 505 438 440 501 426
Arena g kgt 283 211 271 231 239 301

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas de las capas superficiales (0-5 cm y 5-10 cm) de los suelos TT (Typic
Torrifluvents) y TH (Typic Haplocambids) bajo riego con AD, AS y suelos control (no regados).
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Los resultados de los analisis fisico-quimicos de los suelos se muestran en la Tabla 2.
Puesto que no se tomaron réplicas de los diferentes tratamientos no fue posible realizar
un analisis estadistico de los datos y sélo se pretende realizar una descripcidn de los
mismos. El suelo Typic Torrifluvents (TT) presenta textura franco arenosa para las dos
profundidades estudiadas. El suelo Typic Haplocambids (TH) tiene textura franco
arcillosa en ambas profundidades. El contenido de agua es, como cabria esperar, mucho
menor en los suelos no regados y ligeramente mayor en el suelo TH que en el TT. La
reaccién de ambos suelos es alcalina con valores de pH cercanos o superiores a 8.0. Los
niveles de CEe fueron mas altos en las parcelas sin riego (control) particularmente en el
suelo TH, disminuyendo considerablemente en las parcelas regadas como consecuencia
fundamentalmente de las altas fracciones de lavado aplicadas (~25 %; comunicacién
personal). Las parcelas regadas con AS tuvieron en general valores ligeramente
superiores de CEe que las regadas con AD, reflejo de la diferencia de salinidad entre
ambos tipos de agua (Tabla 1). Ambos suelos contienen CaCOs, con valores
generalmente superiores a 100 g kg*. Los contenidos de carbono orgdnico total y labil y
de nitrégeno fueron en general mayores en el suelo TH que en el suelo TT, siempre
dentro de rangos muy bajos (< 20 g kg de carbono total y < 2 g kg™ de nitrégeno total),
caracteristicos de suelos de zonas aridas con baja productividad bioldgica. Se observa
un incremento del carbono orgdnico y el nitrégeno en los suelos regados,
particularmente aquellos bajo riego con AD, con respecto a los suelos no regados. La
aportacion de nutrientes realizada con el AD y también la fijacidn bioldgica de nitrégeno
realizada por el cultivo de alfalfa pueden explicar estos incrementos. Igualmente, los
contenidos de P-Olsen se vieron incrementados en las parcelas bajo riego con respecto

a las parcelas control (Tabla 2).

3.4. Muestreo y analisis microbioldgico de las aguas

Para el andlisis microbioldgico de las aguas de riego se realizé un muestreo en febrero
de 2018 colectando AD y AS a la entrada y salida de los tanques de almacenamiento. Las

muestras se tomaron en tubos de centrifuga estériles Falcon® con un volumen de 50 ml,
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y fueron mantenidas a — 42C hasta su analisis en laboratorio (iniciado a las 24 horas de

la toma de las muestras).

3.4.1. Bacterias patogenas

Existen diversidad de especies bacterianas patdgenas con implicaciones para la salud
publica. Atendiendo a su relevancia clinica se seleccionaron para este estudio los
siguientes grupos bacterianos: Vibrio, coliformes totales (CT), Escherichia coli,

Pseudomonas, Salmonella y Shigella.

Vibrio agrupa un conjunto de 66 especies de las cuales 12 son potencialmente
patdgenas para el ser humano (Garrity et al., 2004); el término “bacterias coliformes”
incluye los géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Aeromonas y otros
capaces de fermentar lactosa, siendo una fraccion de origen fecal, por lo que su
presencia se emplea como indicador de contaminacion fecal en el medio (Martin et al.,
2016); Escherichia coli es el indicador mas fiable de contaminacién fecal debido a que es
una bacteria de origen intestinal con baja capacidad de supervivencia en el medio
ambiente en comparacién con otros coliformes (Odonkor & Ampofo, 2013);
Pseudomonas es un género de distribucién ubicua que no incluye especies
estrictamente patdgenas para el ser humano, pero que pueden actuar como patdgenos
oportunistas al infectar a huéspedes susceptibles (Granados & Villaverde, 2003);
Pseudomonas aeruginosa es la que mayor repercusion tiene en la salud humana, al
participar en el 10 % de las infecciones nosocomiales de los hospitales de la Unién
Europea (Bentzmann & Plésiat, 2011); Salmonella constituye la causa mds prevalente de
infeccién alimentaria a nivel mundial (Andino & Hanning, 2015); Shigella es un género
de bacterias responsables del desarrollo de enfermedades diarreicas que constituyen

una causa frecuente de mortalidad en humanos (Schroeder & Hibi, 2008).

El analisis de bacterias se llevd a cabo mediante la técnica de filtracién por membrana
haciendo pasar un determinado volumen de agua a través de filtros de nitrocelulosa
(0.45 um de diametro de poro) mediante una rampa de filtracion y una bomba de vacio.
Seguidamente se depositaron los filtros sobre los medios de cultivo sélidos. Se
emplearon distintos tipos de medios en funciéon del grupo bacteriano: medio

Chromocult (coliformes y E. coli; Alonso et al., 2008), medio TCBS (Vibrio sp.; Huq et al.,
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2013), agar cetrimida (Pseudomonas sp.; Colinon et al., 2013) y agar Salmonella-Shigella
(para ambos géneros; Ruiz-Gémez et al., 1998). Debido a la elevada carga bacteria las
muestras de AD fueron diluidas en solucién PAS (Page’s Amoeba Saline solution)
previamente a la filtracién con el fin de obtener un nimero de colonias adecuado para
el recuento. Tras la siembra, las placas fueron incubadas a 37 2C durante 24 horas a
excepcion de las placas con medio Salmonella-Shigella, que se incubaron 48 horas.
Pasado el tiempo de incubacidn se procedid al recuento de las colonias. En el caso del
medio agar cetrimida para detectar la presencia de colonias de Pseudomonas se
expusieron las placas a luz ultravioleta, puesto que la mayor parte de las bacterias de
este género producen pigmentos fluorescentes como la piocianina y la pioverdina

(Stanier et al. ,1992).

3.4.2. Amebas de vida libre

En este estudio se presta especial atencién a un grupo de protozoos conocido como
amebas de vida libre (AVL), que no requieren un organismo hospedador para poder
sobrevivir (Cateau et al., 2014). Las AVL son consideradas como un grupo emergente de
patégenos oportunistas por el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades de
Atlanta, al cual se da cada vez mas atencién desde el ambito sanitario. Se trata de
organismos ubicuos que han sido aislados en gran diversidad de ambientes tanto
naturales como artificiales, incluyendo agua dulce, agua salobre, agua marina, plantas
de tratamiento de agua, y diversos tipos de suelos (Scheikl et al., 2014). Las AVL son
capaces de causar enfermedades en el ser humano de diversa indole, desde infecciones
cutaneas y oculares hasta encefalitis y afecciones pulmonares, éseas y de las glandulas
adrenales (Visvesvara et al., 2007). Entre las AVL patdégenas mas comunes en humanos
se encuentran cuatro géneros/especies: Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri,
Balamuthia mandriallaris y Sappinia pedata, si bien otros géneros como Vahlkampfia,
Paravahlkampfia y Hartmannella (Vermamoeba) también parecen estar asociadas con
infecciones en humanos (Khurana et al., 2015). Algunas de las infecciones asociadas a
las mismas, a pesar de tener una baja morbilidad, presentan una elevada mortalidad y
por lo tanto constituyen un problema potencial para la salud de la poblacién (Krél-
Turminska & Olender). Otras enfermedades como la queratitis por Acanthamoeba

presentan una incidencia cada vez mayor (Lorenzo-Morales et al., 2015).
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Para el estudio de las AVL se recurrié también a la técnica de filtracion por membrana.
En este caso las muestras no fueron diluidas previamente a la filtracién. Tras la misma
los filtros fueron colocados en posicion invertida, debido a la elevada movilidad que
presentan estos organismos, sobre el medio de cultivo (agar no nutritivo (ANN); Reyes-
Batlle et al., 2014). Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente (20-25 2C) de

forma indefinida con monitorizacién diaria.

Tras varios dias de incubacion se procedio a estudiar el desarrollo de AVL en los medios
mediante un microscopio éptico invertido Leica D IL. Dado que el medio ANN permite
también el crecimiento simultdneo de hongos y otros microorganismos, para poder
aislar las AVL se recurriéd al método de replicacidon. En este método se localizan y
monitorean diariamente con el microscopio los distintos tipos de AVL presentes en el
medio. Una vez observado un tipo de ameba y localizado este organismo dentro del
campo de vision se rotula sobre la placa de Petri el area en cuestion. A continuacion se
agujerea el medio de cultivo siguiendo la linea de la zona marcada, obteniéndose un
disco que contiene el microorganismo observado previamente y que es depositado en
un nuevo medio ANN. Este nuevo cultivo constituye una réplica, que es incubada y a
partir de la cual se pueden realizar nuevas réplicas hasta obtener un cultivo de AVL

aisladas libre de otros microorganismos.

Una vez obtenido un cultivo de AVL aisladas se procede a su identificacion mediante
secuenciacion de ADN. Para la extraccidn del ADN fue necesario en primer lugar obtener
una suspension de las células de los organismos de estudio. Para ello se afadid solucién
PAS sobre la superficie del medio de cultivo, y se raspo ésta haciendo uso de un cayado
de vidrio para liberar las células al liquido. El liquido resultante se introdujo en tubos
Eppendorf®, que se centrifugaron para obtener un pellet celular tras la eliminacién del
sobrenadante. Posteriormente la extraccién y purificacién del ADN se realizé de forma
automatizada en un equipo Maxwell 16, programado para optimizar la extraccion de
ADN a partir de quistes amebianos. Seguidamente el ADN fue cuantificado mediante un
espectrofotémetro DS-11 (DeNovix), que determina los valores del grado de purezay de

concentracion del ADN de cada una de las muestras.

Las muestras de ADN fueron entonces sometidas a PCR (Polymerase Chain Reaction;

termociclador Arktik™) empleando para ello dos tipos de cebadores: un par de
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cebadores FLA (FLAf y FLAr) para confirmar la presencia de amebas de vida libre, y un
par de cebadores JDP (JDP1 y JDP2) para detectar amebas del género Acanthamoeba
(Dendara et al.,, 2008). Ambos tipos de cebadores se encargan de amplificar una
pequefia regidén del ARN; 18s amebiano. Tras la PCR las muestras fueron sometidas a
electroforesis a 70 voltios en geles de agarosa al 2 %. Una vez acabada la electroforesis
se introdujeron los geles en el sistema ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) para su analisis e
interpretacidn. Las muestras que en este analisis dieron positivo para AVL sensu lato
(cebadores FLA) o Acanthamoeba (cebadores JDP) fueron enviadas a una empresa
encargada de la secuenciacion del ADN (Macrogen Spain). Finalmente, las secuencias de
ADN de los genomas secuenciados fueron cotejadas en una base de datos para la

identificacion definitiva de las especies presentes en las muestras.

3.5. Muestreo y analisis microbioldgico de los suelos

3.5.1. Bacterias patdgenas

Para el estudio bacteriolégico de los suelos se analizaron los mismos grupos que para
las aguas. En este caso se tomaron de cada muestra de suelo 0.5 gramos que fueron
diluidos en tampdn fosfato salino (PBS) hasta la obtencién de diluciones 103y 104, Estas
dos diluciones (100 ul) fueron las empleadas para realizar la siembra de los medios de
cultivo. Tras la siembra se procedido a incubar, con los tiempos de incubaciéon y

temperatura ya comentados en el andlisis de las aguas, y al posterior recuento.

3.5.2. Amebas de vida libre

Para el aislamiento de AVL a partir de los suelos se utilizé, al igual que para las muestras
de agua, medio de ANN, que fue sembrado tomando una pequefia cantidad de suelo (=
0.5 gramos) y esparciéndolo en linea sobre la superficie del medio de cultivo. Una vez
sembradas las placas se incubaron a temperatura ambiente (20-25 2C). Posteriormente
se siguidé el mismo proceso de aislamiento e identificacion detallado previamente para

las muestras de aguas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de los analisis microbioladgicos de las aguas de riego

4.1.1. Bacterias patogenas

Los resultados obtenidos en el recuento de colonias bacterianas a partir de las aguas

de entrada y de salida de los tanques de almacenamiento se muestran en la Tabla 3.

UFC/100 ml
Tipo de agua Vibrio CT E. coli Pseudomonas  Salmonella  Shigella
Agua subterranea
Entrada 0 500 0 0 0 0
Salida () D 0 0 () 0
Agua depurada
Entrada 1200 2666 533 0 ) 0
Salida 0] 0] 10000 0 10 0

Tabla 3. Identificacion y recuento de bacterias patégenas en aguas de riego (agua subterranea y agua
depurada). UFC, unidades formadoras de colonias; CT, coliformes totales; E. coli, Escherichia coli; O,
incontables UFC.

Cuando se compara las dos calidades de agua a la entrada de los tanques de
almacenamiento se observa que el AD presenta un mayor nimero de bacterias y
diversidad de grupos que el AS. Asi en el AD se detectaron Vibrio, CT, E. coliy Salmonella,
mientras que en el AS sélo se observan CT en un nimero considerablemente bajo (~ 500
UFC). Estos datos confirman que el proceso de depuracién del agua empleado no
asegura la completa eliminacién de importantes grupos de bacterias patdgenas, y que,
por tanto, el uso de esta calidad de agua en regadio puede implicar potenciales
problemas sanitarios. Tras el paso del agua por los tanques de almacenamiento (aguas
de salida) ambos tipos de aguas presentan una elevada carga bacteriana y los mismos
grupos (Vibrio, CT y Salmonella) a excepcidn de E. coli, que sélo esta presente en el AD.
Se observa, de forma general, un mayor contenido en bacterias en las aguas de salida
gue en las de entrada tanto para el AD como para el AS. Esto podria significar que los
tanques de almacenamiento del agua, dado que se encuentran abiertos y expuestos,

estan siendo contaminados por aportes externos de microorganismos a través de
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cadaveres de animales, heces, u otro tipo de fuentes. Esto unido a un mantenimiento
inadecuado de estas infraestructuras (limpieza y desinfecciéon deficitarias) puede
contribuir al desarrollo de condiciones propicias (temperatura, pH, nutrientes...) para el

crecimiento bacteriano.

Los géneros Vibrio y Salmonella estan presentes con una elevada carga en el AS de
salida, pero no de entrada, indicando que estos grupos se incorporan al AS por

contaminacién de los tanques.

El cultivo del AD supuso el recuento de un elevado numero de UFC de E. coli, resultado
esperado debido a que se trata de una enterobacteria y al origen fecal de parte de este
tipo de agua. La supervivencia de E. coli en el agua depende de diversos factores
ambientales incluyendo el pH, temperatura, salinidad, predacién e intensidad de la luz
solar (Blaustein et al., 2013). Segun Bordalo et al (2002), la salinidad del agua ejerce un
efecto supresor al reducir la supervivencia de esta especie. Este hecho podria explicar la
ausencia de E. coli en el AS, mds salina que el AD (Tabla 1), a pesar de la contaminacién

externa de los tanques de almacenamiento.

La ausencia de Pseudomonas en todas las muestras de agua sugiere que este grupo
podria no estar presente de forma natural en el AD y el AS empleadas, ni ser incorporada
al agua en el proceso de contaminacién de los tanques. Las especies del género Shigella,
gue son residentes habituales del tracto digestivo del ser humano y otros animales, se
transmiten a través de aguas y alimentos contaminados por heces (Zaidi & Estrada,
2014). Su tasa de supervivencia en el agua es de al menos 6 meses a temperatura
ambiente, lo cual favorece su transmision a través de este medio (Cabral, 2010). Sin
embargo, en este estudio se obtuvieron resultados negativos para el crecimiento de

Shigella en medio de cultivo para los dos tipos de aguas estudiados.

En cualquier caso, con el objetivo de minimizar la cantidad de patdgenos de las aguas
de salida se aconseja aplicar una serie de recomendaciones como cubrir totalmente los
tanques de almacenamiento para evitar la contaminacién, aplicar procesos de limpieza
y desinfeccidn, y reducir el tiempo de almacenamiento del agua desde su llegada al

tanque hasta que es empleada para el riego con el fin limitar el crecimiento microbiano.
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4.1.2. Amebas de vida libre

La Tabla 4 muestra los datos de los cultivos de AVL procedentes de las muestras de

agua.
Tipo de agua ANN PCR Especie Genotipo
Agua subterranea
Entrada - - n/a n/a
Salida + + Acanthamoeba sp. T4
Agua depurada
Entrada - - n/a n/a
Salida + + Acanthamoeba sp. T4
+ + Vermamoeba vermiformis n/a

Tabla 4. Identificacion de AVL en aguas de riego (agua subterrdnea y agua depurada) tomadas a la salida
y a la entrada de los tanques de almacenamiento. ANN, deteccidon en cultivo; PCR, deteccién por PCR;
n/a, no aplica.

Las AVL constituyen un grupo de protozoos presentes en un amplio abanico de habitats
naturales y artificiales (Scheikl et al., 2014). A pesar de esta ubicuidad, no fue posible la
identificacidon de AVL en las aguas de entrada tanto para el AS como para el AD, siendo
la deteccién negativa para cultivo (no se observaron trofozoitos ni quistes) y PCR (Tabla
4). En las aguas de salida, sin embargo, se aislé Acathamoeba del genotipo T4 (el mas
virulento) en ambos tipos de agua, y Vermamoeba vermiformis en el AD. Esto indica que
las amebas podrian estar ligadas a los tanques y no ser aportadas a través de las aguas
de entrada. Los estudios de Park (2016), reportaron la incapacidad de V. vermiformis de
crecer en agua salina. Esta posible falta de halotolerancia podria explicar la ausencia de
esta especie en el AS, que presenta una salinidad relativamente elevada, mientras que

si esta presente en el AD, agua con una menor salinidad (Tabla 1).

Estos datos confirman la presencia de AVL potencialmente patdgenas en los tanques de
almacenamiento, que adicionalmente son capaces de incrementar la capacidad de
transmisidn de bacterias patégenas que se alojan intracelularmente (Lorenzo-Morales

et al., 2007).
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4.2. Resultados de los analisis microbioldgicos de los suelos

4.2.1. Bacterias patdgenas

Los datos obtenidos del crecimiento bacteriano a partir de las muestras de suelo se
muestran en la Tabla 5. Los suelos sin riego no presentan crecimiento de ninguno de los
grupos bacterianos estudiados a excepcién de Vibrio en los suelos TH. La presencia de
Vibrio en los suelos control podria deberse a que se trata de organismos naturalmente
presentes en el medio o a su aporte previo por anteriores manejos (cultivo, adicién de

materia orgdnica, riego, pastoreo...).

UFC/g suelo
Riego Profundidad Vibrio CT E. coli  Pseudomonas SS
Typic Torrifluvents
0-5cm 0 0 0 0 0
Sin riego

5-10 cm 0 0 0 0 0
0-5cm 20*10° 0 0 0 0

AS
5-10 cm 0 0 0 0 0
0-5cm 0 300*10° 0 0 0

AD
5-10 cm 0 10*10° 0 50*103 0

Typic Haplocambids
0-5cm 20*10° 0 0 0 0
Sin riego

5-10 cm 0 0 0 0 0
0-5cm 0 0 0 0 0

AS
5-10 cm 0 0 0 0 0
0-5cm 40*10° 60*10° 0 0 0

AD
5-10 cm 0 0 0 50*10° 0

Tabla 5. Identificacion y recuento de bacterias patdgenas en suelos TT y TH con tres tipos de riego: AD,
AS y sin riego (control). UFC, unidades formadoras de colonias; CT, coliformes totales; E. coli, Escherichia
coli; SS, Salmonella y Shigella; ©, incontables UFC.

Se obtuvieron cultivos positivos para Vibrio, CT y Pseudomonas a partir de los suelos
tratados con AD, mientras que en los suelos regados con AS solamente fue positivo para

Vibrio (suelo TT). Parece por tanto, que si bien ambas calidades de agua aportan una
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elevada carga bacteriana (Tabla 3), la supervivencia de estos organismos en los suelos
regados con AD es mayor que en aquellos regados con AS. Muchos estudios han
revelado que la salinidad del suelo y el agua reduce de forma significativa la actividad y
la biomasa microbiana (Setia et al, 2011; Andronov et al.,, 2012). Esta reduccion de
biomasa es consecuencia fundamentalmente de los procesos de deshidratacion vy lisis
que sufren las células bacterianas bajo estas condiciones de estrés por salinidad (Rietz
& Haynes, 2003). Por otra parte, Wong et al. (2009) advirtieron que la respiracion del
suelo se ve menguada al incrementarse el valor de conductividad eléctrica (CE) del
mismo. El AS y los suelos regados con esta calidad de agua presentan una salinidad
elevada (Tabla 1 y Tabla 2) por lo que la menor presencia de bacterias patégenas en
estos suelos puede estar evidenciando el efecto supresor que ejerce la salinidad sobre
el establecimiento de estos microorganismos. Adicionalmente la concentracidon de
materia orgdnica y nutrientes es mucho mayor en el AD y en los suelos regados con este
tipo de agua que en el AS y suelos regados con AS (Tabla 1 y Tabla 2). Asi los primeros
pueden constituir un medio mds favorable para la supervivencia y reproduccién de las

bacterias.

Con respecto a la influencia del tipo de suelo, si comparamos los suelos TT y TH regados
con AD no se observan tendencias claras. Mientras en el suelo TH hay mayor nimero de
grupos bacterianos, en el suelo TT hay mayor nimero de UFC de CT (Tabla 5). Se observa
en todos los suelos mas carga bacteriana a 0-5 cm que a 5-10 cm de profundidad para
los grupos Vibrio y CT, mientras que Pseudomonas parece distribuirse prioritariamente
a 5-10 cm de profundidad. La mayor cantidad de nutrientes en la capa mas superficial
(0-5 cm) (Tabla 2) podria favorecer un mayor crecimiento bacteriano a esa profundidad.
A pesar de no obtenerse crecimiento de Pseudomonas en el cultivo de las aguas de riego
(Tabla 3), si estan presentes en los suelos TT y TH regados con AD, lo cual indica que se
trata de especies del grupo naturalmente presente en los suelos o que fueron aportadas
por practicas de manejo previas, y cuyo crecimiento se ve favorecido por la adicidn de

AD.

No hubo crecimiento de Salmonella en las placas sembradas con los suelos a pesar de

encontrarse en los cultivos de ASy AD. Palacios et al. (1999) reportaron una disminucion
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del nimero de UFC de Salmonella en suelos agricolas como consecuencia directa de la
radiacion solar, si bien otros factores como la temperatura y la depredacién pueden
estar involucrados en menor medida, con el resultado de la eliminacién de Salmonella
del suelo. Asimismo, no se observd crecimiento de E. coli a partir de ninguna de las
muestras de suelo aunque es aportada con una elevada carga en el AD, evidenciando
que los suelos de estudio rednen una serie de caracteristicas desfavorables para el
establecimiento de esta especie. Estos resultados ponen en evidencia que la interaccién
de las aguas regeneradas con estos suelos puede considerarse como un tratamiento
adicional que elimina y atenla algunos componentes bidticos indeseables de las

mismas.

4.2.2 Amebas de vida libre

La Tabla 6 muestra los datos del andlisis microbiolégico para el estudio de AVL en los
diferentes tipos de suelos. Como se observa en la tabla, se logro la deteccidon de AVL en
todas las muestras de suelo. Los suelos tratados con AD muestran una mayor diversidad
de AVL que los regados con AS y los suelos control. Sin embargo, no se aprecian
diferencias en cuanto a la composicién en AVL de los suelos con el tipo de suelo ni la

profundidad.

Se detecté la presencia de Acanthamoeba en 9 de las 12 muestras de suelo estudiadas
(75 %), género también presente en las muestras de aguas (Tabla 4). Estos datos
demuestran que su presencia es independiente del tipo de riego y del tipo de suelo, ya
gue se encuentran en los suelos TTy TH no irrigados. Por lo tanto, debido a su ubicuidad,
este género no parece ser un buen indicador de contaminacién en suelos y aguas.
Acanthamoeba es un género que es comun en los suelos y en las aguas y presenta varias
especies que son importantes patdgenos para el ser humano y otros animales (Schuster

& Visvesvara, 2004).

21



Riego Profundidad ANN PCR Especie Genotipo

Typic Torrifluvents

- 0-5cm + + Acanthamoeba sp. T2
Sin riego

5-10 cm + + Acanthamoeba sp. T4
AS 0-5cm + + Acanthamoeba sp. T4
5-10 cm + + Acanthamoeba sp. T4
+ + Acanthamoeba sp. T4
0-5cm + + Acanthamoeba mauritaniensis n/a

AD
+ - Amebas testaceas n/a
5-10 cm + + Acanthamoeba sp. T4

Typic Haplocambids
- 0-5cm + - n/a n/a
Sin riego

5-10cm + + Acanthamoeba sp. T4
0-5cm + + Acanthamoeba sp. T4

AS
5-10 cm + - n/a n/a
0-5 cm + + Acanthamoeba sp. T4
AD + - Vermamoeba vermiformis n/a
5-10 cm + + - n/a

Tabla 6. Identificacién de AVL en suelos (Typic Torrifluvents y Typic Haplocambids) regados con distintas
aguas de riego (AS, agua subterranea; AD, agua depurada) y sin regar (control). ANN, deteccién en
cultivo; PCR, deteccidn por PCR; n/a, no aplica.

La peculiar morfologia poliédrica del endoquiste (Figura 3A) es una caracteristica que
hace a este grupo facilmente reconocible visualmente. Muchas especies del género se
han reportado como agentes causantes de queratitis por Acanthamoeba en individuos
sanos normalmente a través del uso de lentes de contacto, mientras que como
infecciones oportunistas pueden causar neumonia, encefalitis granulomatosa amebiana
(afeccion con una elevada tasa de mortalidad) e infecciones cutaneas (Marciano-Cabral

et al., 2000).
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Figura 3. AVL en muestras de suelo TT (0-5 cm) regado con AD. A, quistes poliédricos de Acanthamoeba;
B, asociacidn de tres amebas testaceas a través de sus pseuddpodos.

En la actualidad se han identificado al menos 20 genotipos distintos (T1-T20) del género
Acanthamoeba a través de la secuenciacion del ARNr 18S (Abdul-Majid et al., 2017). Los
estudios realizados muestran que el 90 % de las cepas aisladas de infecciones
pertenecen al genotipo T4, si bien otros genotipos pueden estar presentes (Lorenzo-
Morales et al., 2013). Estos datos corroboran que el genotipo T4 es el mas virulento.
Precisamente el genotipo T4 fue el mas frecuente en el presente trabajo al constituir 10

de los 12 aislamientos de Acanthamoeba (83 %) en las muestras de aguas y suelos.

Vermamoeba vermiformis fue detectada Unicamente en los suelos TH regados con AD,
estando ausente en suelos mas salinos como son los regados con AS y los suelos control,
sustentado el argumento de su posible halosensibilidad. La ausencia de V. vermiformis
en las muestras de AS apoyan este argumento. Esta especie no pudo ser identificada por
secuenciacion de ARNr, pero si mediante identificacion morfoldgica (Figura 4). El
trofozoito presenta una forma cilindrica elongada caracteristica. Los quistes muestran
una morfologia esférica u ovoide, con paredes lisas en los mas jovenes o de contorno
ligeramente irregular en los mas maduros, y citoplasma generalmente granular (Park,
2016). Esta especie es especialmente importante desde el punto de vista clinico dada su

capacidad para actuar como vectores de transmision de bacterias patdgenas
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intracelulares, siendo el caso mas estudiado Legionella pneumophila (Park, 2016).
Ademas, Aitken et al. (1996) identificaron un caso de queratitis no amebiana
consecuencia de una coinfeccién por Vahlkampfia y Vermamoeba, demostrando la

capacidad infecciosa de esta ultima.

Asimismo, fue posible la deteccidn en cultivo de amebas testdceas, un grupo polifilético
de amebas, a través de su particular morfologia. Se caracterizan por presentar una
concha o testa externa resistente (Figura 3B) (Glymph, 2005). Estas amebas se
distribuyen en ambientes acudticos y en suelos humedos con un aporte continuo o muy
frecuente de agua (Ju et al., 2014). Las amebas testaceas fueron halladas Unicamente a
0-5 cm, dado que viven preferentemente en las capas mas superficiales de los suelos

(Glymph, 2005).

La dieta de las AVL incluye microorganismos como hongos, protozoos y bacterias, asi
como particulas organicas (Cateau et al., 2014). Se ha comprobado que las AVL pueden
actuar como reservorios y vectores de transmision de bacterias patégenas capaces de
vivir dentro de los trofozoitos e incluso de los quistes (Lorenzo-Morales et al., 2007;
Mella et al., 2016). Existen determinadas bacterias que han evolucionado para resistir la
digestion por parte de las amebas y que reciben el nombre de bacterias resistentes a
amebas o ARB (Amoeba-Resistant Bacteria). Esta asociacion permite a las ARB estar
protegidas frente a las condiciones ambientales adversas, e incrementar su potencial de
transmisién y virulencia, dado que se ocultan del sistema inmunitario del hospedador
en el interior de las amebas y pueden acumularse dentro de vesiculas (Mella et al.,
2016). Entre las ARB se encuentran patdgenos importante como Legionella sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Cryptococcus neoformans, Chlamydophila pneumoniae,
Listeria monocytogenes, Mycobacterium leprae, Helicobacter pylori y Escherichia coli
serovar 0157, entre otras (Greub & Raoult, 2004). Por lo tanto, la coexistencia en los
suelos de bacterias patdgenas y AVL, puede suponer un incremento del riesgo de

infeccion en los sistemas agrarios.
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas de Vermamoeba vermiformis. A, quistes mostrando una forma
esférica a ligeramente ovoide; B, trofozoito mostrando morfologia cilindrica; C, cambio de direccién de
desplazamiento del trofozoito; las flechas indican el nucleo. Fuente: adaptado de Park, 2016.

Las AVL pueden suponer también una serie de efectos beneficiosos para los suelos
llevando a cabo diversos procesos a pequefia escala relacionados con funciones
biogeoquimicas (Urich et al, 2008). A través de la depredacién influencian la estructura
de las comunidades microbianas y estimulan el reciclaje de los nutrientes (Rugaiyyah &
Naveed, 2012). Las bacterias resultan ineficientes en liberar minerales de su propia
biomasa (Ruqgaiyyah & Naveed, 2012). Otros descomponedores como las amebas,
liberan esos nutrientes ligados a la biomasa bacteriana al digerir bacterias y desechar
esos nutrientes al medio (Rugaiyyah & Naveed, 2012). Mediante este proceso, las
amebas contribuyen a que los nutrientes se encuentren en un estado de disponibilidad
mas rapidamente (Ruqaiyyah & Naveed, 2012). El estudio de Rosenberg et al. (2009)
sugiere que la presencia de amebas en los suelos incrementa el grado de mineralizacion
del carbono, el nitrégeno y el fésforo. Por otra parte, dicho estudio también demostré
la capacidad de Acanthamoeba para modificar la composicion bacteriana en la rizosfera

de Arabidopsis thaliana que condujo a mejorar el crecimiento de las plantas.

De este modo, aunque las AVL suponen una amenaza directa como agentes infecciosos
y como transmisores de bacterias patdgenas, su presencia en los suelos, lejos de ser

perjudicial para los mismos, resulta de especial importancia ecolégica al mejorar la
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disponibilidad de nutrientes y modificar las poblaciones bacterianas, con efectos

positivos sobre el crecimiento vegetal.

5. CONCLUSIONES

a)

d)

f)

El AD presenta una mayor carga y diversidad de grupos bacterianos que el AS a
la entrada de los tanques de almacenamiento.

El mayor contenido en bacterias y AVL en los dos tipos de aguas analizados (AS 'y
AD) en las muestras de salida respecto a las de entrada, sugiere un proceso de
contaminacién de los mismos y/o el desarrollo de los microorganismos que
contienen las aguas de entrada al encontrarse en condiciones mas favorables en
los tanques de almacenamiento.

Se observa que los suelos regados con AD contienen la mayor carga y diversidad
de grupos bacterianos patégenos y AVL de entre los tres tratamientos de riego
aplicados (AD, AS y sin riego). Por otra parte, el reducido contenido en bacterias
de los suelos regados con AS podria deberse a la menor carga bacteriana del AS
y estar acrecentado por el efecto supresor que ejerce la salinidad sobre el
establecimiento de estos microorganismos en los suelos.

No se observa una tendencia clara en cuanto a la influencia del tipo de suelo en
la supervivencia de bacteria patdgenas.

Se observa en todos los suelos mas carga bacteriana a 0-5 cm que a 5-10 cm en
los grupos hallados (Vibrio, CT y E. coli) salvo en Pseudomonas, que parece
distribuirse prioritariamente a 5-10 cm. La mayor cantidad de nutrientes a 0-5
cm que a 5-10 cm podria favorecer el crecimiento a menor profundidad.
Acanthamoeba fue el género de AVL mas frecuentemente aislado a partir de las
aguas y los suelos. Esta ubicuidad hace que este grupo no pueda ser empleado
como bioindicador de contaminacion. De las cepas identificadas, el genotipo T4

(el mas virulento) fue el mas comun.

26



Con los datos obtenidos a partir de este estudio se concluye que la calidad del AD

empleada no garantiza la seguridad sanitaria en su utilizacién para el riego en el sistema

agricola en la isla de Fuerteventura. Para reducir el riesgo se han de aplicar una serie de

medidas con el objetivo de minimizar la carga de microorganismos patdégenos de este

tipo de agua.

5. CONCLUSIONS

a)

b)

c)

d)

f)

TWW presents a greater load and diversity of bacterial groups than the GW at
the entrance of the storage tanks.

The higher content of bacteria and FLA in the two types of analyzed waters (GW
and TWW) in the output samples compared to the input ones, suggests a process
of contamination and/or the development of the microorganisms that contain
the input waters when they reach more favorable conditions in the storage
tanks.

We observed that soils irrigated with TWW contain the highest load and diversity
of pathogenic bacterial groups and FLA among the three irrigation treatments
applied (TWW, GW and non-irrigated). On the other hand, the reduced bacterial
content of soils irrigated with GW could be due to the lower bacterial load of GW
and be enhanced by the suppressive effect exerted by salinity on the
establishment of these microorganisms in soils.

No clear tendency is observed regarding the influence of soil type on the survival
of pathogenic bacteria.

In all soils, more bacterial load is observed at 0-5 cm than at 5-10 cm in the
groups found (Vibrio, CT and E. coli) except for Pseudomonas, which seems to be
distributed more likely at 5-10 cm. The greater amount of nutrients at 0-5 cm
than at 5-10 cm could favor growth at a lower depth.

Acanthamoeba was the most frequently isolated AVL genus from waters and
soils. This ubiquity makes this group unable to be used as a bioindicator of
contamination. Of the identified amoebic strains, the T4 genotype (the most
virulent) was the most common.
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With the data obtained from this study we conclude that the quality of the TWW used
does not guarantee sanitary safety when it is use for irrigation in the agricultural system
on the island of Fuerteventura. To reduce the risk, a series of measures must be applied

in order to minimize the load of pathogenic microorganisms in this type of water.
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