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INTRODUCCION

La demanda de agua en Canarias, un recurso escaso por factores como la
situacion geografica o el comportamiento hidrogeologico de las islas, ha ido
aumentando al mismo tiempo que ha crecido la poblacion (22). Asi, se hace
necesaria la reutilizacion de las aguas depuradas, lo que implica un riesgo para la
salud publica por la posible presencia de microorganismos patéogenos. Este
riesgo depende de la contaminacion del agua a la entrada de las estaciones
depuradoras y del método de depuracion elegido (7, 8).

Destino agua reutilizada 19,9
Destino infiltraciones al terreno | 0,2

Destino a un cauce fluvial 0,6

Destino al mar I 79,3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Porcentaje de aguas residuales tratadas

Figura 1: Destinos de las aguas residuales tratadas durante el afio 2014 en Canarias (15).

En base a esto es importante resaltar el ahorro de “agua limpia” que supondria
aumentar el uso de aguas regeneradas, suponiendo su utilizacién una alternativa
Optima para evitar la escasez de recursos hidricos en el archipi¢lago (10).

Segun datos publicados por el Instituto Canario de Estadistica (ISTAC), en el
ano 2014, un 80% de las aguas residuales tratadas fueron vertidas al mar
(Figura 1) y, por tanto, no aprovechadas (10, 15). El Plan Hidroldgico de
Tenerife de 2015, recoge los datos sobre el origen del agua para abastecimiento
en la isla (19). Asi, las aguas subterraneas representan un 82,1%, un 16,7% es
agua desalada y tan sé6lo un 1,2% aguas regeneradas (Figura 2). De los recursos
destinados a riego agricola, tan solo el 7,2% proviene de aguas regeneradas;
mientras que, de los destinados a riego de campos de golf, se alcanza hasta el
59,1% (19).
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RECURSOS HIDRICOS ASIGNADOS AL ABASTECIMIENTO. ANO 2010

(hm¥afio)

AGUAS
SUBTERRANEAS
82,97(82,1%)

AGUAS
REGENERADAS
1,23(1,2%)

AGUAS DESALADAS
16,87 (16,7%)

Figura 2: Recursos hidricos asignados al abastecimiento, afio 2010 (19).

1.1 Sistemas de tratamiento de aguas residuales

El agua residual es una combinacion de liquidos de diferentes entornos segun su
origen sea doméstico, industrial, agricola o urbano; a la que pueden agregarse
eventualmente aguas subterraneas, superficiales y pluviales.

A su vez, el agua residual tratada da lugar a:

- Agua depurada: se define como las aguas residuales que han sido tratadas
adecuando su calidad a la legislacion de vertidos aplicable.

- Agua regenerada: es el agua residual depurada a la que se le ha sometido a
un tratamiento adicional para obtener una calidad adecuada al uso posterior
al que se destina (10).

La depuracion consiste en la aplicacion y combinacion de diferentes procesos segin
las necesidades de calidad del agua requerida para sus usos posteriores (Tabla 1)
(17). Segiin el contaminante que se quiera eliminar, se recurrira a diferentes
procesos fisicos, quimicos y biologicos (13). Para los patogenos del tipo helmintos
intestinales, los métodos mas comunmente utilizados son: cloracidon, ozonizacion y
radiacion UV. En la Figura 3 se muestra el diagrama general de una EDAR
(Estacion Depuradora de Aguas Residuales).
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SISTEMA OBJETIVO PROCESOS PRINCIPALES
Desbaste: consiste en hacer pasar
L, . el agua a través de una reja en la
Eliminacién de - solidos de que los solidos de mayor tamafio
mayor volumen que hayan son retenidos
sido arrastrados o las grasas y '
aceites presentes en el agua | Desarenado: eliminacion  de
Pretratamiento para evitar que estos puedan | particulas solidas de pequefio
dafiar algin equipo, obstruir | tamafio.

tuberias o ralentizar el
proceso si pasan al resto de la
planta.

Desengrasado:  eliminacion  de
grasas, aceites, espumas y demas
materiales flotantes con una
densidad inferior a la del agua.

Tratamiento primario

Eliminacion de una fraccion
de los solidos en suspension y

la materia organica presente
en el agua residual.

Sedimentacién. Tras la etapa de
pretratamiento, el agua se envia a
grandes decantadores, donde se
deja el tiempo suficiente para que
las particulas sedimenten.

Tratamiento secundario

Eliminaciéon de los solidos
suspendidos y la materia

Lodos o fangos activados:
Eliminacion de sustancias
biodegradables mediante la accion
de microorganismos en un reactor
biologico (normalmente compuesto
por un tanque de aireacion y un
sedimentador secundario.

organica biodegradable del
agua residual.

Sistemas de  biorreactores de
membrana (MBR): Unificacién de
los fangos activados con la
tecnologia de membrana para la
separacion de solidos. Mejora la
calidad del efluente producido.

Tratamiento
terciario/avanzado

Eliminacion de
contaminantes __especificos:
téxicos 0 compuestos  no

Filtracion mediante arena.

Desinfeccion (que generalmente se

biodegradables para
proporcionar al agua unas

caracteristicas  determinadas
que la haga apta para un fin
determinado.

realiza mediante cloro, ozono o
radiacion UV).

Utilizacion de humedales
artificiales.

Tabla 1: Resumen de los sistemas de tratamiento de aguas residuales (10, 13).

1.2. Depuracion de aguas residuales en Tenerife

En los ultimos afios se ha producido un descenso importante tanto en la cantidad
como en la calidad del agua de los acuiferos islefios debido a la sobreexplotacion de
los mismos, lo que evidencia que el uso de aguas regeneradas es de vital
importancia (13). Actualmente en la isla, el tratamiento mas comtinmente usado es

3
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el de fangos activados (Figura 4). Las limitaciones principales son la produccion
ocasional de solidos debido a factores ambientales y la alta carga de patdgenos, lo
cual puede influir en que el efluente no cumpla con la calidad requerida (9).

Como alternativa, se plantea el uso de sistemas de biorreactores de membrana
(MBR), los cuales logran la retencion total de solidos y patogenos. Asi, esta
tecnologia presenta como ventaja la obtencion de un efluente de mejor calidad (8).

(Opcional)

A.gua X T R Tratamiento i Tratamnen'to R Tratamiento ., Agua
residual primario secundario terciario tratada

Tratamiento

de fangos
LINEA DE AGUA

LINEA DE FANGOS Agua

recirculada
FANGOS

Figura 3: Diagrama general de una EDAR que incluye la linea de agua y la linea
de fangos (10).

1.3. Parasitologia de las aguas residuales

En las aguas residuales, y dependiendo de su origen y zona geografica, se puede
encontrar gran variedad de formas de dispersion de parasitos intestinales. Entre los
mas frecuentes estan los huevos de helmintos (Ej.: Ascaris spp., Trichuris trichiura,
Taenia spp.) (Tabla 2). Su importancia epidemioldgica reside en su larga
persistencia en el entorno, una baja dosis infectiva y la capacidad de permanecer
viables en suelos durante largo tiempo (20). Es por ello que el R.D. 1620/2007, el
cual establece el régimen juridico de la reutilizacion de las aguas depuradas, recoge
los criterios de calidad para el pardmetro ‘“nematodos intestinales”. Hay que
analizarlo en practicamente todos los usos previstos de las aguas regeneradas, con
un valor maximo admitido (VMA) de 1 huevo/10 L para la mayoria de los casos, y
en el que hay que considerar los géneros Ancylostoma, Ascaris y Trichuris (23). Se
menciona también al género de cestodos Taenia spp., que hay que considerar si se
riegan pastos para consumo de animales productores de carne (12). Los ciclos
biologicos de los helmintos mas frecuentes en aguas residuales se presentan en el
Anexo B.
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Pretratamiento: rejas y
tamices, canales de
desengrasado y

desarenado |

’ A !
/ ) AT . ~-

<
- T s

Tratamiento

et

Tratamiento terciario: |
Dual Sandy
Elecrodialisis
Reversible

©)2009 Tele/Allas

Figura 4: Ejemplo de estructura de EDAR (Sta. Cruz de Tenerife).

Segun un estudio realizado en Tenerife para determinar la contaminacion en areas
recreativas por formas de dispersion parasitaria, se obtuvo que, en el 85,2% de los
parques habia presencia de uno o mas helmintos. Se identificaron huevos de
Trichuris trichiura, Uncinarias, Hymenolepis spp. y Ascaris spp., (Figura 5) con
una prevalencia en torno al 2% (27). Es por ello que los huevos de estos parasitos
representan uno de los principales riesgos sanitarios, resultando como indicadores
importantes para determinar si las aguas regeneradas pueden ser usadas para riego
(25).

AGENTE ENFERMEDAD Y PRESENTACION CLINICA
CAUSAL DISTRIBUCION
GEOGRAFICA

Aunque las infecciones pueden causar
retraso del crecimiento, las lombrices adultas
generalmente no causan sintomas agudos.
Las altas cargas de gusanos pueden causar
dolor abdominal y obstruccion intestinal. La
migracion de gusanos adultos puede causar
oclusion sintomatica del tracto biliar o
expulsion oral. Durante la fase pulmonar de
la migraciéon larval, pueden aparecer

La ascariasis es la infeccion
helmintica humana mas
comun. Distribucion
mundial.

Ascaris
lumbricoides
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sintomas  pulmonares
hemonptisis, neumonitis
sindrome de Loeffler).

(tos, disnea,
eosinofilica,

Es la segunda infeccion de

La anemia por deficiencia de hierro es el
sintoma mas comin de la infeccion por

helmintos humanos mas | Ancylostoma y puede estar acompafiada de
comin. Las especies de | complicaciones cardiacas. Los sintomas
Ancylostoma son de | gastrointestinales y  nutricionales  /
Uncinarias distribucion mundial, | metabolicos también pueden  ocurrir.
(Ancilostomas) | principalmente en areas con | Ademas, durante la penetracion de las larvas
clima himedo y calido del | filariformes (L3) pueden  aparecer
viejo mundo, mientras que la | manifestaciones locales de la piel ("picazon
especie Necator americanus | en el suelo") y se pueden observar sintomas
es propia del Nuevo Mundo. | respiratorios durante la migracién pulmonar
de las larvas.
El tercer gusano redondo . .
, & Puede cursar de forma asintomatica. Las
mas comun en los humanos. | . . . -
, , R . infecciones graves, especialmente en nifios
Trichuris Distribuciéon mundial, con o
., . . , pequefios, pueden causar  problemas
trichiura infecciones mas frecuentes . . . .
. . . gastrointestinales (dolor abdominal, diarrea,
en areas con clima tropical y .
. o prolapso rectal) y posible retraso del
malas practicas sanitarias, y L.
i crecimiento.
entre los nifios.
Aunque principalmente son parasitos de
animales, se sabe que varias especies de
En todo el mundo, mas | Trichostrongylus infectan a los humanos. La
Trichostrongylus | comin en zonas de cria de | mayoria de  las  infecciones  son
spp. ganado. asintomaticas, pero las graves pueden causar

problemas gastrointestinales (dolor
abdominal, diarrea, anorexia), dolor de
cabeza, fatiga, anemia y cosinofilia.

Taenia saginata
(tenia de vacuno)

Taenia solium
(tenia de cerdo)

T. saginata 'y T. solium
tienen distribucion mundial.
T. solium es mas prevalente
en las comunidades mas
pobres, donde los humanos
viven en estrecho contacto
con los cerdos y comen
carne  de cerdo  poco
cocinada.

T. solium también puede
causar cisticercosis.

La teniasis puede resultar asintomaticas o
puede causar problemas digestivos (pérdida
de peso, dolor abdominal, malestar, etc.).
Ocasionalmente, la apendicitis o la
colangitis pueden ser el resultado de la
migraciéon de las  proglétides. La
caracteristica mas importante de la teniasis
por T. solium es el riesgo de desarrollo de
cisticercosis.

Hymenolepis
nana

Hymenolepis
diminuta

H. nana es la causa mas
comun de las infecciones por
cestodos y se encuentra en
todo el mundo. En areas
templadas, su incidencia es
mayor en niflos y grupos

institucionalizados. H.
diminuta, aunque menos
frecuente, por ser

eminentemente parasitos de
roedores, ha sido reportado
en varias partes del mundo.

Las infecciones por H. nana ¢ H. diminuta
son mas a menudo asintomaticas. Las
infecciones graves con H. nana pueden
causar debilidad, dolores de cabeza,
anorexia, dolor abdominal y diarrea.

Tabla 2: Parasitos intestinales frecuentes en aguas residuales y enfermedades parasitarias
provocadas por Nematodos y Cestodos. Fuente: Center for Disease Control and
Prevention (www.cdc.gov).
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Figura 5: Imagenes de las formas de dispersion de los parasitos intestinales mas frecuentes en
aguas residuales. 1: huevo de Ancylostoma duodenale (Uncinaria), 2: huevo fértil de Ascaris
lumbricoides, 3: huevo de Hymenolepis diminuta, 4: huevo de Hymenolepis nana, 5: huevo de
Taenia spp., 6: huevo de Trichostrongylus spp. y 7: huevo de Trichuris trichiura. Fuente:
Center for Disease Control and Prevention (www.cdc.gov).
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2. OBJETIVOS

Con estos precedentes, y queriendo conocer el estado actual de las aguas
depuradas en relacion a los pardmetros parasitologicos de las mismas, se
plantearon los siguientes objetivos:

1. Analizar la presencia de formas de dispersion parasitarias en muestras de
agua procedentes de la entrada y salida de varias depuradoras de la isla.

2. Determinar que las aguas regeneradas cumplen con los criterios establecidos
en el R.D. 1620/2007 para dicho parametro.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Muestras

Se obtuvieron un total de 18 muestras de agua, siendo la mitad de entrada a la
depuradora y la otra mitad de agua regenerada. Procedian de plantas depuradoras de
la red publica y de depuradoras privadas pertenecientes a complejos hoteleros.
Fueron recogidas por personal de las instalaciones y recibidas en el laboratorio el
mismo dia de la recogida. Las muestras se codificaron como Depuradora A, O, G, C
y B por motivos de confidencialidad.

En cuanto a la procedencia, las depuradoras O, G y A reciben agua tanto de origen
urbano como agricola; la Depuradora B es eminentemente urbana y la Depuradora C
tiene origen doméstico. En la Tabla 3 se detalla brevemente las caracteristicas y
composicion de cada tipo.

TIPO DE AGUA RESIDUAL CARACTERISTICAS Y COMPOSICION

De viviendas y servicios, derivadas del
metabolismo humano y actividades domésticas.

Domésticas Contaminaciéon  principal: materia  organica
normalmente biodegradable. Gran cantidad de
microorganismos.

Aguas residuales domésticas o la mezcla de las
mismas con aguas residuales industriales
(previamente tratadas) y/o aguas de escorrentia
pluvial (confluyen en un sistema colector). Las
Urbanas propiedades de estos vertidos dependen del
nicleo de poblacion en el que se generen
(influyen factores como numero de habitantes,
existencia de industrias dentro del nicleo, tipo de
industria, etc.).

Agricolas De la actividad agricola en las zonas rurales.
Suelen presentar también sustancias toxicas.

Tabla 3: Caracteristicas y composicion de los tipos de aguas residuales de las depuradoras
analizadas (6).

Tres de los puntos de muestreo se analizaron por duplicado (A, O y G), recogidos en
febrero y mayo (O y G) y en febrero y abril (A). Los otros dos puntos de muestreo
se analizaron en febrero y abril (B) y marzo (C).

El uso posterior en todas las depuradoras es para riego, a excepcion de la
Depuradora O, que es para vertido.
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3.2. Procesado

Las muestras se procesaron de acuerdo a los establecido en la legislacion aplicable,
el R.D. 1620/2007 (23), que especifica que la técnica de andlisis es el Método
Bailenger modificado (3). Ver Anexo A.

3.3. Visualizacion e identificacion

La visualizacion no se realizd6 empleando la camara de McMaster descrita en el
método Bailenger. En las muestras con mayor carga de materia organica, no es
efectiva para la visualizacion e identificacion, ya que no permite emplear objetivos
de mayor aumento ni realizar un buen enfoque (véanse las imagenes de la Figura 6,
en la que se aprecia la diferencia de carga de materia organica entre muestras de
entrada y salida). Las muestras se visualizaron colocando una alicuota (= 100 puL) en
un portaobjetos y empleando cubres de 25x60 mm.

Figura 6: Comparativa visualizacion al microscopio de una muestra de entrada
(izquierda) y una de salida (derecha).

La observacion al microscopio se hizo en un microscopio electronico Leica
ICC50VV con obtencion de imagenes "in vivo", empleando los objetivos 10x y 40x.
Se uso el software Leica Application Suite — LAS EZ (version 3.4.0) para medir el
tamano de los huevos observados y comprobar que se encontraban dentro del rango
esperado para el género y/o especie identificados.

En todos los casos se hicieron lecturas por duplicado, y en algunas de las muestras
de entrada se realizaron mas de dos lecturas para garantizar una correcta
visualizacion.

10
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3.4. Calculo y expresion de resultados

Se calculd el nimero de huevos por litro de muestra de acuerdo a la ecuacion
descrita en el método Bailenger modificado:

N=AX/PV

donde:

N = Numero de huevos por litro de muestra

A = Numero de huevos contados en una lectura o la media del recuento de lecturas
X = Volumen del producto final (mL)

P = Volumen del producto final observado (mL)

V = Volumen de la muestra original (L)

3.5. Criterios de aceptacion y rechazo

En todos los casos excepto en uno, las aguas regeneradas analizadas son empleadas
para riego. A pesar de encontrarse dentro de diferentes criterios de los recogidos en
la norma (1.1, 2.1, 2.2, 2.3 y 4.1), todos comparten el mismo Valor Maximo
Admisible (VMA) de 1 huevo/I0L (Ver Tabla 4). En base a los resultados
obtenidos y conociendo el uso previsto, se establecid el cumplimiento de los limites
establecidos.

USO DEL AGUA PREVISTO VALOR MAXIMO ADMISIBLE (VMA)
PARA NEMATODOS INTESTINALES

1 huevo/10L

Calidad 1.1 Uso URBANO
RESIDENCIAL
Calidad 2.1: USO AGRICOLA
a) Riego de cultivo con sistema de
aplicacion del agua que permita el
contacto  directo del agua 1 huevo/10L
regenerada con las  partes
comestibles para alimentacion
humana en fresco.
Calidad 2.2: USO AGRICOLA
a) Riego de productos para consumo
humano con sistema de aplicacion
de agua que no evita el contacto
directo del agua regenerada con
las partes comestibles, pero el
consumo no es en fresco sino con
un tratamiento industrial
posterior.
b) Riego de pastos para consumo de

1 huevo/10L

*Qtros criterios
Taenia saginata y Taenia solium:
1 huevo/10L
(si se riegan pastos para consumo
de animales productores de carne)

11
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¢)

animales productores de leche o
carne.
Acuicultura.

a)

b)

¢)

Calidad 2.3: USO AGRICOLA

Riego localizado de cultivos
lefiosos que impida el contacto
del agua regenerada con los frutos
consumidos en la alimentacion
humana.

Riego de cultivo de flores
ornamentales, Viveros,
invernaderos sin contacto directo
con del agua regenerada con las
producciones.

Riego de cultivos industriales no
alimentarios, viveros, forrajes
ensilados, cereales y semillas
oleaginosas.

1 huevo/10L

a)

Calidad 4.1: USO RECREATIVO

Riego de campos de golf

1 huevo/10L

Tabla 4: Tabla adaptada del R.D. 1620/2007, donde se recogen los criterios de calidad

requerida para la reutilizacion de las aguas residuales segun sus usos para el parametro

“Nematodos intestinales” (23).
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4. RESULTADOS

El resumen de los resultados obtenidos para helmintos intestinales, incluyendo
ademas un apartado en el que se describe la observacion e identificacion de otros
microorganismos (larvas, acaros, protistas y metazoos) no incluidos en la normativa
legal, se presenta en la Tabla 5 y de forma detallada se describiran a continuacion
para cada una de las EDAR.

Ademas de los parésitos objeto de este estudio, el protocolo que se emplea permite
la observacion de otros microorganismos pertenecientes a diversas categorias
taxonomicas. Dentro del grupo de los metazoos, se observaron tanto en las muestras
de entrada como de salida, otros nemdatodos no parasitos como son larvas de vida
libre, y rotiferos. Son también frecuentes los dcaros y gran variedad de protistas.
Dentro de este ultimo grupo, se identificaron algunos alveolados, asi como
ameboides (amebas testaceas). Ver imagenes en el (Anexo C).

4.1 Depuradora A

Se analizaron cuatro muestras (dos entradas y dos salidas) recogidas en los meses
de febrero y abril. En las muestras de entrada se identificaron 4 huevos de Ascaris
spp., 2 huevos de Uncinaria y también larvas. En las muestras de salida se
detectaron protistas alveolados oligohimenoforos (colonias sésiles) y amebas
testaceas.

4.2 Depuradora O

Se analizaron cuatro muestras (dos entradas y dos salidas) pertenecientes a los
meses de febrero y mayo. En las muestras de entrada se identificaron 1 huevo de
Ascaris spp., 1 huevo de Hymenolepis nana, 1 huevo de Trichuris trichiura y 1
huevo de Uncinaria. También se hallaron acaros, amebas testaceas y protistas
alveolados esticotricos (reptantes). En las muestras de salida se identificaron 2
huevos de Trichostrongylus spp. (la presencia de este nematodo no esta
contemplada en la legislacion actual). También se observd gran presencia de larvas,
acaros, rotiferos, amebas testaceas diversas y protistas alveolados oligohimenoforos
(colonias sésiles).

4.3 Depuradora G

Se analizaron cuatro muestras (dos entradas y dos salidas) en los meses de febrero y
mayo. En las muestras de entrada unicamente se observd presencia de amebas
testaceas, no identificdndose ningun parasito de interés ni otros microorganismos en
las muestras de salida.
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MUESTRA

Resultado n°
huevos/litro

Parasitos
identificados

Criterios de
aceptacion

Larvas

Otros micro-
organismos

Depuradora A

Entrada:

31

Ascaris spp.
Uncinarias

N/A

Salida:

Apta

Protistas
alveolados
(Oligohimendfor
0s)

Protistas
ameboides
(Amebas
testaceas)

Depuradora O

Entrada:

28

Ascaris spp.
Trichuris
trichiura
Hymenolepis
nana
Uncinarias (?)

N/A

Protistas
ameboides
(Amebas
testaceas)
Acaros
Protistas
alveolados
(Espirotricos -
Esticotricos)

Salida:

12

Trichostrongylus
spp.

Apta
*Legislacion no
contempla
huevos de
Trichostrongylus

spp.

Rotiferos.
Protistas
ameboides
(Amebas
testaceas)
Acaros.

Protistas
alveolados
(Oligohimendfor
0s)

Depuradora G

Entrada:

N/A

Protistas
ameboides
(Amebas
testaceas)

Salida:

Apta

Depuradora C

Entrada:

N/A

Acaros

Salida:

Apta

Rotiferos.
Protistas
alveolados
(Espirotricos -
Hipotricos)

Depuradora B

Entrada:

0

N/A

Salida:

0

Apta

J’_

Acaros

Tabla 5: Resumen resultados obtenidos de todas las muestras. N/A: No aplica; Apta: <1
huevo/L; No Apta: >1 huevo/L; +: Presencia; -: Ausencia
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4.4 Depuradora C

Se analizaron dos muestras (una entrada y una salida) en los meses de marzo y
abril. En la muestra de entrada se observaron acaros y larvas, y en la muestra de
salida se identificaron rotiferos y protistas alveolados hipotricos (reptantes). No se
detectaron parasitos de interés.

4.5 Depuradora B

Se analizaron cuatro muestras (una entrada y tres salidas) en los meses de febrero y
abril, no detectandose presencia de los parésitos de interés. Esta depuradora tiene 3
puntos diferentes de entrega al usuario con diferentes usos, de ahi que se analizara
una unica entrada, pero tres de salida. Si se observaron larvas y acaros en las
muestras de salida.
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5. DISCUSION

5.1 Eficacia del tratamiento de depuracion de las aguas residuales

Los resultados obtenidos para el parametro de nematodos intestinales en las EDAR
analizadas permiten determinar la efectividad de los tratamientos empleados en
relacion a este pardmetro, ya que todas cumplen con los VMA correspondientes. La
total ausencia de nematodos intestinales en las salidas de algunas depuradoras
concuerda con la baja prevalencia de infecciones humanas por helmintos en
Tenerife (1). Si bien es cierto que los animales, tanto domésticos, como los
empleados en ganaderia y los salvajes, pueden presentar tasas mas elevadas de
parasitosis y estar actuando como reservorios de los pardsitos intestinales que
pueden ser vehiculizados a través de las aguas depuradas (11, 18, 24, 28). Este seria
el factor principal de la presencia de formas de dispersion en las aguas residuales y
regeneradas en Tenerife.

Cabe mencionar el caso de la presencia de Trichostrongylus, observandose en las
muestras de salida, pero no de entrada de la Depuradora O, una instalaciéon que
recibe tanto aguas urbanas como aguas de uso agricola y ganadero. Esta diferencia
en los resultados podria explicarse, por un lado, por la posibilidad de que ese
parasito habitase previamente en los lodos derivados del tratamiento de depuracion,
pues estudios previos han demostrado su capacidad de supervivencia en fondos
ricos en materia organica de las estaciones depuradoras (25, 26). Para confirmar
esta hipdtesis seria necesario analizar muestras directas de los mismos. Por otro
lado, en las depuradoras que reciben mezcla de aguas de origen urbano y agricola,
la carga microbiana y parasitaria es mayor. Es posible que los sistemas de
depuracion empleados no sean suficientes para la total eliminacion de las formas de
dispersion parasitarias y que, debido a esa alta carga de materia orgénica, la
presencia de este pardsito en la entrada pasara inadvertida. Este género no se
considera parasito humano habitual, aunque ha habido casos de infecciones
humanas en Brasil, Japon o Zimbabue (2, 21).

En relacion a las tecnologias empleadas en las plantas depuradoras analizadas, cabe
destacar que la Depuradora G, ya tiene un sistema MBR funcional, que se espera
implementar en otras instalaciones en un futuro cercano (8, 13). El uso de estos
sistemas se traduce en unos efluentes de mucha mejor calidad, en los que no se
observaron ni formas de dispersion parasitaria, ni otros microorganismos habituales

).

5.2 Limitaciones de la técnica de analisis

En cuanto a los resultados para el género Ascaris spp. y el grupo de Uncinarias, no
fue posible llegar al nivel de especie en la identificacion microscopica. Esta

16



TFM Betania Segui Lopez-Peiialver

limitacion resulta especialmente evidente en las muestras de entrada debido a la alta
carga de materia organica que presentan, dificultando la correcta visualizacion al
microscopio y, por ende, una identificacion fiable. Por estos motivos, seria
interesante incluir otras técnicas mas especificas y sensibles como la deteccion
mediante biologia molecular. Una PCR a tiempo real, para los diferentes géneros
incluidos en la norma, nos daria resultados mas fiables (que no dependan de la
experiencia del observador).

5.3 Identificacion de larvas

Tanto en las muestras de aguas residuales brutas como las de los efluentes, es
frecuente observar larvas y adultos de nematodos de vida libre que pueden
confundirse con formas parasitarias. Existen infinidad de especies diferentes y
muchas de ellas ain no se han descrito (3). En las muestras de salida de las
depuradoras analizadas se observo alta presencia y gran diversidad de larvas,
complicando la diferenciacion de las formas de vida libre de las parésitas
unicamente mediante microscopia Optica. Es cierto que el método empleado sugiere
que, a menos que sea posible analizarlas, se ignoren las fases larvarias y adultas ya
que, aunque se dé la presencia de formas parasitarias, no se conoce lo suficiente su
nivel de supervivencia y viabilidad en estas aguas como para establecer el riesgo
que suponen para la salud (3). Aun asi, y dado que muchas de las aguas regeneradas
se emplean para riego de zonas recreativas, se considera de vital importancia
incorporar métodos que permitan diferenciarlas. En el supuesto de que algunas
resultaran ser larvas infectivas (filariformes) de especies parasitas, supondria un
riesgo para la salud humana a través del contacto con los suelos irrigados con agua
contaminada (Véase ciclo biologico de Strongyloides stercolaris en Anexo B). En
el Anexo D, se muestran imagenes de larvas rhabditiformes (de vida libre) e
infectivas de Strongyloides stercolaris y Ancylostoma duodenale (5), asi como otras
observadas en las muestras analizadas.

5.4 Utilidad de otros microorganismos como bioindicadores del tratamiento de
depuracion

Si bien estos microorganismos no eran en inicio objetivo de este estudio, es
importante mencionar que muchos de los identificados tienen importancia
ecoldgica, ya que su variabilidad y abundancia estan intimamente relacionadas con
la calidad del agua que habitan (17). En el caso de los &caros, es rara su presencia
en fangos activos y son indicadores de depuradoras sin control. Otros nematodos,
como las larvas de vida libre, suelen indicar una elevada edad de los fangos. En las
muestras analizadas, tanto acaros como larvas de vida libre se detectaron en las
salidas de dos de las plantas mas antiguas, B y O. Dentro del grupo de los
Metazoos, los Rotiferos suelen encontrarse en sistemas muy estabilizados e indican
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eficiencia en la depuracion. Resulta l6gica su presencia en la salida de la muestra C,
tratandose de una planta privada que depura Gnicamente agua de origen doméstico.
En cuanto a los Protistas, se detectaron de forma heterogénea diferentes grupos en
las muestras de salida de las plantas A, O y C. Su presencia esta relacionada con
buenos rendimientos de depuracidon biologica, lo que indica la efectividad de los
procesos depurativos a pesar de la antigiiedad de las instalaciones.
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6. CONCLUSIONES

1. Los sistemas de depuracion de las EDAR analizadas, en cuanto a la
eliminacion de nematodos intestinales recogidos en la normativa actual, son
efectivos.

2. La mejora y modernizacion de los sistemas de depuracion empleados, asi
como el aumento de instalaciones depuradoras, favoreceria la produccion de
un agua regenerada de mejor calidad que incrementaria los usos posteriores,
contribuyendo a un desarrollo hidrico sostenible en la isla de Tenerife.

3. Tras las dificultades experimentadas en la correcta identificacion de algunos
huevos y larvas, asi como la identificacion de formas parasitarias no
incluidas en la normativa vigente, se considera necesaria una revision del
marco legal actual y de los métodos empleados, de cara a mejorar los
controles de calidad de las aguas regeneradas.

4. El estudio de otros grupos de microorganismos (Acaros, Metazoos y

Protistas) como bioindicadores del funcionamiento de las EDAR, constituye
un recurso util para su control.
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7.1 ANEXO A: METODO BAILENGER MODIFICADO

FUENTE: (dyres, R.M. & Duncan Mara, D. 1997. Analysis of Wastewater for Use in
Agriculture A Laboratory Manual of Parasitological and Bacteriological Techniques.
Department of Civil Engineering University of Leeds. Leeds, England)

Equipo v material fungible

Reactivos
e Solucidn de sulfato de zinc (33%, densidad relativa 1,18)
o Eter (o acetato etilico)
e Tampon acetoacético (pH 4,5): 15 g de acetato de sodio trihidrato, 3,6 mL de
acido acético glacial, hasta obtener 1 litro con agua destilada
e Solucién detergente: 1 mL de Triton X-100 6 de Tween 80, hasta obtener 1 litro
con agua del grifo.

Equipo
e Recipientes de pléstico abiertos por arriba con capacidad de hasta 10 litros y
paredes rectas.
Mangueras de plastico.
Centrifuga (capaz de alcanzar hasta 1000 g).
Tubos de centrifuga de 15, 50 y 50 mL.
Vortex (no esencial).
Microscopio optico.
Micropipetas y pipeta automatica.
Material de plastico estéril: puntas para micropipetas automaticas, pipetas
Pasteur de plastico.
Céamara de McMaster.
Portaobjetos.
Cubre objetos.
Balanza (capaz de realizar medidas con una precision de +0,5 gramos).
Cémara fria, capaz de mantener una temperatura entre 2 - 8°C.
Autoclave, capaz de mantener una temperatura de 121(+3) °C.
Cabina de extraccion de gases.

Guia ilustrada de los diferentes pasos

Para las aguas residuales crudas el método es muy eficiente. Pero para un recuento
eficiente de huevos en los efluentes de aguas residuales tratadas debe aumentarse el
tamafo de la muestra hasta por lo menos 10 litros, ya que en este caso el nimero de
huevos es muy inferior. Consta de los pasos siguientes:

1. Recojase una muestra de agua residual de volumen conocido (V' litros), generalmente

1 litro en el caso de las aguas residuales crudas o parcialmente tratadas y 10 litros en el
caso de los efluentes finales de aguas tratadas.

21



Madster en Investigacidon y Diagndstico de Enfermedades Tropicales

2. Déjese que la muestra sedimente durante 1-2 horas, segtn el tamafio del recipiente.
Para la sedimentacion se recomienda emplear un recipiente abierto, de paredes rectas,
porque ello facilita la eliminacion de la materia sobrenadante y permite una mejor
limpieza del recipiente (Fig. Al).

Figura A1: Recipientes de paredes rectas, adecuados para la sedimentacion.

3. Eliminese el 90% de la materia sobrenadante utilizando una bomba de succidén o un
sifon (Fig. A2).

Figura A2 (izquierda): Eliminacion de la materia sobrenadante con una bomba de succion.
Figura A3 (derecha): Enjuague de las paredes del recipiente con una solucion detergente diluida.
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4. Transfiérase cuidadosamente el sedimento a uno o mas tubos de centrifugacion,
segun sea el volumen, y centrifuguese a 1000g durante 15 minutos. Recuérdese que hay
que enjuagar bien el recipiente con solucion detergente y afiadir el liquido de enjuague
al sedimento (Fig. A3).

5. Eliminese la materia sobrenadante. Si en el paso 4 se ha utilizado més de un tubo de
centrifugacion, transfiéranse todos los sedimentos a un solo tubo (enjuagando bien con
solucion detergente para evitar que se pierda sedimento), y vuélvase a centrifugar a
1000g durante 15 minutos.

6. Suspéndase el sedimento en un volumen igual de tampdn de acetoacético, pH 4,5 (es
decir, si el volumen del sedimento es de 2 mL, afiddanse 2 mL de tampodn). Si el
sedimento es de menos de 2 mL, afiddase tampdn hasta 4 mL para asegurarse de que,
tras la extraccion con acetato etilico (pasos 7 y 8) quedard un volumen de tampon
suficiente por encima del sedimento para poder verter la capa de acetato etilico sin que
se produzca una nueva suspension del sedimento.

7. Afadanse dos volumenes de acetato etilico o de éter (es decir, 4 mL en el ejemplo
citado) (Fig. A4), y mézclese bien la solucidon en una mezcladora de vortice. También
cabe agitar la muestra a mano. Esta forma de proceder es perfectamente aceptable si no
se dispone de una mezcladora mecanica (Fig. AS).

Figura A4: El sedimento, con 1 volumen de
tamp6n y 2 volimenes de disolvente.
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Figura A5: La homogeneizacion de la muestra puede realizarse sin
mezcladora de vortice (izquierda) o también se puede homogeneizar a mano
(derecha).

8. Centrifuguese la muestra a 1000g durante 15 minutos. Ahora la muestra se habra
separado en tres fases distintas. Todos los residuos no grasos, mas pesados, incluidos
los huevos de helminto, las larvas y los protozoos, se encontraran en la capa inferior.
Encima de esta se encontrara el tampon, que deberd ser transparente. Las materias
grasas y otras se unen al acetato etilico o el éter y forman un tapén grueso y oscuro en la
parte superior de la muestra (Fig. A6).

9. Anotese el volumen del sedimento que contiene los huevos, y retirese el resto del
material sobrenadante en un solo movimiento suave (Fig. A7). Puede ser necesario
soltar primero el tapon graso pasando una aguja fina alrededor de las paredes del tubo
de centrifugacion.

10. Vuélvase a suspender el sedimento en cinco volimenes de solucion de sulfato de
cine (es decir, si el volumen del sedimento es de 1 mL, afiddanse 5 mL de ZnS04).
Anotese el volumen del producto final (X mL). Mézclese bien la muestra,
preferiblemente con una mezcladora de vortice. Téngase en cuenta que para llenar un
portaobjetos de McMaster de dos cdmaras se necesita un minimo de 1,5 mL.

11. Retirese rapidamente una parte alicuota con una pipeta de Pasteur y transfiérase a un
portaobjetos de McMaster para su examen final.

12. Déjese reposar el portaobjetos de McMaster lleno en una superficie plana durante 5
minutos antes de proceder a su examen. De esta manera todos los huevos quedaran

flotando en la superficie.

13. Péngase el portaobjetos de McMaster en el microscopio y examinese con un
aumento de 10x o 40x. Cuéntense todos los huevos que aparezcan en la parrilla de las
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dos camaras del portaobjetos de McMaster. Para mayor precision, registrese el
promedio de dos portaobjetos, o, mejor, tres.

14. Calctlese el nimero de huevos por litro mediante la ecuacion:

N = AX/PV
en la que:

N = ntmero de huevos por litro de la muestra

A =naimero 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 (mL)

V= volumen de la muestra original (L)

Figura A6 (izquierda): Separacion de la muestra en tres fases distintas
después de la centrifugacion.
Figura A7 (derecha): Se elimina el material sobrenadante para dejar
solamente el sedimento.
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7.2. ANEXO B: CICLOS BIOLOGICOS DE HELMINTOS INTESTINALES
MAS FRECUENTEMENTE RELACIONADOS CON AGUAS

RESIDUALES

FUENTE: Center for Disease Control and Prevention (www.cdc.gov)

A= infective Stage
A\ = Diagnostic Stage

Unfertiized egg a
will not undergo
biclogical development

= Filariform larva
penetrates skin

0/’%

Filariform larva

2]

Rhabditiform larva
hatches

Adults in small intestine

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

A Eggs in feces

Figura B2: Ciclo biologico de Uncinarias
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b Embryonated eggs are ingested

© Acvanced cieavage *

A = infective Stage
A= Diagnostic Stage

€@ unembryonated eggs
passed in feces.

Figura B3: Ciclo biologico de Trichuris trichiura

Rhabditiform larva develops
into filariform larva

O~
&

in the environment

e ———
(2]

Rhabditiform larva
hatches

Adults in small intestine

A\ = Infective Stage
Eggs in feces A\ = Diagnostic Stage

Figura B4: Ciclo biologico de Trichostrongylus
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AOncospheres develop
into cysticerci in muscle

o Humans infected by ingesting
raw or undercooked infected meat

Oncospheres hatch,
penetrate intestinal
wall, and circulate
to musculature

T. saginata

7. solium

Scolex attaches to intestine

Cattle (T. saginata) and pigs (T. solium)
become inf d by ing g veg )
contaminated by eggs or gravid proglottids

T. saginata T. soliurn

A

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Eggs or gravid proglottids in feces
and passed into environment

Figura B5: Ciclo biologico de Taenia spp.

A= Infective Stage o Cysticerci in body cavity

. . of insect ingested by
A Diagnostic Stage A rodent or human

Oncospheres hatch and
penetrate intestinal wall

o Ingested by an arthropod
intermediate host

Eggs passed in feces @ gravid proglottids

Figura B6: Ciclo biologico de Hymenolepis diminuta
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A: Infective Stage
A= Diagnostic Stage

infected when they ingest
cysticercoid-infected arthropods.

e Cysticercoid develops in
Humans and rodents are intestinal villus

ICysticercoid ’
l L 2 ‘)
ﬂwse‘;:tops " Autoinfection can occur if \I»' wy
2 o eggs remain in the intestine.
y % The eggs then release the Scolex

Egg ingested

by insect

SAFER.MEALYHIER: PEOPLE™

Oncosphere hatches

hexacanth embryo, which
penetrates the intestinal villus
continuing the cycle.

Embryonated egg
ingested by humans
from contaminated
food, water, or hands

Adult in ileal
portion of %
small intestine

Eggs can be released through the
genital atrium of the gravid proglottids.
Gravid proglottids can also disintegrate
releasing eggs that are passed in stools.

Embryonated egg in feces

Figura B7: Ciclo biologico de Hymenolepis nana

A\ = infective Stage o Infective flariform larvae

penctrate the intact skin
A\ = Diagnostic Stage initiating the infection. @ Tre fiariform migrate by
various pathways o the
small intestine where they
A become adults.
ethe rhabditiform 7
larvae develop
into infective

NS,

o/

Rhabditiform
larvae hatch from
embryonated eggs.

Eggs are produced _’

by fertilized
fernale worms,

filariform.

Rhabditiform larvae
n the intestine are
excreted in stool

\ Eggs deposted in intestinal mucosa,
A hatch, and migrate to lumen.

Development
into free-living
adult worms.

Figura B8: Ciclo biologico de Strongyloides stercoralis
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7.3. ANEXO C: IMAGENES DE HELMINTOS IDENTIFICADOS EN ESTE
ESTUDIO
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Figura C2: Huevo Trichuris trichiura (x40). Figura C3: Huevo de Hymenolepis nana (x40).
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Figura C4: Huevo de Uncinaria (x40).
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7.4. ANEXO D: GLOSARIO DE IMAGENES DE OTROS
MICROORGANISMOS

Figura D1: Imagenes de Acaros (Metazoos) (x40)

Figura D2: Imagenes de Rotiferos (Metazoo) del género Lecane (x40).
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Figura D3: Imégenes de larvas (x20). Véanse también las imagenes de las Figuras D4 y D5 como
comparativa de la complicada diferenciacion de larvas de vida libre frente a las parasitas.
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Figura D4: Imagenes de larva rhabditiforme (de vida libre) (izquierda) y larva filariforme (parasita)
(deerecha) de la especie Ancylostoma duodenale (Fuente: CDC).

Figura D5: Imagenes de larva rhabditiforme (de vida libre) (izquierda) y larva filariforme (parasita)
(derecha) de la especie Strongyloides stercolaris (Fuente: CDC).

Figura D6: Imagenes de amebas testaceas del género Centropyxis (x40).
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Figura D7: Imagenes de amebas testaceas del género Hyalosphenia (2,4, 5y 6) y del género
Trinema (1 y 3) (x40).

Figura D8: Imagenes de protistas alveolados de tipo Espirotricos: reptante Hipotrico
(izquierda) y Esticotrico (derecha) (x40).

Figura D9: Imagenes de protistas alveolados Oligohimenodforos: colonias sésiles
(izquierda: x40; derecha: x10).
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