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RESUMEN

Giardia lamblia es un protozoario patdégeno que afecta tanto animales como al ser
humano. Este microorganismo se trasmite por la ruta fecal-oral al ingerir agua o
alimentos contaminados. Tiene una gran incidencia y prevalencia en la poblacion
mundial. Su distribucion es de naturaleza cosmopolita, sus quistes que son la forma
infecciosa son resistentes a condiciones extremas ambientales.

En este trabajo se analiza la presencia de G. lamblia y coliformes totales y fecales en
efluentes de aguas residuales de las plantas de tratamiento y de la presa Emiliano
Lopez Zamora de la ciudad de Ensenada Baja California, México. Para ello se
tomaron muestras mensuales durante los meses de junio-noviembre del afio 2016.
Para la deteccion de G. lamblia se utilizaron las técnicas de inmunofluorescencia
directa (IFD) y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La cuantificacion de
coliformes totales y fecales se llevé a cabo de acuerdo a la norma oficial mexicana
(NOM-001-SEMARNAT-1996).

Se detectd G. lamblia Gnicamente por IFD en los efluentes de El Gallo, El Sauzal y
El Naranjo en los meses de julio a noviembre con concentraciones de 0 a 360
quistes/L. Los valores de coliformes fecales estuvieron en general dentro de la
NOM-003 de menor a 1000 CF/100 mL para aguas que tendran un contacto
indirecto u ocasional con el ser humano. Excepto en el efluente de EI Naranjo, que
en el mes de septiembre ambos tipos de coliformes superan los 1800 NMP/100 mL.
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| INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion a nivel mundial y, por consiguiente, el aumento en la
demanda del agua para diferentes actividades ha generado el deterioro del recurso
hidrico. Una de las fuentes de contaminacién mas frecuente es la de origen
domeéstico, la cual se caracteriza por la presencia de altas concentraciones de materia
orgénica y microorganismos de origen fecal (Adam, 1991). Las enfermedades
transmitidas por el agua, se producen en todo el mundo, provocando brotes en

comunidades enteras, ocasionando infecciones sintomaticas en la poblacion.

El género Giardia spp cuenta con seis especies de las cuales Giardia duodenalis
(Giardia intestinalis o Giardia lamblia) se encuentra relacionada con la infeccion en
el hombre (Cabello, 2007). Es el parasito, patbgeno més comun en los seres
humanos, que se transmite principalmente por la ingestion de agua o alimentos
contaminados (Maldonado et al., 1998). Este es un protozoario flagelado del orden
de los Diplomonadida de la familia Hexamitidae (Adam, 2001), se encuentra en el
intestino delgado y es responsable de producir giardiasis, la cual es una parasitosis
que se caracteriza por ocasionar espasmos abdominales, anorexia, fatiga, diarrea y

nauseas (Glynn et al., 1999; Lee et al., 2009).

Giardia lamblia es liberada en rios y lagos a través de las heces de mamiferos,
contaminando de esta forma el agua, y se le considera como una fuente importante
de infeccion. Este patdgeno es resistente a los tratamientos de cloracion de aguas de
las plantas de tratamiento (Mahbubani et al., 1998; Fricker et al., 2002; Karanis,

2006).



En los paises subdesarrollados se ha encontrado una alta prevalencia e incidencia del
20 al 67% de la poblacion y en paises desarrollados de solo 2-5% (Fraser et al.,
2000; Karanis, 2006; Barrientos-Galarza et al., 2008). En México la tasa de
incidencia en el afio 2015 fue de 9.57 casos por cada 1000 habitantes y en Baja
California la incidencia fue de 4.39 casos por cada 1000 habitantes (Secretaria De

Salud, 2015).

El diagnéstico de este parasito se realiza mediante la deteccion de quistes o
trofozoitos en la materia fecal, mediante estudios coproparasitoscopicos, y
observaciéon por medio de microscopia inmunofluorescente (IF), pruebas
inmunoldgicas como la técnica de ELISA, la cual estd dirigida a identificar los
antigenos GSA-65, ademas se utilizan técnicas moleculares como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) vy el analisis del Polimorfismo de la Longitud de
Fragmentos de Restriccion (RFLP), estas técnicas analizan la presencia del DNA de

Giardia lamblia (Cabello, 2007).

Debido a que este organismo es un patdégeno del ser humano es de gran importancia
su deteccion en las aguas residuales tratadas que son descargadas en zonas donde el
ser humano frecuenta. Es por ello que el presente estudio tiene como objetivo
detectar Giardia lamblia en aguas residuales provenientes de las plantas de
tratamiento de la ciudad de Ensenada, B.C. México: Noreste, EI Naranjo, El Sauzal

y El Gallo, asi como del agua de la presa Emiliano Lopez Zamora, mediante técnicas



moleculares de PCR e inmunofluorescencia. Ademas, se evalla la presencia de
bacterias coliformes totales y fecales. La deteccion de Giardia y coliformes en las
aguas tratadas puede proporcionar una vision de la calidad de estas aguas al ser

vertidas en el ambiente.



I ANTECEDENTES

[I.1. Caracteristicas de Giardia

El protozoario Giardia fue inicialmente descrito por van Leeuwenhoek en 1681
mientras estaba examinando sus propias heces diarreicas bajo el microscopio
(Dobell, 1920), y en 1883 Kunstler utilizé por primera vez el nombre de Giardia
spp. como género. En 1888, Blanchard sugirié el nombre de Lamblia intestinalis,
pero Stiles, cambid el nombre a Giardia duodenalis (Stiles, 1902). Posteriormente,
Kofoid y Christiansen (1915) propusieron los nombres Giardia lamblia y Giardia
entérica (Kofoid y Christiansen, 1920). EI nombre de la especie Giardia lamblia se
acepto6 extensamente a traves de la década de 1970 sin embargo, a partir de la década
de 1980, algunos investigadores han fomentado el uso del nombre Giardia
duodenalis, y en la década de 1990, el nombre de Giardia intestinalis ha sido mas

frecuentemente utilizado (Adam, 2001).

Giardia lamblia tiene un ciclo de vida compuesto por una fase quistica y una como
trofozoito (Figura 1). Los trofozoitos presentan una estructura periforme de 12 a 15
um de largo por 5 a 9 um de ancho, aplanados en sentido dorso ventral, cuentan con
cuatro pares de flagelos que nacen de los blefaroplastos (anterior, caudal, ventral y
posterior), con un disco suctor, el cual utiliza para adherirse a la pared del intestino
principalmente en el yeyuno medio, dos axostilos que sirven como esqueleto, dos
nucleos de cromatina se encuentran en sentido anterior, membrana nuclear, cuerpos
parabasales, borde y surco para discal cuya funcion es participar en la succion, son
anaerobios facultativos y se reproduce en el intestino mediante fision binaria

longitudinal (Kudo, 1985; Kabnick y Peattie, 1990; Cabello, 2007)( Figura 2).



Figura 1. Ciclo de vida de Giardia lamblia compuesto por una fase de trofozoito y
una como quiste.

Los quistes son ovalados de 5 a 10 um de diametro y cuentan con una pared de 0.3 a
0.5 um de espesor, compuesto de una capa filamentosa externa de 7 a 20 pum
(Erlandsen et al., 1989; Erlandsen et al., 1990) y una capa membranosa interior;
cuenta con dos a cuatro nucleos, restos de flagelos, cuerpos parabasales, vacuolas,
axonemas y fragmentos del disco suctor (Kudo, 1985; Gillin et al., 1996; Soltys et

al., 1996; Rangel et al., 1999; Adam, 2001).
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Figura 2. Morfologia de Giardia lamblia.

La forma infectante es el quiste de Giardia, que cuenta con una pared celular gruesa
y resistente que le permite resistir en el ambiente. Este puede resistir en el agua
dulce a temperaturas de hasta 4 °C (Bingham et al., 1975; Karanis, 2006) y la forma
patdgena o causal de la sintomatologia de la enfermedad es el trofozoito. La fase
quistica consiste en una fase denominada temprana y tardia. La primera fase se
completa en aproximadamente 10 h y consiste en la sintesis intracelular y transporte
de componentes a la pared del quiste y la fase tardia se completa a las 16 h y
consiste en la aparicion de la membrana celular del trofozoito para la iniciacion del
ensamble de los filamentos de la pared del quiste (Reiner et al., 1989; Erlandsen et

al., 1996) (Figura 3).



Contaminacion de agua, alimentos

manos/fomites con quistes

infectantes
Los trofozoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Foma infectante S | A

A-romadagosica A uise

Figura 3. Modo de infeccion de Giardia lamblia, ruta fecal-oral

La infeccion por Giardia puede ser asintomatica o sintomética. Cerca del 50 al 70%
de los casos registrados son asintomaticos (Mintz et al., 1993). La multiplicacion
asexual permite una rapida proliferacion en el intestino que conduce a la infeccion
aguda (Tibayrenc y Ayala, 2014), esta puede resistir en el intestino delgado desde
semanas hasta meses. Los trofozoitos son arrastrados por el transito intestinal. El
trofozoito se enquista y sale en la materia fecal al ambiente (Cabello, 2007). El

género Giardia cuenta con seis especies las cuales se presentan en la Tabla I.



Tabla I. Especies de Giardia

rata almizclera

Especies Hospedero Morfologia del trofozoito

G. agilis Anfibios Largo y delgado; en forma de lagrima en el
cuerpo medio

G. lamblia | Numerosos mamiferos | En forma de pera; en forma de gancho en el

incluyendo al hombre | cuerpo medio

G. muris Roedores Corto y redondeado; pequefia redondeado en
el cuerpo medio

G. ardeae | Garzas En forma de pera; en forma de gancho en el
cuerpo medio, disco ventral y flagelos
caudales similares a G. muris

G. psittaci | Las aves psitacidas En forma de pera; en forma de gancho en el
cuerpo medio

G. microti | Ratones de campo y | En forma de pera; en forma de gancho en el

cuerpo medio, Los quistes contienen dos
trofozoitos con discos ventrales maduros

Fuente: (Adam, 2001)

I.2. Epidemiologia

La infeccion comienza cuando el hospedero ingiere el quiste ya sea al tomar agua o

ingerir alimentos contaminados. La dosis infecciosa para Giardia se ha estimado

estar en el rango de 25-100 quistes. Después de la ingestién, tarda de 1 a 8 semanas

de incubacién en el organismo huésped (Gerardi y Zimmernan, 2005). El quiste

entra en contacto con el acido estomacal liberando a los trofozoitos en el duodeno.

Por cada quiste se liberan de dos a cuatro trofozoitos, los cuales se fijan en la pared

intestinal (Adam, 2001), provocando un aumento de las tasas de apoptosis de los

enterocitos o células intestinales, disminucion de las funciones de la pared intestinal,

activacioén de los linfocitos del hospedero, atrofia en las vellosidades, acumulacion




de fluidos intestinales, una mala absorcién de los nutrientes, alteracion de la
produccion de enzimas (disacaridasas, glucoamilasa, isomaltasa y ATP) y el
aumento de las tasas de trénsito intestinal. Posterior al contacto con el fluido biliar
los trofozoitos se enquistan y son arrastrados por el transito intestinal saliendo al

ambiente (Adam, 2001; Cabello, 2007; Cotton et al., 2011).

Las infecciones por Giardia lamblia con frecuencia se prolongan, a pesar de una
respuesta inmune que se esperaria que erradicar la infeccion. Una de las posibles
razones de la persistencia de la infeccion es la variacién antigénica de las proteinas
de la superficie de la membrana celular del protozoario. La variacién antigénica se
ha identificado en los seres humanos y ratones, y ésta se produce durante el proceso
de enquistado, contribuyendo de esta forma a que la infeccion perdure en el
hospedero (Aggarwal y Nash, 1988; Byrd et al., 1994; Nash, 1997; Svard et al.,

1998; Carranza et al., 2002).

[1.3. Zoonosis

Los ciclos de transmisién de Giardia han demostrado que los animales de granja,
los animales domésticos y los de vida silvestre pueden albergar genotipos
zoondticos de Giardia lamblia, asi como los genotipos especificos para cada especie
(Figura 4) (Thompson, 2004). El mayor riesgo zoonoético se refiere al genotipo A 'y
B ya que estos afectan al ser humano y se pueden encontrar en numerosos
mamiferos. Los genotipos especificos de los animales parecen estar restringidos al
ganado (E), perros (D), gatos (F) y roedores (G) (Caccio y Ryanb, 2008). Sin

embargo, existe un 0.8% de casos en los que el genotipo C, D, E y F que afectan al



ser humano (Caccio et al., 2008). EI mayor riesgo zoondtico es por el genotipo A,

particularmente el subgenotipo Al, y en menor medida al genotipo B.

Perro/Gato
Ciclo

u ccasional por agua

Frecuencia de Transmision directamente
transmisicn

Frecuencia de

transmisicn
Ganado

ransmisidn po Ciclo
agua y directa

Frecuencia de [ Transmisién por'

transmisicn aguay directa Frecuencia de

transmisicn

Fauna silvestre
Ciclo

Figura 4. Ciclos principales de transmisién de Giardia lamblia (Fuente: Thompson,

2004).

La transmision zoonotica entre ganado bovino y los seres humanos se ha reportado
en numerosos estudios (Uehlinger et al., 2006; Barigye et al., 2008; Xiao y Fayer,
2008; Feng y Xiao, 2011; Khana et al., 2011). Los animales de granja (vacas,
ovejas, cabras y cerdos) son infectados con el genotipo E, el cual es predominante en
este tipo de mamiferos, pero también se puede encontrar el genotipo A. Un estudio
reciente utilizando la técnica de PCR y la amplificacion de los genes B-giardin y

triosa fosfato isomerasa determiné la presencia de Giardia duodenalis en el ganado

10



de 207 granjas provenientes de Alemania, Reino Unido, Francia e Italia,
identificando una prevalencia del genotipo A en: Francia 61%, Alemania 41%,

Reino Unido 29% vy en Italia 28% (Geurden et al., 2012).

El genotipo B se ha reportado en ovejas y cabras en diferentes estudios realizados en
Noruega y Espafia, utilizando la técnica de PCR, en el cual se amplificaron los genes
B-giardin y glutamato deshidrogenasa (GDH) (Castro-Hermida et al., 2007

Robertson et al., 2007; Robertson et al., 2010).

Existe una posible transmision zoondtica debido al estrecho contacto que puede
existir entre animales de compafiia como perros y gatos (Ponce-Macotela et al.,
2005). Un estudio realizado en Assam, India, proporcion6 la primera evidencia
directa de transmision zoonoética entre los perros y los seres humanos, mediante la
busqueda del mismo genotipo de Giardia duodenalis en los seres humanos y perros,
no sélo en el mismo pueblo, sino también en la misma casa. Los analisis se
realizaron mediante la amplificacion por PCR de los genes ribosomales (rRNA), el
factor de elongacion (efl-o) y la enzima triosa fosfato isomerasa (Traub et al.,
2004). Asimismo, en un estudio realizado en Alemania se encontrd que de 60 perros
pertenecientes al area urbana que resultaron positivos, el 60% estaba infectado con
el genotipo A, 12% con el genotipo C o D (especificos del perro) y en el 28%
restante se presentd una infeccion mixta (Leonhard et al., 2007). En China se han
realizado varios estudios donde se analizaron muestras de perros y se encontraron

los genotipos A, C y D en la poblacion (Li et al., 2012a; Tan et al., 2016).

11



Se sabe muy poco acerca de la prevalencia y la diversidad genética de las especies
de Giardia en ambientes marinos y el papel que desempefia en la transmision a los
seres humanos. Giardia ha sido reportada en leones marinos, focas y ballenas (Olson
et al., 1997). El genotipo A y B se ha reportado en las heces de delfines, marsopas y
tiburén mako (Bogomolni et al., 2008; Lasek et al., 2008; Lasek et al., 2009;

Appelbeea et al., 2010).

Ha habido una serie de informes de transmision de Giardia lamblia de los peces a
los seres humanos. Casos reportados en Tailandia en la ciudad de Taipei y Laos,
donde el consumo de pescado crudo de agua dulce provoco algunos casos positivos
en la poblacion (Cheng y Shieh, 2000; Soukhathammavong et al., 2008). Poco se
sabe, sobre la prevalencia y genotipos de Giardia en los peces, pero la evidencia
preliminar sugiere que el pescado puede ser un reservorio potencial de los conjuntos

de Giardia duodenalis (Yang et al., 2010).

La caracterizacion genética de Giardia se ha utilizado ampliamente para evaluar el
papel de los animales en la epidemiologia de la infecciébn humana por Giardia
lamblia y para desarrollar herramientas para el seguimiento de las fuentes de
infeccion (epidemiologia), donde se estudia la transmision de los animales a los
seres humanos o de los seres humanos a los animales (Isaac-Renton et al., 1993;

Isaac-Renton et al., 1994).
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[I.4. Medio acuatico

La transmision de Giardia lamblia a través del medio acuético se encuentra bien
documentada. Los quistes pueden encontrarse en rios, lagos, o embalses utilizados
como fuentes de agua para consumo humano o de recreo (parques acuaticos,
piscinas, etc.), en aguas residuales, aguas residuales tratadas y en aguas de uso

agricolas (Kudo, 1985).

La ocurrencia de Giardia lamblia aumenta en el verano y disminuye en el invierno
(Appelbee et al., 2005; Ajonina et al., 2013; Taran et al., 2015). El quiste es
relativamente inerte, 1o que le permite prolongar su supervivencia en diferentes
condiciones ambientales y permanecen infecciosos durante meses en zonas frescas y
himedas. Resisten mejor las temperaturas templadas y pueden durar de 2 a 3 meses
en el medio acudtico bajo estas condiciones. A temperaturas de 21°C el quiste
disminuye su viabilidad de infeccion a un mes y son extremadamente susceptibles a
temperaturas superiores de 37°C, perdiendo totalmente su efectividad cuando son
expuestos a temperaturas de 57°C por 10 min (Bingham et al., 1975; Smith et al.,

2006).

Los quistes de Giardia lamblia en el agua del grifo pueden durar hasta 56 dias a
temperaturas de 0°C a 4°C y hasta 14 dias a 20°C a 28°C. En lagos, se pueden
encontrar hasta 56 dias de supervivencia de 0°C a 7°C y 28 dias a 17°C a 20°C. En
rios se ha encontrado que sobreviven hasta 84 dias a temperaturas de 0°C a 4°C y 28
dias a 20°C a 28°C. En el mar se pueden encontrar hasta 65 dias a 4°C (Erickson y

Ortega, 2006).
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Giardia es s6lo un tipo de protozoario patdgeno transmitido por el agua. En la Tabla

Il se presentan diversos tipos y su ruta de transmision (Carmena, 2010). Hasta la

fecha, la principal fuente de contaminacion del agua es de origen humano y, como

tal, puede tener un impacto negativo en la salud de los ecosistemas que conduce a

infecciones en la fauna acuética y terrestre (Huntera y Thompson, 2005).

Tabla Il. Protozoos entéricos patdgenos transmitidos por el agua.

Organismo Sintomas Distribucion Estadio de
Geografica transmision y via de
infeccion.
Entamoeba Disenteria, absceso | Cosmopolita Quiste (9 — 14.5 um)
histolytica hepatico ingestion
Giardia Diarrea, espasmos | Cosmopolita Quiste (8 — 12 um)
intestinalis abdominales, anorexia, ingestion
fatiga y nduseas
Cryptosporidium | Diarrea Cosmopolita Quiste (4 — 6 um)
spp. ingestion
Balantidium coli | Diarrea, disenteria Cosmopolita Quiste (50 — 60 um)
ingestion
Sarcocystis sp. Diarrea, espasmos | Cosmopolita Quiste (7.5— 17 um)
abdominales ingestion
Toxoplasma linfadenopatia,  fiebre, | Cosmopolita Quiste (10 — 12 um)
gondii infecciones congénitas ingestion
Neospora Aborto, Cosmopolita Quiste (10 — 12 pm)
caninum meningoencefalitis, ingestion
miositis
Cyclospora Diarrea prolongada Cosmopolita Quiste (8 — 10 um)
cayetanensis ingestion
Microsporidia enteritis, hepatitis, | Cosmopolita Espora (1.8 -5.0
peritonitis, um) ingestion/

gueratoconjuntivitis

contacto con los ojos

(Fuente: (Soave, 1996; Mota et al., 2000; Dowd et al., 2003; Shields y Olson, 2003;
Schuster y Visvesvara, 2004a; Schuster y Visvesvara, 2004b; Karanis, 2006)
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II.5. Aguas residuales

A nivel mundial, se ha producido una creciente escasez de reservas de agua dulce,
como resultado del crecimiento poblacional y del cambio climatico. Debido a esta
situacién, se ha propuesto la utilizacion de aguas residuales tratadas con un bajo
nivel de contaminantes quimicos y microbiolégicos (Karl y Knight, 1997). Para
poder prevenir la transmision de Giardia al medio ambiente, es necesario aplicar un
tratamiento para reducir o inactivar estos organismos patdgenos en los efluentes de

las aguas residuales tratadas, antes de ser vertidos al ambiente (Plutzer et al., 2010).

En México, en el 2014 sdlo se trataron el 52.8% de las aguas residuales generadas, a
pesar de la existencia de 2,337 plantas de tratamiento de aguas residuales en el pais.
(CONAGUA, 2014). A nivel mundial, el reuso del agua se encuentra en aumento
especialmente en regiones aridas y semiaridas, que cuentan con una disponibilidad
de agua menor a 1,700m®/habitantes/afio (Falkenmark, 1989), como es en el caso de

Baja California.

En las aguas residuales pueden encontrarse un gran numero de patdgenos
incluyendo, virus, bacterias, hongos, protozoarios, helmintos (gusanos). En las
Tablas 11 'y IV se sefialan a los organismos patégenos mas comunes encontrados en
las aguas residuales. Los patdgenos son un reflejo de las enfermedades comunes en
una comunidad y pueden estar presentes en nimeros tan grandes como 100,000,000

organismos por mililitro (Gerardi y Zimmernan, 2005).
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El tratamiento de las aguas residuales consiste en una serie de tratamientos fisicos
(sedimentacion, retencién, filtracion, inactivacién por radiaciéon solar y luz UV),
bioldgicos (lodos activados, asimilacion de la materia organica y eliminacion) y
quimicos (coagulacion, inactivacion por oxidacion, desinfeccion) (Nasser et al.,
2012). En el tratamiento convencional para las aguas residuales que incluye
desinfeccion mediante cloro, se pueden eliminar la mayoria de los patdgenos

gastrointestinales del ser humano.

Giardia es resistente a los desinfectantes a base de cloro en concentraciones y
tiempos de exposicion comunmente utilizados en la industria del agua (Betancourt y
Rose, 2004). Se ha demostrado que los quistes de Giardia lamblia son sensibles a la
luz UV (Belosevic et al., 2001; Hijnen et al., 2006). EI ozono es el quimico mas
eficiente en la eliminacion de protozoos, aunque la eficacia del ozono se reduce a
temperaturas bajas y al tiempo de exposicion (Finch et al., 1993; Haas y Kaymak,
2003). Otros desinfectantes potencialmente utiles incluyen bromo, iodo (l2),
permanganato de potasio (KMnQOa), peroxido de hidrégeno (H202) y radiacion
ionizante (Gerardi y Zimmernan, 2005). Los desinfectantes quimicos se requieren en
concentraciones altas y, en algunos casos, los subproductos formados por la
reaccion de los compuestos en el agua son toxicos, tales como los trihalometanos
(THM) generados por el cloro, nitritos generados por la monocloramina, clorito de

dioxido de cloro y bromato por el ozono (Von Gunten, 2003).
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Tabla Ill. Microorganismos patdgenos mas comunes encontrados en las aguas

residuales.

Tipo de microorganismos

Enfermedad

Adenovirus

Malestar de las vias respiratorias superiores e
inferiores

Enterovirus

Trastornos del tracto

gastroenteritis

respiratorio superior y

HIV Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Poliovirus Poliomelitis

Hepatitis Hepatitis

Aspergillus fumigatus "Pulmén del granjero” (enfermedad pulmonar
alérgica)

Candida spp Candidiasis

Giardia lambia Giardiasis

Crytosporidium pavum

Cryptosporidiosis

Entamobea coli

Diarrea, ulceras

Balantidium coli Balantidosis
Actinomyces israelii Artinomycosis
Brucella spp. Brucelosis

Clostridium spp

Gangrena gaseosa

Enterotoxigenic Escherichia

Diarrea, gastroenteritis

icterohemorrhagiae

coli (ETEC)
Francisella tularensis Tularemia
Leptospira interrogans | Leptospirosis

Mycobacterium tuberculosis

Tuberculosis

Nocardia spp. Nocardiosis
Salmonella spp. Salmonelosis
Shigella spp. Shigelosis
Vibrio cholerae Colera

Vibrio parahaemolyticus

Gastroenteritis

Fuente: (Gerardi y Zimmernan, 2005)
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Tabla V. Helmintos patdgenos mas comunes encontrados en las aguas residuales

Tipo de helmintos Enfermedad que produce en el
organismo
Ancylostoma spp. Anemia
Ascaris spp. Ascariasis
Echinococcus granulosus Equinocosis
Enterobius spp. Enterobiasis
Necator americanus Anemia
Schistomsoma spp. Esquistosomiasis
Strongyloides stercoralis Lombricosis
Taenia spp. Teniasis
Trichuris spp Anemia, diarrea

(Fuente: (Gerardi y Zimmernan, 2005)

El porcentaje de remocion de los quistes Giardia en las aguas residuales tratadas
varia dependiendo de la capacidad de saneamiento y tecnologia de tratamiento
utilizada en las respectivas plantas (Roach et al., 1993). En Noruega analizaron
muestras provenientes de 6 plantas de tratamiento de agua residual, encontrando que
el 95% de las muestras fue positiva para Giardia lamblia, ademas identificaron dos
plantas que contaban con tratamiento secundario y que presentaron una remocion
del 80% de los quistes de Giardia lamblia (Robertson et al., 2006a). En Italia, se
analizaron 4 plantas de tratamiento por un afio, obteniendo remociones de quistes
de Giardia lamblia mayor del 95%, en aquellas que contaron con tratamiento
secundario de inactivacion por oxidacion seguido por la sedimentacion (Caccio et

al., 2003).
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Estudios realizados en dos plantas de tratamiento de agua residual situadas en
Arizona, EUA, en donde se concentraron los quistes mediante un filtro
electronegativo, seguido de un anélisis de fluorescencia y PCR, se demostré que los
tratamientos convencionales son ineficaces para la eliminacion de Giardia lamblia
(Kitajima et al., 2014). En Sudafrica se analizaron 6 plantas de tratamiento de agua
residual. Las muestras fueron concentradas y analizadas mediante PCR demostrando
la presencia de Giardia lamblia en 40% de los casos en plantas con filtros biologicos
y en 20% en plantas con lodos activados, revelando una efectividad limitada en la

remocion de este microorganismos (Samie y Ntekele, 2014).

Nasser y colaboradores (2012) analizaron la prevalencia de quistes de Giardia en los
efluentes de descarga de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Tabla V),
con el proposito de determinar los mejores procesos de eliminacion de este
patdégeno. Encontraron que la utilizacion de filtros de arena lentos o rapidos, la
ultrafiltracion y la desinfeccion por luz UV fueron los métodos mas eficaces de
tratamiento para eliminacion y desinfeccion de los quistes de Giardia en aguas
residuales (Assavasilavasukul et al., 2008; Nasser et al., 2012; Fu et al., 2013).
Ademas estos procesos estdn siendo empleados en el tratamiento del agua para
maltiples propdsitos tales como la eliminacion de patdgenos, eliminacion de

productos quimicos, entre otros (Taran et al., 2015).
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Tabla V. Remocion de quistes de Giardia spp en aguas tratadas.

Lugar Tipo de tratamiento Giardia Porcentaje de
(quiste/L) reduccion logio
China Secundario 0-32 1.68
Filtro de arena 2.1-<0.2 0.89
Canada Tratamiento aerébico 0.18-7.5 14
S. Africa Secundario (AS) 0-35 99.96-868
Francia Tanques de estabilizacion 0-30 100-99.7
Malasia Tratamiento secundario 1-500 96
USA Tratamiento secundario 44 99.51
Francia Tanque de estabilizacion 0.2-16 99.1
USA Humedales <0.5-2.9 98
USA Humedales 0.05-0.29 78.4-99.7
Irlanda Humedales 11-111 0.95-4
China Lodos activos 22 986
Filtracion por arena 0.4 99-97
USA Lodos activos 23000 930
Filtracion por arena 18 990
Escocia Lodos activos 354.3 75.3
Filtracion biolégica 40 91.6
USA Lodos activos 3 90-100
Italia Ultrafiltracion 0 100
Brasil Lodos activos 1100 98.9%
Marruecos Tanque de estabilizacion 0 99%
Espafia Tanque de estabilizacion 0-5.3 85

(Fuente: (Nasser et al., 2012).
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I1.6. Métodos de identificacion

El diagnostico tradicional de Giardia se realiza por los métodos microscopicos tras
la aplicacion de técnicas de concentracion (Olivas, 2012). Los métodos cominmente
utilizados para la identificacion de Giardia son por medio del analisis por
microscopia de luz visible y colorantes, inmunofluorescencia (IF) y ELISA (por sus

siglas en inglés: Enzyme-Linked ImmuneSorbent Assay).

[1.6.1. Microscopia

La microscopia con merthiolate - yodo - formol (IMF) se basa en la fijacion y
coloracion directa de los quistes y huevos de parasitos, permitiendo la observacion
inmediata de la muestra, en la cual los quistes se observan en el microscopio de un

color amarillo oro (Figura 5) (Olivas, 2012).

Figura 5. Quiste de Giardia lamblia tefiido con la técnica de IMF Fuente:(Lagana,

2010).
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I1.6.2. Inmunofluorescencia

Esta técnica se basa en la reaccion de un anticuerpo fluorescente especifico de
Giardia lamblia en contra de una proteina de membrana del quiste, con esta técnica
se pueden identificar claramente la forma y tamafio caracteristicos (Figura 6) (Rose

et al., 1989).

Figura 6. Quistes de Giardia lamblia identificados con Inmunofluorescencia.

[1.6.2. ELISA (por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked ImmuneSorbent Assay)

Por medio de esta técnica detecta los antigenos GSA-65 de la membrana del quiste
de Giardia lamblia. Se basa en el uso de anticuerpos especificos acoplados a la
enzima peroxidasa (HRP), de forma que una vez unidos el anticuerpo-HRP con el
antigeno se revelard esta union (conjugado) resultante mediante la adicion de un
substrato especifico de la enzima. La reaccién positiva con la enzima producira un
color observable a simple vista y cuantificable mediante el uso de un
espectrofotometro o un colorimetro, mientras que la muestra negativa no presenta

color (Calderon-Pascacio, 2007).
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[I.7. Técnicas moleculares de diagnostico

La aplicacion de herramientas moleculares en los estudios de Giardia han permitido
avanzar en el entendimiento de la biologia basica de este protozoo. En varias partes
del mundo se han incrementado los esfuerzos para desarrollar mejores métodos que
permitan detectar Giardia en muestras de humanos, en diversos animales y en
muestras ambientales, con miras a prevenir su difusién y a mejorar el diagnostico
para un tratamiento adecuado y oportuno. Las técnicas moleculares para la deteccion
de Giardia spp. se basan particularmente en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), ya que esta técnica cuenta con una mayor sensibilidad y especificidad que
los diagndsticos "convencionales" que son dependientes de la cantidad de
organismos presentes. Por el contrario, la técnica de PCR es capaz de detectar hasta
1 organismo. Ademas, pueden proporcionar informacion sobre el genotipo de
Giardia spp presentes en las muestras (Morgan, 2000; Mcglade et al., 2003;

Johnston et al., 2010).

I1.7.1. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién ¢ RFLP

El método RFLP (por sus siglas en inglés: Restriction Fragment Length Polymorphism) se
basa en la utilizacion de enzimas de restriccion que cortan en puntos especificos de
acuerdo a la secuencia de bases del ADN. Aunque es rapido tiene la desventaja de
requerir grandes cantidades de ADN y debe de ser de alta calidad para que la enzima

trabaje correctamente (Kremer et al., 1999).
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[1.7.2. Microarreglos

Los microarreglos de ADN se han utilizado con éxito para la deteccion de patégenos
bacterianos y virales (Cherkasova et al., 2003). La ventaja de este enfoque de
deteccion es que combina potentes estrategias de amplificacion de ADN, con sondas
de oligonucleotidos especificas para multiples secuencias diana. (Chizhikov et al.,
2001). Por lo tanto, produce una plataforma altamente sensible y especifica con
capacidad de alto rendimiento para la deteccion de patdgenos y genotipado. Debido
a la creciente dependencia de las pruebas genéticas para la identificacion y la
diferenciacion, tales métodos son idealmente adecuados para la deteccion de
parasitos protozoarios en muestras clinicas y ambientales sin embargo el costo de
esta técnica es muy alto como para ser implementado en un laboratorio de

diagnostico (Wang et al., 2004).

[1.8. Caracteristicas moleculares de Giardia lamblia

Giardia es un organismo poliploide, con un tamafio del genoma de 11,1075 Mb, con
una gran cantidad de bases GC en el genoma de aproximadamente 47.75%, y con
cinco cromosomas de un tamafio aproximado de 1.6 a 3.8 Mb (Adam et al., 1988;

Le Blancq y Adam, 1998) (Figura 7).

Giardia lamblia debe de ser considerada como un complejo de especies, cuyos
miembros muestran poca variacion morfologica (Monis et al., 2003). Se ha
confirmado la presencia de 8 genotipos los cuales se encuentran asignados de la A-
H. Solamente los genotipos A y B se encuentran relacionados con infecciones a los

seres humanos, como se puede observar en la Tabla VI. En la bibliografia se
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describe que la infeccion causada por el genotipo A, causa menos sintomas de la
enfermedad que el genotipo B (Homana y Mank, 2001; Thompson, 2004; Adam et

al., 2013).

En 1982 se logro aislar Giardia lamblia humana proveniente de un paciente
asintomatico que probablemente adquirioé su infeccion en Afganistan, denominado
P-1. El primer analisis de las diferencias moleculares de los aislamientos de Giardia
lamblia, consisti6 en una tipificacion de microorganismos provenientes de cinco
aislados puros, tres de los cuales provenian de seres humanos. Se utilizaron seis
enzimas metabodlicas basadndose en la migracion en un campo eléctrico. Las
diferencias entre estas enzimas reflejaron las diferencias en las secuencias de la

codificacion de los genes (Bertram et al., 1983).

En 1985 se analizaron 15 aislados mediante la técnica de RFLP. Este estudio resultd
en la descripcion de tres grupos; el grupo 3 fue diferente a los grupo 1y 2, los cuales
se encontraron relacionados con la infeccion en los seres humanos (Nash, 1997). En
India, se realizd un estudio similar donde se analizaron 12 muestras provenientes de
pacientes, identificAndose los genotipo Al, All y B, concordando con estudios
anteriores (Paintlia et al., 1998). Por otro lado, un estudio 11 afios en la ciudad de
México, en él se tomaron pacientes asintomaticos y sintomaticos, determiné que el
genotipo Al se encuentra ampliamente distribuido en esta poblacion (Cedillo-Rivera

et al., 2003).
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Tabla V1. Genotipos de Giardia lamblia

Genotipo

Hospedero

Al

Humano, gato, Iémur, oveja, perro, alpaca, caballo, vaca, cerdo,

chinchilla, castor, becerro

All

Humano, becerro

Humano, becerro, mono, cerdo de nueva Guinea, perro, vaca,

oveja, alpaca, gato, rata, cabra

Fuente: (Adam, 2001)

Las técnicas de genotipificacion de Giardia spp. se basan, en su gran mayoria, en el

analisis de los siguientes genes: la subunidad pequefia ribosomal (SSU-rRNA), B-

giardin (bg), Glutamato deshidrogenasa (gdh), el Factor de elongacion 1-alfa (efl-«),

Triosa fosfato isomerasa (tpi),

GLORF-C4 (c4) y la secuencia de la regién

espaciadora intergénica (ITS) (Caccio y Ryanb, 2008). En la Tabla VII. se pueden

observar las ventajas que proporciona la utilizacion de cada gen.
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Tabla VII. Genes utilizados en el andlisis de Giardia lamblia.

Gen NUmero de | Diferencias entre especies | Uso y beneficios
copias del gen y genotipo
SSU-rDNA | Mdltiple Informacion de especies Comunmente utilizado
Proporciona mayor éxito de
amplificacion
TPI Uno Informacion de especies y | Comunmente utilizado
de sub-genotipos . o
El éxito de amplificacion es
Utilizacion de cebadores | variable
especificos . ) ] )
Util para infecciones mixtas
R-giardin Uno Informacién de especies y | Comunmente utilizado
de sub-genotipos o o
El éxito de amplificacion es
variable
GDH Uno Informacion de especies y | Comunmente utilizado
de sub-genotipos o o
El éxito de amplificacion es
variable
efl-a Uno Informacion de especies y | No es cominmente
de sub-genotipos utilizada

El éxito de amplificacion es
variable

Fuente: (Thompson y Ash, 2015).

El gen mas utilizado en el analisis molecular ha sido la subunidad pequefia del gen

ribosomal (rRNA), ya que este se encuentra altamente conservado en el genoma, lo

que permite la identificacion de las diferentes especies conocidas de Giardia

lamblia. Cuenta con una naturaleza de multiples copias, y el anélisis se basa en la

comparacion de las secuencias de la subunidad pequefia rRNA, que contienen un

75% de G + C. Mediante este anélisis es posible identificar las seis especies de
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Giardia spp. (Sogin et al., 1998; Stiller y Hall, 2000; Caccio et al., 2010; Lebbad et
al., 2010; Beck et al., 2012). Cabe sefialar que este gen fue el utilizado en el

presente estudio.
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Figura 7. a) Mapa de los cromosomas de Giardia lamblia, b) region en el
cromosoma 1V, donde se encuentran los genes ribosomales (rRNA genes),

ampliamente utilizados para la identificacion de este organismo.

La Bahia de Todos Santos (BTS) recibe aportes de agua continental por los efluentes
de arroyos naturales, sin embargo, se descargan también las aguas residuales
provenientes de las plantas de tratamiento y del sector industrial. Estudios previos de
deteccién de microorganismos relacionados a la contaminacién antropogénica en la

BTS han sefialado que las concentraciones de coliformes fecales y estreptococos
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detectados superan los limites permisibles para aguas de recreacion, principalmente
enfrente de la salida del arroyo El Gallo, el cual lleva consigo las aguas residuales de
la planta de tratamiento aledafia a esta, se hace notar también que la contaminacion
se dispersa hacia el centro y sur de la BTS (Morales, 1984; Pefia, 1987; Portillo y
Lizérraga, 1997; Tanahara, 1996). Otro estudio mas reciente sefiala que la mayor
contaminacion en la BTS fue adyacente a la descarga de las plantas de tratamiento
El Naranjo y El Gallo (Gonzéalez, 2003; Pérez, 2004). Estas concentraciones de
contaminantes varian a lo largo de los meses del afio, ya que dependen del aporte
que hagan las plantas de tratamiento, su eficiencia de desempefio y al drenaje
pluvial. Cabe destacar que en los estudios hechos en aguas costeras de la BTS no se
reporta en ninguno de ellos la deteccion de Giardia, por lo cual este estudio

contribuye con este nuevo conocimiento.
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111 JUSTIFICACION

La importancia de la realizacion de este estudio radica en la necesidad de evaluar la
presencia de Giardia lamblia en las aguas residuales de las plantas de tratamiento de
la ciudad de Ensenada, Baja California y el agua de la presa Emiliano Lopez

Zamora, con la finalidad de complementar informacién sobre la calidad de estas

aguas.
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IV HIPOTESIS

El analisis molecular mediante la técnica de PCR e Inmunofluorescencia demostrara
la presencia del protozoario Giardia lamblia en las aguas residuales tratadas de la

ciudad de Ensenada, Baja California, México y de la presa Emiliano Lopez Zamora.
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V OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la presencia del protozoario Giardia lamblia en aguas residuales tratadas
provenientes de las plantas de tratamiento del Noreste, ElI Sauzal, ElI Gallo, El
Naranjo y la Presa Emiliano Lopez Zamora de la ciudad de Ensenada, Baja

California, México.

Objetivos Especificos

1. Detectar Giardia lamblia por el método directo de inmunofluorescencia, el
cual utiliza anticuerpos anti-Giardia marcados con Isotocianato de
Fluorosceina.

2. Detectar Giardia lamblia por la técnica de PCR utilizando el gen ribosomal
de la subunidad 16s.

3. Determinar coliformes totales y fecales en las muestras de agua por la
técnica del numero méas probable (NMP, Norma Oficial Mexicana: NMX-

AA-42)

32



VI METODOLOGIA

VI.1. Area de estudio

Se tomd una muestra mensual de 1 galdn agua de cada estacion de muestreo por un

periodo de 6 meses (junio a noviembre de 2016). La muestra de agua fue tomada

directamente de la salida de los efluentes, a excepcién de la planta EI Naranjo que se

tomo de la pila 97, localizada en la localidad de Maneadero. En el caso de la presa

Emiliano Lopez Zamora se adquiri6 de un punto de acceso en la region noreste. Las

muestras fueron trasladadas al laboratorio en una hielera con hielo, para procesarse

en no mas de 6 h (Tabla VIII, Figura 8).

Tabla VIII. Estaciones de muestreo

Nombre de la planta de tratamiento:

Toma de muestra:

Noreste

31°54°16"'N, 116°36°34°0

Efluente de salida hacia el arroyo del cafién de Dofia Petra

Planta de tratamiento El Sauzal

31°53°06"'N, 116°41°074°0

Efluente de salida hacia el mar en el Sauzal hacia el arroyo

Cuatro Milpas

Planta de tratamiento El Gallo

31°50°51""N, 116°36°42 "0

Efluente de salida hacia el mar sobre Playa Hermosa

Planta de tratamiento El Naranjo

31°48°36"'N, 116°34°31"°0

Agua proveniente de la planta descargada en la Pila de la

parcela 97 en la localidad de Maneadero

La Presa Emiliano Lépez Zamora

Punto con acceso localizado en la zona noreste cerca de a

cortina de la presa.
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Figura 8. Mapa donde se sefialan las Plantas de tratamiento de aguas residuales y
fotografias de donde se realizaron las tomas de muestras: 1 La Presa ELZ, 2 El
Noreste, 3 El Gallo, 4 El Naranjo, 5 Sauzal. Estaciones de muestreo: a) La presa
Emiliano Lépez Zamora; b) efluente de la planta de tratamiento El Sauzal; c)
Efluente planta de tratamiento EI Noroeste; d) efluente de la planta El Naranjo.
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VI.2. Recuperacion de quistes y trofozoitos de aguas residuales

Para la recuperacion de quistes y trofozoitos de Giardia lamblia en las muestras de
aguas residuales se utilizo el método de concentracion mediante centrifugacion. Se
tomaron 500 mL de cada muestra en 10 tubos de 50 mL, los cuales fueron
centrifugados a 4,000 rpm por 10 min (centrifuga SORVALL, modelo: RC-5C
PLUS). Posterior al centrifugado, el sobrenadante fue descartado y el botdn fue
recolectado y colocado en un tubo limpio de 50 mL; enseguida se homogenizé el
boton con 50 mL de agua destilada esterilizada y de nuevo fueron centrifugados por
10 min. Posteriormente se realiz6 un Gltimo lavado con 25 mL de amortiguador de
fosfato salino esterilizado (NaCl 0.130 M, Na;HPO4 0.005 M, KHPO4 0.001 M, pH
7.4) después se homogeniz6 cuidadosamente la muestra y de nuevo se centrifugd
por 10 min. El botén formado se guard6é a -20 °C hasta su posterior uso para la

extraccion de ADN y para la técnica de fluorescencia (Samie y Ntekele, 2014).

VI.3. Extraccion de ADN

Una submuestra de 50 mg del boton fue resuspendido en 400 uL TE buffer,
adicionandole 2.5 pl de proteinasa K, enseguida se incub6 1 h a 37°C,
posteriormente se afiadié 60 pl de SDS al 10%, 77 pl de NaCl 5 M, 60 pl
CTAB/NaCl, y se incub6 por 1 h a 65°C, se afiadi6 600 pl de
fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25:24:1). Los tubos fueron centrifugados durante
10 min a 12, 000 rpm (micro centrifuga Eppendorf modelo 5417R), se removid la
fase liquida a un tubo nuevo, se afiadi6 60% de su volumen de Isopropanol, se

mezcld y se incubd 15 min a -20 °C. Enseguida se centrifugé 5 min a 12,000 rpm, se
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decant6 el sobrenadante y se dejé escurrir por 5 min. El botén formado fue

resuspendido en 30 pul de agua libre de DNAsas, se realiz6 una electroforesis en un

gel de agarosa al 1% para observar la calidad del ADN (Ausubel et al., 2002).

VI.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion por PCR se preparo la reaccion en un volumen final de 15pL,

con 25-50 ng de DNA, 10 pmol de cada cebador, 1X de la mezcla de PCR (Gotaq

Green Master mix, PROMEGA®). En la Tabla IX se describen los cebadores

utilizados para la amplificacion.

Tabla IX. Cebadores para la amplificacion del gen ribosomal subunidad pequefia.

RH4 (AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG)

Cebadores (5> a3’) Tamario del Referencia
amplicén
RH11 (CATCCGGTCGATCCTGCC) 292 pb (Hopkins et al.,

1997)

F9 (GCGGAGAATCAGGGTTCGAC) 428 pb

R9 (ATTGACAGAGGCGGTCTTGG)

Este estudio

RH11 (CATCCGGTCGATCCTGCC) 719 pb

R9 (ATTGACAGAGGTCTTGG)

Este estudio

F125 (CGGACACCGCTGGCAACCC) 593 pb

R9 (ATTGACAGAGGTCTTGG)

(Hopkins et al.,
1997) y este

estudio
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El termociclador (LABNET ®) se programé de la forma siguiente: un ciclo, 94°C
durante 5 min, 30 ciclos de: 95°C por 1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 1 min y una
elongacion final a 72°C durante 10 min. El producto obtenido se verifico por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y TBE 1X, tefildo con Bromuro de Etidio.
Se utilizé el marcador de peso molecular de 100 pb (Bench Top ladder Promega®).

La electroforesis se llevo a cabo a 80 V por 30 min.

VI.5. Control positivo de Giardia

Se obtuvo la secuencia de DNA del banco de genes NCBI de un tamarfio de 719 pb,
subunidad pequefia ribosomal ARN, secuencia parcial regiones intergénica y una
secuencia parcial de la subunidad mayor de Giardia lamblia (NUmero de acceso del
genbank: DQ157272.1). Parte de esta secuencia se envio a sintetizar y clonar a la
compafiia GenScript, en Estados Unidos. El plasmido se transformé por
electroporacién en E. coli, enseguida se sembraron diluciones en cajas de Petri con
el medio LB con ampicilina (50pug mL™) Estas se incubaron a 37°C por 24 h,
después se seleccionaron clonas positivas y se aislaron en caldo LB con ampicilina,
para posteriormente purificar el ADN plasmidico con la técnica miniprep, ADN que

fue utilizado como control para la técnica de PCR.

VI.6. Deteccidn de Giardia por Inmunofluorescencia

Se utilizo el kit comercial de inmunofluorescencia directa para la deteccion de
Cryptosporidium y Giardia (IVD Research INC®, Direct Fluorescent Antigen

Assay).
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Se tomaron 10 pl del boton de cada muestra, después de haberla concentrado de un
volumen de 500 mL, estas se colocaron en portaobjetos provistos en el kit, las
muestras fueron secadas por 30 a 60 min a 37°C. Enseguida se adicionaron 10 pL
del conjugado y 10 pL del contratefiido, ambos fueron homogenizadas con
movimiento circulares. Posteriormente, se incubaron a temperatura ambiente en total
obscuridad por 30 min. Las muestras fueron lavadas con unas gotas de la solucion
de lavado 1X y después se escurrieron en un papel secante. Se les adicion6 una gota
del conservador e inmediatamente se procedid a observar en el microscopio de
epifluorescencia a una excitacién de 490-500 nm con un filtro de 510-530 nm,
propio del colorante fluorescente FITC (microscopio OLYMPUS BX61 motorized

system de SUBNARGENA, CICESE).

VI.7. Deteccidn de coliformes totales y fecales por el nUmero mas probable

Esta metodologia fue hecha siguiendo el protocolo establecido en la norma oficial
mexicana de calidad de Analisis de agua- enumeracion de organismos coliformes
totales, organismos coliformes fecales (termotolerantes) y Escherichia coli. Método

del nimero mas probable en tubos multiples (NMX-AA-042-SCFI1-2015, 2015).
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VII RESULTADOS

VII.1. Calidad microbiolégica de las aguas tratadas

Los resultados de coliformes obtenidos de cada sitio de muestreo fueron analizados
individualmente como se presenten enseguida, estos son expresados como el nimero

maés probable (NMP) por cada 100 mL de muestra.

En la Figura 9 se muestran los resultados del efluente de la planta de tratamiento de
agua residual de El Sauzal, donde se observa que en el mes de julio se obtuvo una
mayor presencia de coliformes totales con valores de 1600 NMP/100 mL vy
coliformes fecales de 5 NMP/100 mL, mientras que en demas meses se obtuvieron

concentraciones menores.

El Sauzal
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Figura 9. Valores de coliformes totales y fecales del efluente de salida de la planta
de tratamiento de agua residual el Sauzal durante 6 meses muestreados en el afio

2016.
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En la Figura 10. se muestran los resultados del efluente de salida de la planta de
tratamiento de agua residual El Gallo donde se observa que durante los meses
muestreados las coliformes totales y fecales estuvieron por debajo de 7 NMP/100

mL.
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Figura 10. Valores de coliformes totales y fecales del efluente de salida de la planta
de tratamiento de agua residual EI Gallo durante los 6 meses muestreados en el afio

2016.
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En la Figura 11 se muestran los resultados del efluente de salida de la planta de
tratamiento de agua residual Noreste, donde se observa que en el mes de septiembre
se obtuvo una mayor presencia de coliformes totales con valores de 920 NMP/100
mL, mientras que en los demas meses fueron minimas las concentraciones de

coliformes totales y fecales.

El Noroeste
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Figura 11. Valores de coliformes totales y fecales del efluente de salida de la planta
de tratamiento de agua residual el Noroeste durante los 6 meses muestreados en el

afo 2016.
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En la figura 12 se muestran los resultados de la presa Emilio Lopez Zamora, donde
se observa que en el mes de agosto se obtuvo una mayor presencia de coliformes
totales con valores superiores a 1800 NMP/100 mL en el mes de agosto, mientras
que las coliformes fecales estuvieron por debajo de 920 NMP/100 mL en todos los

meses muestreados.

La Presa Emilio Lopez Zamora
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Figura 12. Valores de coliformes totales y fecales de la Presa Emilio Lépez Zamora

durante los 6 meses muestreados en el afio 2016.
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En la figura 13 se muestran los resultados del efluente de la planta de tratamiento El
Naranjo que desemboca en la pila 97 en Maneadero, para ser empleada en
irrigacion. Se observa que en el mes de septiembre se obtuvo una mayor presencia
de coliformes totales y fecales con valores superiores a 1800 NMP/100 mL en el
mes de Septiembre. El resto de los meses muestreados presentd valores de

coliformes fecales por debajo de 540 NMP/100 mL.
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Figura 13. Valores de coliformes totales y fecales de la planta de tratamiento de

aguas residuales El Naranjo durante los 6 meses muestreados en el afio 2016.

VII.2. Inmunofluorescencia

La deteccion de Giardia lamblia mediante el uso de la técnica de
inmunofluorescencia se muestra en la figura 13. En la figura 14 se observan el
namero de quistes presentes por litro de muestra de los efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales de El Sauzal, El Gallo y EI Naranjo. Se presentaron

una mayor cantidad quistes de Giardia en la planta de tratamiento EIl Gallo en el
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mes septiembre y una disminucion en el mes de octubre, mientras que en la Pila 97
tuvo mayor nimero de quistes durante los meses de julio y una disminucién en su
concentracion en el mes de noviembre. Las aguas residuales de El Sauzal fluctuaron
durante los meses de muestreo, siendo el mes de julio se observé la de mayor
concentracion y disminucién en el mes de agosto y septiembre, seguida de un pico
en el mes de octubre y nuevamente disminuye en el mes de noviembre. El agua
residual de la planta Noreste y de la presa no presentaron quistes de Giardia durante

todo el estudio (Figuras 14 y 15).

Figura 14. Fotografias de quistes de Giardia lamblia en muestras de los efluentes de
las plantas de tratamiento, tomadas a 40X de aumento en un microscopio optico. a)

control positivo, b) El Gallo, c) El Sauzal, d) EI Naranjo.
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Figura 15. Numero de quistes de Giardia lamblia en los efluentes de las plantas de

tratamiento de agua residual durante los seis meses de muestreo en el afio 2016.

VII.3 Clonacién y transformacién del control positivo

Se obtuvo el plasmido pUC57 (Figura 15) de la compafia GeneScript, Estados
Unidos con la secuencia clonada del gen ribosomal 16S de Giardia intestinalis
(small subunit ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence, GenBank: DQ157272.1). El segmento a
amplificar en la reaccion de PCR se muestra en amarillo en la siguiente secuencia de

ADN.
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Figura 16. Mapa del plasmido pUC57 el cual contiene la secuencia de ADN usada
como control positivo de Giardia intestinalis.

El plasmido fue transformado en E. coli (DHSa) como se muestra en las cajas de
Petri con crecimiento de clonas positivas (Figura 16), que a partir de seleccionar

unas clonas se extrajo el ADN plasmidico para ser utilizado en el PCR.
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Figura 17. Crecimiento de clonas positivas en cajas de Petri después de ser

transformadas con el ADN plasmidico pUC57.

VIl.4. Estandarizacion de la extraccion de ADN de las muestras de aguas
residuales

Se llevé a cabo la metodologia tradicional de Fenol-Cloroformo-Isoamil Alcohol en
todas las muestras, sin embargo, la forma de tratamiento de las muestras fue
variable. En primer lugar, se concentré un litro de muestra a traves de filtrarlo por
una membrana con tamafio de poro de 0.45 um, el cual se colmato muy réapido. Los
filtros se colocaron en una caja de Petri estéril y se enjuagaron con agua estéril,
después se colecto el agua con las particulas y se centrifugd para obtener un botén,
del cual se tomaron 50 pL para la extraccion de ADN. De estas muestras el ADN
obtenido estaba muy degradado como se muestra en la Figura (18). Siguiendo la
metodologia de Samie & Ntekele en el 2014 y el método de deteccién de Giardia

lamblia en agua potable EPA 1623, se procedié a centrifugar 500 mL distribuidos en
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10 tubos de centrifuga de 50 mL, posteriormente se decanto el sobrenadante y los
botones se lavaron con agua esterilizada y se volvio a centrifugar, por ultimo, se
juntaron los botones de los 10 tubos en uno solo. De este Gltimo botdn se tomaron
50 pL, los cuales se congelaron para liofilizarse y continuar con el método
tradicional de purificacion de ADN. Esta ultima metodologia fue la mejor ya que se

obtuvo mejor calidad de ADN (Figura 19).

Figura 18. Gel de agarosa (1%) mostrando la calidad de la purificacion de ADN
utilizando filtraciones de las muestras y la técnica tradicional de Fenol-cloroformo-
Isoamil Alcohol. Carril 1 y 2: La planta Noreste; 3: El Sauzal; 4: El Gallo; 5: La

presa; 6: EI Naranjo.
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Figura 19. Gel de agarosa (1%) mostrando la calidad de la purificacion de ADN
utilizando liofilizacién de las muestras y la técnica tradicional de Fenol-cloroformo-
Isoamil Alcohol. Carril 1: El Gallo; 2: El Sauzal; 3: El Naranjo; 4: La presa; 5: El

Noroeste.

VII.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El analisis molecular mediante el uso de la técnica de PCR no arrojo resultados
positivos para todas las muestras analizadas en todas las estaciones de muestreo, aun
utilizando los cebadores mayormente citados en la literatura cientifica. En la Figura
20 se pueden observar los resultados de una reaccion de PCR. Los carriles 3-5
muestran un barrido de ADN y nada en los carriles 6 y 7. Cabe sefialar que en el

carril 2 se observa la amplificacion de la banda esperada del control positivo (713

pb)
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Figura 20. PCR hecho con los cebadores RH11 y R9, mostrando en el carril 1 el
marcador molecular de escalera de 100 pb; carril 2, control positivo (banda de 713
pb); carril 3, la muestra de El Sauzal; carril 4, El Gallo; carril 5, EI Naranjo; carril 6,

Presa ELZ.
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VIII.- DISCUSION

Las concentraciones de coliformes fecales (CF) registradas en los efluentes de las
plantas de tratamiento de aguas residuales y en la presa durante los meses de junio-
noviembre del 2016 sugieren que existe un buen sistema de tratamiento. Casi todas
las muestras satisfacen los parametros de las normas oficiales mexicanas para la
descarga de aguas residuales en aguas y bienes nacionales segun la norma oficial
mexicana: NOM-001-SEMARNAT-1996, donde se consideran aceptables los
valores de coliformes fecales menores a 2,000 NMP/100 mL. Sin embargo, la
NOM-003-SEMARNAT-1997, establece que el agua para servicios al publico con
contacto directo debera tener un méximo de coliformes fecales de 240 NMP/100 mL
y para servicios al publico con contacto indirecto u ocasional el limite maximo es de

1,000 NMP/100 mL.

Los analisis realizados del agua descargada del efluente El Sauzal satisfacen los
parametros de las normas oficiales mexicanas, concordando con otros estudios
realizados en el 2008 y 2013 donde el efluente fue utilizado para riego agricola en el

valle de Guadalupe (Mendoza-Espinosa et al., 2008; Acosta-Zamorano et al., 2013).

Los resultados obtenidos de las dos plantas de tratamiento ElI Gallo y Noreste
concuerdan con los datos proporcionados por CESPE y Gonzélez-Moreno (2003)
donde establecen que se encuentran dentro de los parametros establecidos por las

normas nacionales antes mencionadas (CESPE, 2012; CESPE, 2016).
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En la presa Emilio Lopez Zamora se encontr6 presencia de coliformes fecales, pese
a que se encuentra dentro de los parametros establecidos por las normas mexicanas.
Esto indica que se encuentra contaminada con materia fecal, probablemente
proveniente de filtraciones de las viviendas que se encuentran cercanas a esta zona o
a escurrimientos naturales por lechos contaminados con materia fecal de animales o
humana. Segun menciona Sardifias-Pefia en la presa del Cacao en Cuba, sus
resultados microbiolégicos obtenidos concuerdan con los resultados encontrados en
este estudio, ya que este cuerpo de agua recibe vertimientos de las localidades
aledafas (Sardifias-Pefia et al., 2006). En un estudio similar en Nayarit, México, se
analizaron muestras provenientes de la presa San Rafael encontrando que existio

presencia de coliformes, al igual que este estudio (Avilés-Osuna et al., 2013).

En la planta de tratamiento El Naranjo se observaron variaciones en los resultados,
siendo que en el mes de septiembre se obtuvo concentraciones arriba de lo
establecido por las normas oficiales mexicanas a comparacion de los otros meses.
Estos datos concuerdan con los andlisis realizados por Gonzalez-Moreno donde
analiz6 muestras de efluentes de las plantas de El Gallo y EI Naranjo obteniendo
resultados muy similares en cuanto a la concentracién de coliformes fecales
(Gonzélez-Moreno et. al. 2003). Cabe sefialar que cuando se colectd en el mes de
septiembre la muestra de agua de la pila 97 en Maneadero (efluente proveniente del
Naranjo) tenia muy poca agua, quiza es por ello que presentdé mayor numero de
coliformes fecales (> 1800 NMP/100 mL), ademas contenia una alta proporcion de
materia organica precipitada, lo que pudo aumentar el nimero de bacterias, aunque
no se puede asegurar como se encontraban las bacterias con la pila llena de agua.

Por ello se hace necesario tomar agua del efluente directamente en la planta El
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Naranjo para su analisis. Es importante contar con un monitoreo constante de las
descargas de aguas residuales ya que algunas de estas aguas son utilizadas para el
riego restringido de alfalfa, cebada, avena, flores, maiz y arboles frutales en el

municipio de Ensenada, Baja California.

De acuerdo a Mendoza-Espinosa y colaboradores (2008) los resultados altos de
coliformes observados en algunas estaciones de muestreo pueden ser causados por
una cloracion ineficiente. Metcalf & Eddy (1996) mencionan que la falta de calidad
en una planta de tratamiento que lleve al incumplimiento de las diferentes
normatividades, se puede deber a: 1) problemas provocados por fallas mecénicas
como son los errores de disefio y fallas operativas, 2) problemas provocados por las

cambiantes caracteristicas del agua residual.

Por otro lado, es importante destacar que los efluentes de las aguas residuales de El
Sauzal, Noreste y El Gallo van y desembocan al océano, donde el publico realiza
actividades recreativas y estos estan expuestos a altas concentraciones de bacterias.
Aunque se ha sefialado que el agua de mar posee accion bactericida con respecto a
E. coli (Carlucci et al., 1961) existen trabajos que sefialan sobrevivencia de cepas de

esta especie resistentes a antibioticos (Smith, 1974).

En el caso del agua de la presa que presentd coliformes totales y fecales es
importante su monitoreo constante ya que en ocasiones es utilizada por la CESPE

para proporcionar agua al publico. Si bien dicha agua pasa por un proceso de
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potabilizacién antes de ser enviada a los usuarios, es importante estar evaluando este
cuerpo de agua y tomar algunas medidas con respecto a los efluentes de la poblacion

aledana.

La deteccion de quistes de Giardia lamblia en los efluentes de las plantas de
tratamiento estudiadas y el nimero de quistes cuantificados por la técnica de IFD
oscilé de 0 a 240 quistes/L para los efluentes con tratamiento secundario por lodos
activados (El Gallo y El Sauzal) y de 0 a 360 quistes/L en el efluente de tratamiento
terciario por filtracion rédpida por arena y antracita (El Naranjo). Estas
concentraciones de quistes fueron variables en las estaciones de muestreo y en los
meses de estudio, observandose el mayor nimero en el mes de julio (360 quistes/L)
en el efluente de El Naranjo. Previos estudios realizados en plantas de tratamiento de
Canada, Espafia e Italia determinaron que la mayor concentracion de quistes de G.
lamblia fue a finales de verano y principios de otofio y las concentraciones mas
bajas se observaron en invierno (Wallis et al., 1996; Caccio et al., 2003; Castro-

Hermida et al., 2008; Taran et al., 2015).

Los resultados de las concentraciones de los quistes en los efluentes estan de
acuerdo con reportes en varias partes del mundo tales como en Brasil donde la
concentracion de quistes en el efluente de tratamiento secundario tratado con lodos
activados vario entre 2-898 quistes/L y 1100 quistes/L (Urbano-Santos et al., 2004;
Cantusio-Neto et al., 2006) y en Africa donde se reportan concentraciones de quistes
de G. lamblia entre 100-240 quistes/L en aguas con tratamiento secundario de lodos

activados (Khouja et al., 2010).
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Los resultados obtenidos en el efluente de EI Naranjo, con tratamiento terciario con
filtracion répida por arena y antracita fueron mayores a los obtenidos en otros
estudios realizados en Israel donde se utilizé6 el mismo tratamiento terciario
obteniendo 0,02-7,75 quistes/L (Taran et al., 2015) a los obtenidos en este estudio
de 0-360 quistes/L. En general los valores reportados de nimero de quistes/L en
aguas residuales varia mucho, quizd pueda deberse a los cuidados en el tipo de
tratamiento, nimero de habitantes de la poblacién, localidad, condiciones de la
planta, pardmetros ambientales y fisico-quimicos, etc. Ya que podemos observar que
en los diferentes tratamientos como es el tratamiento secundario se reportan desde 0-
500 quistes/L, con tanques de estabilizacion de 0-30 quistes/L, lodos activados de
22-2300 quistes/L, con filtros biologicos 40 quistes/L, con filtros de arena 2-18
quistes/L. Siendo los lodos activados los de mayor nimero de quistes (Naser et al.,

2012).

La deteccion de Giardia lamblia mediante la técnica de inmunofluorescencia (IFA)
ha demostrado una mayor identificacion de quistes en comparacion con los ensayos
basados en el ADN en aguas residuales, segun estudios realizados en Alemania,
Estados Unidos, Italia, Noruega, Portugal e Iran (Caccio et al., 2003; Robertson et
al., 2006a; Bertrand y Schwartzbrod, 2007; Katajima et al., 2014; Gallas-Lindemann
et al., 2016; Hatam et al., 2016). Estos datos concuerdan con un estudio en Hungria
en muestras de aguas residuales en la que IFA reveld quistes de Giardia en el 67%
de las muestras y de Cryptosporidium en el 42%, mientras que con técnicas de ADN
se detecto Giardia en el 36% de las muestras y Cryptosporidium en 28% (Plutzer et

al., 2008). Otro estudio comparativo determind que de 185 muestras analizadas de
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aguas residuales de efluentes de plantas de tratamiento se detectd Giardia en un 92%

por IFA 'y 39.7% por PCR anidado (Gallas-Linderman et al., 2016).

El caso de la técnica de PCR, se ha sefialado que es una técnica capaz de detectar un
patdgeno sea bacteria o protozoario, asi como que es capaz de amplificar una sola
cadena de ADN y que se ha reportado tener ventajas sobre la técnica de
inmunofluorescencia, por su sensibilidad y de tener la capacidad de diferenciar las
especies 0 genotipos (especificidad) sin embargo, presenta ciertas desventajas, ya
que puede ser susceptible al efecto de diversos inhibidores presentes en las muestras
tales como acido fulvicos, himico, polisacaridos de cianobacterias y el reducido
namero de quistes presentes en las muestras, todo ello ocasiona una disminucion en
la efectividad de esta técnica (Tebbe y Vahjen, 1993; Loge et al., 2002; Jiang et al.,

2005; Plutzer et al., 2010).

Los métodos utilizados en el presente estudio para eliminar o reducir las substancias
inhibidoras en el PCR, fueron la utilizacién de lavados de las muestras con
amortiguador de fosfatos y agua esterilizada (Guy et al., 2003). Ademas, se utilizé
albimina sérica bovina (BSA) durante la reaccion de PCR, ya que mejora la
sensibilidad de la taq polimerasa, sin lograr resultados positivos (Kreader, 1996;

Robertson et al., 2006b; Kitajima et al., 2014).

Para la purificacion de ADN se trataron métodos de liofilizado de las muestras,

ciclos de congelamiento a -80°C y descongelamiento por 5 min a 56°C para romper
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la membrana del quiste de Giardia lamblia y el uso de polivinil pirrolidona (PVP)
durante la extraccion de ADN. Aunque se logré extraer ADN de calidad no se logro
amplificacion por PCR (Sulaiman et al., 2004; Plutzer et al., 2008; Sroka et al.,

2013).

Pese a la utilizacion de diferentes técnicas de eliminacion de inhibidores de la
reaccion de PCR, como se sefialo en parrafos anteriores, no se obtuvieron resultados
positivos en las muestras ambientales utilizadas en este estudio, sin embargo, es muy
probable que algun inhibidor haya estado presente ya que otros estudios han
utilizado los mismos cebadores de Hopkins para la region pequefia ribosomal 16
SSU rDNA (RH11 y RH4) con resultados positivos, mismos que se utilizaron en
este trabajo. Utilizando estos cebadores se diferenciaron los genotipos de Giardia
lamblia A y B (Plutzer et al., 2008). En Canada se detectdé Giardia en muestras
provenientes de aguas residuales, heces humanas, perros, gatos, animales de granja
y salvajes, de todos estos analisis encontraron la presencia de los genotipos Ay B
(Van Keulen et al., 2002). Otro factor que pudiera haber afectado en la
amplificacion de PCR fue que el fragmento amplificado era muy rico en las bases
nucleotidicas guanina y citosina (G-C) con un 75.55%, haciendo ello que la
desnaturalizacion del ADN no se hiciera correctamente, impidiendo que los

cebadores no se unieran al ADN para que la polimerasa amplificara las cadenas.

Algunos investigadores recomiendan para la purificacion de ADN de aguas tratadas,
la utilizacion de perlas inmuno-magnéticas (IMS) que eliminan o reducen en gran
medida las substancias que podrian ser inhibidores de la amplificacion por PCR y

permiten la concentracion especifica de los microorganismos de interés (Rochelle et

57



al., 1997), ademéas de utilizar el PCR recomiendan usar la técnica de
inmunofluorescencia directa (FITC) para obtener mejores resultados (Mccuin y

Clancy, 2003; Plutzer et al., 2008; Khouja et al., 2010).

La transmision de Giardia lamblia a través de los suministros de agua potable que
no cumplen con las normas de calidad demuestra que las tecnologias de tratamiento
del agua son inadecuadas. Ademas el encontrar resultados de coliformes fecales
negativos no garantiza que el agua esté libre de patégenos para el ser humano
(Carraro et al., 2000). La EPA (Environmental Protection Agency, USA) sefiala que
no existe una correlacion entre la concentraciéon de coliformes fecales y los quistes
de Giardia, ademas reporta que los niveles de Giardia en aguas de drenaje sin tratar
oscila entre 10,000 a 100,000 quistes/L, mientras que en las aguas de drenaje
tratadas oscila entre 10 a 100 quistes/L y de 10 quistes 0 menos en aguas
superficiales 0 agua entubada del servicio pablico (EPA, 2000). Sin embargo, otros
estudios si relacionan la presencia de quistes de Giardia con coliformes fecales,

enterococos Yy E. coli (Coupe et al., 2006).

Se ha reportado la presencia de Giardia en agua de mar (Graczyk et al., 2010) sin
embargo, no se encontrd informacion que sefiale la capacidad de sobrevivencia de
los quistes en estas aguas. Se sabe que Giardia en su forma de quiste es capaz de
sobrevivir de 2 a 3 meses en agua con temperatura menor a 10°C y un mes en agua a
21°C. Por otro lado, se han encontrado quistes de Giardia en mejillones y en areas
de leones marinos en costas de California, Estados Unidos (E.U.) (American Society

for Microbiology, 2014). Asimismo, Adell et al., 2016, reportan Giardia en la costa
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de Santa Cruz California, E.U. y en nutrias que nadan en diferentes zonas de esta

costa, relacionando mayor incidencia en donde se descargan aguas residuales.

Se ha encontrado que en zonas donde se descargan aguas tratadas o parcialmente
tratadas se encuentran bacterias y parasitos de origen antropogénico, asi podemos
citar al estudio realizado en el mar mediterrdneo donde plantas de tratamiento
descargan a la costa 89 millones de litros por dia, las plantas estan sobresaturadas
debido a que provienen de una poblacion de 1.6 millones de habitantes de la ciudad
de Gaza. En este estudio se encontraron a los parasitos de Giardia, Ascaris
lumbricoides, Strongyloides stercoralis, Hymenolepis nana, Entamoeba histolytica y

Cryptosporidium parvum (Hilles et al., 2014).

El estudio de Giardia en aguas costeras es importante, debido a que se ha
demostrado que en aguas contaminadas los bafistas son susceptibles a una
infeccion. Inclusive se ha encontrado que, en playas muy concurridas sin efluentes
de aguas continentales, es el mismo bafiista quien contribuye a la contaminacion de

patdgenos de origen humano (Graczyk et al., 2010).

El presente estudio es importante debido a que demuestra la presencia de Giardia en
los efluentes de las plantas de tratamiento de la ciudad de Ensenada Baja California
que descargan a la zona costera 0 que son reusadas para otros fines, sin embargo, es
necesario hacer muchos mas muestreos para evaluar la calidad del agua, ademas se
recomienda que se monitoreen constantemente las zonas costeras donde concurren

los baiiistas.
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IX.- CONCLUSION

1. Se detectaron quistes de G. lamblia por el método de inmunofluorescencia
directa (IFD) en los efluentes de las plantas de tratamiento de El Gallo, El

Naranjo y El Sauzal los meses de julio a noviembre de 2016.

2. El mayor nimero de quistes correspondio al mes de julio en el efluente de El
Naranjo con 360 quistes/L.

3. No se logro la deteccion de Giardia lamblia por la técnica de PCR utilizando
el gen ribosomal de la subunidad 16s en las muestras provenientes de los
efluentes de las plantas de tratamiento y de la presa, posiblemente debido a
inhibidores presentes en las muestras 60 a que el fragmento a amplificar
contenia un 75.55% de G-C.

4. Latécnica de IFD resulté mas sensible para la deteccion y cuantificacion de

G. lamblia que la técnica de PCR.

5. Las concentraciones de coliformes totales y fecales por la técnica del nimero
mas probable en las muestras provenientes de los efluentes de las plantas de
tratamiento estuvieron dentro de los valores que establece la norma oficial
mexicana (NOM-003-SEMARNAT-1997) de menor a 1000 CF/100 mL para
aguas que tendran un contacto indirecto u ocasional con el ser humano,
excepto en el efluente de EI Naranjo, que en el mes de septiembre presento
coliformes fecales y totales por arriba de 1800 NMP/100 mL.

6. El efluente de EI Naranjo present6 coliformes fecales y totales por arriba de
1800 NMP/100 mL.

7. La presencia del protozoario G. lamblia en los efluentes de aguas residuales
indica que los tratamientos no son eficaces en su eliminacion, sin embargo,
los valores bajos de coliformes nos indica que en cuanto a control

bacterioldgico si es suficiente.
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