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RESUMEN

Cryptosporidium es uno de los microorganismos de mayor interés desde el punto de vista de la Salud Publica
y constituye un problema prioritario para las plantas y organismos reguladores de agua. Debido a su pequefio
tamafio y a su resistencia a la cloracion, la eliminacion por el proceso de potabilizacion es una tarea compleja.
En este trabajo se analiz6 la efectividad de distintos coagulantes utilizados cominmente en tal proceso para
lograr la remocién de los ooquistes. Se trabaj6 con la prueba de jarras (Jar Test). Se hallé que: 1) Los
coagulantes con agregado de polimeros coadyuvantes producen remociones de ooquistes superiores a 2 log.
2) Un valor bajo de turbiedad no asegura una remocién oOptima de los parasitos. 3) La adicion de
polielectrolitos al cloruro férrico disminuye la variabilidad tanto en la turbiedad final como en la eliminacién de
Cryptosporidium.
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SUMMARY

The action of different coagulants to remove Cryptosporidium during the process of water treatment.
Cryptosporidium is one of the microorganisms of main concern from the point of view of Public Health, being a
priority problem for water treatment plants and water regulatory institutions. Due to its small size and resistance
to chlorination, Cryptosporidium removal during the process of drinking water treatment is a hard task. The
effectiveness of different coagulants commonly used in the process of removal of oocysts was analyzed. The
technique used was the Jar Test. It was found that: 1) coagulants with the addition of polimeric coadjuvants
produce over 2 logs of oocyst removal; 2) a low value in turbidity doesnot necessarily mean optimal parasite
removal, and 3) the addition of polyelectrolites to ferric chloride diminishes variability, both in final turbidity and
Cryptosporidium removal.
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INTRODUCCION

En Argentina, las infecciones intestinales producidas por protozoos se consideran una afeccion endémica con
altos indices de prevalencia (6). La OMS aconseja realizar estudios para determinar la importancia relativa de
las distintas vias de transmision (28) siendo reconocidas, siguiendo la ruta fecal oral, el agua, los alimentos y
el contacto persona a persona. Las materias fecales humanas y/o de animales son las fuentes habituales de
contaminacion (23).

La importancia de la via hidrica ha sido documentada fehacientemente a través de numerosos trabajos que
estudiaron brotes de diarrea aguda causados por Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum (2, 22, 31). Los
quistes y ooquistes de estos protozoos tienen caracteristicas que les permiten transformarse en importantes
agentes etiologicos de enfermedades transmitidas por el agua: son estables en el medio ambiente, efectivos
aun en bajas dosis infecciosas y no son destruidos por el cloro en las concentraciones usadas para la
potabilizacion del agua de bebida (9, 23).

Por razones histéricas, durante muchos afios, los criterios de calidad del agua para diversos fines, asi
como los tratamientos de potabilizacion, fueron orientados a detectar y eliminar bacterias patégenas (1). En la
actualidad se ha demostrado que la ausencia de indicadores bacterianos de contaminacion es insuficiente
para garantizar que no existe riesgo de infeccién por organismos resistentes. Se han descrito brotes de



criptosporidiosis de origen hidrico, aun cuando los parametros de control de calidad no infringian las
reglamentaciones para agua de bebida (18, 24).

Publicaciones recientes coinciden en afirmar que Cryptosporidium constituye un gran riesgo para la salud
publica, debido a que se han detectado ooquistes en el 3,8 al 40% de aguas tratadas (19). En la ciudad de
Santa Fe (Argentina) estudios recientes, efectuados en fuentes de agua superficial, determinaron que el 92%
de las muestras analizadas estaban contaminadas con ooquistes (3, 11).

En pacientes inmunodeprimidos los sintomas de esta coccidiosis pueden conformar cuadros muy severos y
ser, en algunos casos, la causa de su muerte. En la poblacion inmunocompetente la enfermedad se
manifiesta como un proceso diarreico de 1-2 semanas de duracion, benigno y autolimitado (2).

Es por estas razones que la remocion de este microorganismo constituye un desafio permanente para las
plantas de tratamiento aln en paises de avanzada tecnologia ya que, si sobrepasa las barreras de
coagulacion y filtracion, la desinfeccion es poco efectiva para eliminarlo.

Tratamiento del Agua

La operacion de potabilizacion del agua comprende una serie de procesos cuya finalidad es transformar la
materia prima inicial (agua cruda) en un producto final (agua potable) que esté de acuerdo con las
caracteristicas impuestas por las normas vigentes (27).

En el caso de las aguas superficiales, el tratamiento mas usual es el llamado «convencional» que
comprende las etapas de: coagulacion, floculacion, decantacidn, filtracién y desinfeccion.

Dado que, como ya se sefialara, la desinfeccion en las dosis habituales no es suficiente para eliminar los
enteropardasitos y en especial los ooquistes de Cryptos-poridium, adquieren especial significado las etapas
previas, que proporcionan la denominada «barrera multiple» (29) a fin de impedir que estos microorganismos
lleguen al agua de bebida. La coagulacion y filtracion (remocion fisicoquimica) constituyen, por lo tanto,
operaciones criticas para lograr la eliminacion de los mismos (20). Shaw y col. (32) afirman que, en el caso de
este protozoo coccidio, su remocién por filtracién, sin el tratamiento quimico previo de coagulacién, es
dificultosa debido a la repulsién electrostética generada entre los ooquistes y la superficie del medio filtrante.

En las plantas de tratamiento convencional de potabilizacion, las sales de aluminio y de hierro constituyen
los coagulantes més utilizados, siendo el sulfato de aluminio o aldmina el mas comudn de ellos (15); sin
embargo, debido a las ventajas que ofrece, el cloruro férrico se esté utilizando cada vez con mayor asiduidad
(16).

Otros productos cuyo uso se esta generalizando son el polihidroxicloruro de aluminio (PACI) (15) y los
coadyuvantes de coagulacion tales como polielectrolitos catiénicos y la poliacrilamida (26).

Un método practico para hallar las dosis requeridas de los coagulantes y de otros factores que afectan el
proceso de coagulacion (pH, alcalinidad, temperatura) es a través del ensayo a escala de laboratorio
denominado prueba de jarras (Jar Test) ya que los resultados que se obtienen pueden ser trasladados a las
operaciones de planta (7, 14). Este proceso se considera mas eficiente cuando se logra una menor turbiedad,
ya que ésta es el parametro de medicion habitual del mismo (21).

En un trabajo previo, Abramovich y col. (4) evaluaron, a través del ensayo de jarras, la accion del sulfato de
aluminio y del polielectrolito catiénico en la remocién de enteroparasitos, obteniendo resultados promisorios.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) evaluar el efecto de diferentes coagulantes, empleados
habitualmente en plantas de tratamiento, para la eliminacion de Cryptos-poridium del agua de bebida; b)
determinar la variacién en la turbiedad cuando se utilizan distintos coagulantes y c) correlacionar los valores
finales de turbiedad obtenidos, con la remocién porcentual de este protozoo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de agua
Se utilizaron muestras de agua cruda, de origen superficial, obtenida de la fuente de provisién de la ciudad de Santa Fe.

A cada una de las muestras, se le deteminaron los parametros fisicoquimicos de calidad, de acuerdo a las normas
recomendadas por Standard Methods (5): Alcalinidad (Método de titulacion potenciométrica); Aluminio (Método de
Eriocromo cianina R); Hierro (Método de la fenantrolina); pH (Método potenciométrico) y Turbiedad (Método nefelométrico).

Suspension de ooquistes de Cryptosporidium
Se obtuvieron de un pool de materia fecal de humanos infectados, previamente inactivados con solucién de formol 5% (33)
por razones de bioseguridad. Para su extraccion, la materia fecal se filtré a través de gasa doble, se centrifugé durante 5



minutos a 3000 rpm y el sedimento se concentré utilizando el Método de Sheather (17). Se prepararon suspensiones de
10s-10° ooquistes/ ml.

Coagulantes y polimeros
Se utilizaron como coagulantes: sulfato de aluminio (7,58% de ALO,), polihidroxicloruro de aluminio -PACI (18% de ALO)y

cloruro férrico (42%). Los coadyuvantes de coagulacion empleados fueron el polielectrolito catiénico: poliamina cuaternaria
(producto de la polimerizacién de epiclorhidrina y 1,3 dicloro 2 propanol) y el polimero no iénico: poliacrilamida.

Prueba de Jarras

Determinacion de la dosis 6ptima de coagulante
Se utiliz6 un equipo compuesto por seis vasos de acrilico, cada uno de los cuales tenia 2 litros de capacidad.

Para evaluar la dosis 6ptima de cada uno de los coagulantes a utilizar, se agregaron al agua cruda contenida en los
vasos, volumenes variables del coagulante en estudio, de manera de obtener concentraciones finales de 40- 90 mg/l en el
caso de la alimina, 25- 85 mg/l para PACly 20- 40 mg/l cuando se trabaj6 con cloruro férrico.

El tiempo de mezcla rapida fue de 3 minutos a 140 rpm y el de floculacién fue de 15 minutos a 40 rpm; la sedimentacion
se llevé a cabo durante 15 minutos.

A continuacion se determinaron las turbiedades logradas. Se consider6 como dosis 6ptima la menor concentracion del
coagulante necesaria para obtener la turbiedad mas baja.

Efecto de los distintos coagulantes en la remocién de Cryptosporidium
Una vez hallada la dosis 6ptima de coagulante, se emplearon tres vasos del equipo de jarras, a los que se denomin6 1, 2 y
3, utilizando el siguiente esquema de trabajo:

Vaso 1: se coloc6 agua cruda con la dosis 6ptima del coagulante en estudio. Este fue el vaso control.

Vaso 2: se coloc6 agua cruda con el in6culo de Cryptos -poridium.

Vaso 3: se coloc agua cruda con el inéculo de Cryptos -poridium y con la dosis 6ptima de coagulante.

Para cada coagulante los experimentos se repitieron con 5 muestras diferentes de agua. Los ensayos realizados fueron:

Ensayo | (n=5): Se utiliz6 alimina, afiadiéndose poliamina cuaternaria (0,5 mg/l) al minuto de iniciada la mezcla rapida.

Ensayo Il (n=5): Se llevaron a cabo utilizando PACI y, como coadyuvante de floculacién, poliacrilamida (0,02 mg/l). Este
polimero se agreg6 20 segundos antes del inicio de la floculacién.

Ensayo Ill (n=5): En estas pruebas se utiliz6 cloruro férrico en una dilucién 1:400.

Ensayo IV (n=5): Se emple6 cloruro férrico agregando, ademas, poliamina cuaternaria (0,5 mg/l) al minuto de iniciada la
mezcla rapida.

Medicion de las concentraciones de ooquistes en las jarras

Los niveles de siembra para estos estudios estuvieron dentro del orden de 10°-10¢ ooquistes/l. Esta concentracion permitio
evaluar la reduccion de los mismos luego de aplicar el tratamiento de coagulacion y sedimentaciéon. En todas las
experiencias (n= 20) y luego de la sedimentacion, se filtré una alicuota del liquido sobrenadante de las jarras 2 y 3 a través
de filtros de acetato de celulosa de 13 mm de didmetro y 1,2 mm de porosidad nominal.

Para los recuentos se empled la técnica de Inmunofluores-cencia directa aplicando anticuerpos monoclonales (Merifluor,
Meridian Diagnostics) (3), habiéndose utilizado un microscopio de epifluorescencia Olympus BH-2 provisto de lampara de
mercurio. Los ooquistes fueron identificados por su tamafio, forma y fluorescencia. Debido a que los mismos se obtuvieron
de heces humanas, la investigacion de su estructura interna fue omitida. Una vez efectuado el recuento y teniendo en
cuenta el volumen procesado, se calculé su concentracion (ooquistes/I de agua); la remocién lograda se obtuvo de la

diferencia entre los recuentos de las jarras 2y 3.

Analisis Estadistico
Para realizar el procesamiento de los datos se utilizbel software SPSS versién 10.0. Todas las comparaciones se realizaron
adoptando un nivel de significancia del 5% (a= 0,05). Se hallaron los estadisticos descriptivos media, mediana, coeficiente
de variacion (CV) y coeficiente de variacion robusta (rango intercuartilico/mediana) para efectuar comparaciones entre las
variables (13, 35).

Se realizaron comparaciones de la remocion porcentual de Cryptosporidium y de turbiedad final entre dos 0 mas
ensayos mediante la aplicacion de técnicas no paramétricas o a libre distribuciéon como los test de Mann Whitney y Kruskal
Wallis. La relacién entre turbiedad final y remocion se analiz6 mediante el grafico de dispersion y el coeficiente de

correlacion de Spearman (12).
RESULTADOS

Los valores de pH (promedio: 6,91; desviacion estandar: 0,34) y alcalinidad (> 25 mg/l) del agua cruda
estuvieron dentro de los apropiados para una correcta coagulacion (21, 30) y las concentraciones residuales
de aluminio y hierro no superaron los valores recomendados por las normas de calidad de agua de consumo
(<0,2 mg/l'y < 0,3 mg/l respectivamente) (27).

En el Cuadro 1 se presentan los resultados de la remocion de Cryptosporidium en los diferentes ensayos,
asi como los valores de turbiedad final.

Se observa la mayor eliminacion porcentual media, con el menor CV asociado, cuando se trabajé con PACI
y poliacrilamida. La menor remocion, inferior a 2 log, asi como la mayor variabilidad (expresada a través del



CV de 1,81%) se produjo en el ensayo con cloruro férrico (ensayo Ill) (Cuadro 1). El agregado de la poliamina
cuaternaria a este coagulante produjo una mayor remocién promedio de ooquistes, y si bien no fue
estadisticamente significativa (p= 0,190), permitié obtener una menor variabilidad (p= 0,04) (Figura 1).

Comparadas las turbiedades finales de los cuatro ensayos se hallaron diferencias estadisticas altamente
significativas entre ellas: p= 0,007 (Figura 2), siendo la de mayor valor la correspondiente al ensayo I. En
cuanto a las turbiedades finales obtenidas en los ensayos Il y IV, no se hallaron diferencias significativas
entre las mismas (x—,= 1,66 UNT y x—,= 1,43 UNT, p= 0,310), sin embargo, los coeficientes de variacion
robusta calculados descendieron de 60% a 16,4%.

La correlacién entre los valores finales de turbiedad y remocién de ooquistes, para todos los ensayos, no
arrojaron resultados estadisticamente significativos (p=0,569) corroborados en el analisis del diagrama de
dispersion (Figura 3).

DISCUSION

Cryptosporidium es uno de los microorganismos de interés desde el punto de vista de la Salud Publica y
constituye un problema prioritario para las plantas y organismos reguladores de agua. Como ya se hiciera
referencia, su eliminacion es una tarea compleja debido a su pequefio tamafio y la resistencia a la cloracién
(25). Mediante este estudio se analizé la efectividad de distintos coagulantes para lograr la remocién de los
ooquistes,durante el proceso de coagulacién, asi como su relacion con las turbiedades finales.

En los ensayos con alimina y PACI, se procedi6 al agregado de polimeros organicos ya que sin estos las
turbiedades logradas, luego de la coagulacién, fueron en algunos casos superiores a 4-5 UNT, segun lo
demostrado por Abramovich y col. (4).

Las turbiedades finales logradas con el cloruro férrico con y sin el agregado de polimero, fueron muy
satisfactorias (promedio cercano a 1,5 UNT). Este fue el motivo por el cual se decidid trabajar, en el caso de
este coagulante, con ambos procedimientos para la remocién de ooquistes. Por otra parte, los resultados de
los coeficientes de variacion obtenidos demostraron que cuando se utilizé el cloruro férrico con el polimero,
disminuy6 mas efectivamente la turbiedad. En este Ultimo caso se detectd, ademas, un mayor promedio y una
menor variabilidad en la eliminacién de ooquistes. El agregado de polielectrolito mejoré la calidad del fléculo
facilitando la retencién de los parasitos en su estructura, lo que conduciria a una mayor confiabilidad en su
remocion. Estos hallazgos serian coincidentes con los de Briley y col. (8) quienes comprobaron que la adicién
de un floculante aniénico optimiza la remocién de algas, al aumentar la resistencia del floculo. Ademas
Bustamante y col. (10) sugieren que el mecanismo de remocioén de ooquistes por coagulacién con cloruro
férrico es por incorporacion del parasito al floculo y no por accién electrostética, de ahi la influencia de la
calidad fisica del mismo para su retencion. Abramovich y col (4) arribaron a conclusiones similares en el
caso del empleo de PACI con y sin agregado de polielectrolitos para la eliminacién de G. lamblia enaguas, ya
que el agregado de poliacrilamida favorecia este mecanismo, con un CV asociado sumamente bajo (0,11%).

En todos los casos en los que se emple6 coagulante con polimeros coadyuvantes (Ensayos I, Il y V) se
lograron remociones de ooquistes superiores a 2 log con bajos coeficientes de variacién (< 0,5%). Teniendo
en cuenta que, segun Smith y col. (33), se pueden obtener valores cercanos a 1 log en aguas crudas que han
sido coa-guladas y floculadas eficientemente, los resultados hallados en estas experiencias se consideraron
satisfactorios.

La falta de correlacion entre eliminacion de ooquistes y turbiedad final, coincide con lo hallado por States 'y
col (34) quienes afirman que la turbiedad no siempre es un indicador confiable de la remocién de
Cryptosporidium ya que, aun cuando altos niveles de turbiedad pueden ser un indicio del pasaje de ooquistes,
valores bajos no proveen absoluta confianza sobre la eliminacion de los mismos. En este estudio se
obtuvieron turbiedades éptimas tanto cuando se utilizo el cloruro férrico como Unico coagulante como cuando
se lo aplicé con el agregado de polimero. Sin embargo la remocién de ooquistes, en el Gltimo caso, resulto
mucho mas satisfactoria con una menor variabilidad dada por su CV asociado notoriamente inferior, hecho
que disminuye la posibilidad de pasaje de ooquistes al agua de bebida. Estos altos porcentajes de eliminacién
de Cryptosporidium, que indican una disminucién notoria de la carga de ooquistes, contribuirian al éxito en el
proceso de potabilizacion, considerando que la filtracion, etapa posterior a la descripta en este trabajo,
complementa el efecto de la misma.
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