Rev. FCA UNCuyo. Tomo XXXV. N° 2. Afio 2003. 25-32.

MONITOREQO DE PARASITOS PATOGENOS EN
EFLUENTES AGROINDUSTRIALES !

MONITORING OF PATOGEN PARASITES
IN WASTE WATERS OF AGRICULTURAL INDUSTRIES

Verodnica L. Enriquez 2
Adriana E. Soria 2
Maria C. Salomén 3

RESUMEN

Las aguas residuales son potenciales
portadoras de enteropardsitos patdgenos
para el hombre cuya dosis infectiva puede
ser minima y prolongado el tiempo de
sobrevivencia de huevos y quistes en el
ambiente. La reglamentacion limita la pre-
sencia de huevos de helmintos y, hasta el
afo 2000, no proponia una técnica para su
deteccion. Este trabajo se realiz6 para ca-
racterizar parasitolégicamente los efluentes
procedentes de agroindustrias.

La capacitacion en la identificacion mi-
croscépica demandd la confeccion de fichas
que describen las caracteristicas de huevos
de helmintos. Se efectuaron ensayos con
muestras de bodegas y aceiteras en los pun-
tos detectados de contaminacion. Los mé-
todos fueron adaptados a las particularida-
des de los efluentes.

Los resultados no sefalaron presencia
de helmintos; no obstante, se hallaron
Cyclospora e Isospora, protozoarios que, por
su alto poder infectivo, también constituyen
un riesgo para el hombre. Sin embargo, no
estan contemplados por la legislacién. Res-
pecto a helmintos, es necesario un estudio
comparativo de las técnicas de deteccion
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ABSTRACT

Wastewaters are potential human's
pathogenic parasite carriers which could be
infective in small quantities. Besides, the
eggs and cysts survival time could be
prolonged. Regulation, restricts helminths
eggs presence and, until 2000, did not
propose a detection technique. This research
aims to the parasitological characterization
of waste water from agrarian industries.

Training about microscopical identifi-
cation led us to write a helminths eggs
characteristics description. Since the
detection of pollution points, essays were
made with samples from wine vault and olive
oil factories. Techniques were adapted,
according to wastewater peculiarities.

The results did not show helminths
presence, but we found Cyclospora and
Isospora. They are protozoa whose high
infective power makes them a human health
risk. However, they are not included in
current legislation. With respect to helminths,
we concluded that it is important to make a
detection techniques comparative study for
wastewater in order to establish which one
is the best for helminths recovery.

1 Perteneciente al proyecto: Mejoramiento de la calidad en los procesos agroindustriales: Una
estrategia para el monitoreo y la jerarquizacion de los puntos de contaminacién ambiental.
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para efluentes agroindustriales, con el fin de
establecer las que optimicen su recupera-
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Since other species identification, it is
necessary to investigate their presence in

order to evaluate the convenience of
incorporating them to water regulation.

cion. En cuanto a otras especies es preciso
continuar investigando su presencia para
evaluar la conveniencia de incorporarlas a
la reglamentacion.
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INTRODUCCION

A la agricultura se destina alrededor del 70 % del total del agua dulce que se
explota en el mundo y cabe esperar que cada vez se utilizard mas agua para el riego
con el fin de incrementar la produccion de alimentos. De tal modo, es indispensable
un manejo inteligente que permita conservar, proteger y mejorar las reservas hidricas.
La FAO promueve como una solucion fundamental la gestion mas eficiente del ma-
nejo del agua y propone que, en las regiones donde escasea, se deberian contem-
plar seriamente las reformas politicas e inversiones en la explotacién, conservacion
y utilizacion de dicho recurso. (15)

Argentina carece de planeamiento en la radicacion de industrias lo cual ha dado
lugar a la ubicacién de las mismas en lugares proximos a los cursos de agua. Como
consecuencia, importantes caudales de aguas residuales producidos en los proce-
sos agroindustriales se vuelcan en los canales de riego. Desafortunadamente, no
es frecuente aplicar tratamientos que reduzcan la carga contaminante de dichos
vertidos. Esta situacion representa un peligro potencial para la salud humana, ya
gue pueden darse distintas circunstancias: consumo directo de agua por poblado-
res riberefios, riego de cultivos, actividades de esparcimiento y consumo de la fau-
naicticola (8, 9). Cabe agregar que las condiciones desérticas de Mendoza se su-
man a estas realidades y ponen de manifiesto la necesidad de cuidar la calidad del
agua, tanto la destinada a potabilizacion como la de riego.

Las caracteristicas de los efluentes los convierten en sustrato ideal para el desa-
rrollo, proliferacion y propagacion de bacterias y parasitos intestinales. Los sistemas
convencionales de tratamiento de aguas residuales, por lo general, no son eficaces
para eliminar los huevos de helmintos (14). La normativa provincial establece limites
para la presencia y cantidad de bacterias fecales contaminantes presentes en los
liquidos vertidos a cuerpos receptores (7). También restringe la eventual presencia de
parasitos pero solo contempla huevos de helmintos, sin tener en cuenta otros agentes
parasitarios productores de patologia humana y animal. Monitorear la presencia de
estos microorganismos fue el objetivo de la presente investigacion, para la cual se
analizaron muestras de tres industrias viticolas y oleicolas de Mendoza.
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MATERIALES Y METODOS

Durante el 2000 se optimizaron las técnicas a emplear, ajustandolas a las ca-
racteristicas de los efluentes analizables.

En el 2001 se efectuaron ensayos con muestras tomadas durante la molienda
de tres bodegas y tres industrias oleicolas. Estos establecimientos poseen ambas
plantas de elaboracion en el mismo predio. Dos de ellos utilizan agua de pozo y el
restante, agua potable provista por el municipio de Lujan de Cuyo. En una de las
bodegas se consideraron dos sectores: Fraccionamiento y Envasado. Los mismos
se analizaron por separado ya que el recorrido de los efluentes era independiente
uno del otro y su vertido se hacia en piletas diferentes. Se estudi6 el itinerario de las
aguas residuales a lo largo del proceso de elaboracion para cada uno de los esta-
blecimientos. En consecuencia, se decidio analizar -para todos los casos- los pun-
tos de muestreo indicados a continuacion:

* Aguaqueingresaalaplanta
A fin de evaluar la calidad microbiolégica al inicio del proceso de elaboracion.
e Punto intermedio
Lugar donde se recogen todos los efluentes de la planta, originados exclu-
sivamente durante el proceso de elaboracién. Para la bodega, correspon-
did a las canaletas que se encuentran a la salida de la misma. En el caso
de las aceiteras, coincidi6 con la pileta de vertido del alpechin.
* Piletafinal de vertido de efluentes
Para evaluar la carga micobiana en los efluentes eliminados. Por otra par-
te, puede aportarse contaminacion de otras fuentes. Una de ellas, la pre-
sencia en los alrededores de animales portadores de parasitos.

Puesto que la normativa vigente, hasta el momento de iniciar el presente traba-
jo, no indicaba métodos para determinar de huevos de helmintos (10), se eligieron
dos técnicas para la deteccion de huevos de pardsitos intestinales (3):

» Centrifugacion - Flotacion con NaCl: indicadas para concentrar huevos
de helmintos ya que por su densidad flotan facilmente cuando se suspen-
den en una solucién de alta concentracion salina.

* Centrifugacion - Sedimentacion con solucion acética formolada: pre-
ferentemente para concentrar quistes de protozoarios, mediante el uso de
soluciones salinas de baja densidad.

Ambas se fundamentan en que, al encontrarse irregularmente dispersos en las
aguas residuales, es necesario concentrar los elementos parasitarios. Se introduje-
ron modificaciones dado que las muestras contenian gran cantidad de sedimentos.
Se validaron las nuevas técnicas por ensayos de recuperacion empleandose mues-
tras positivas de materia fecal, diluidas en agua. Finalmente se obtuvieron las técni-
cas modificadas esquematizadas en el diagrama de flujo (pag. 28). Para comple-
mentar el estudio se analizé microbiolégicamente las muestras respectivas, segun
especificaciones de la legislacion.(10)

Tomo XXXV + N°2 « 2003 27



V. Enriquez, A. Soria y M. Salomén

Técnicas modificadas para deteccién de huevos de enteroparasitos
| MUESTRA |

[ Centrifugar H Sobrenadante |

Resuspender en
Resuspender en agua sol. NaCl
[ Centrifugar ]—>| Sobrenadante | [ Colocar en recipiente ]
Afadir sol. acética Colocar
formolada portaobjetos
[ Afadir éter ] [ Llenarilgg? sol. ]
[ comvmaar ] ( D;g)ar;ﬁg?;gf ]
. Observar en el
Sedimento microscopio

Observar en el
microscopio
Cualquiera sea el método de concentracion utilizado, la identificacion del agente se logra por el

analisis de sus caracteristicas morfologicas, observando en microscopio (100X y 400X) todo el
material fresco concentrado (3)

RESULTADOS

I. La determinacion de huevos de helmintos exigié una capacitacion previa para su
reconocimiento y recuperacion. En esta etapa se observaron al microscopio mues-
tras positivas de huevos de helmintos, provenientes de materia fecal humana y
canina. Consecuentemente se elaboré una descripcidn de los elementos parasita-
rios que representa una novedosa herramienta para el analista que se interese en
identificar estos elementos patdgenos, ya que no se disponia de una guia con estas
particularidades. En la tabla 1 (pag. 29) se describe las carasteristicas del estadio
de aquellas especies que, debido a su medio de propagacion, presentan una alta
probabilidad de ser halladas en efluentes agroindustriales.

Il. En distintas fechas se tomaron muestras durante el proceso de molienda, tanto de las
bodegas como de las aceiteras. Las mismas se sometieron a andlisis. Las observacio-
nes microscopicas no indicaron la presencia de helmintos; sin embargo, en las piletas
de vertido de efluentes de una de las bodegas se detecto la existencia de los protozoarios
Isospora (en el sector de Fraccionamiento) y Cyclospora (en el sector de Envasado).
Aunque estos parasitos afectan la salud humana, la legislacién no los contempla en su
reglamentacion. Sus caracteristicas se describen en la tabla 2 (pag. 29).
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Tablal. Taxonomiay caracteristicas microscépicas de huevos de helmintos.

Phylum Clase Especie Huevo
Trematodes Fa§qiola Ovoides, amarillentos, operculados.
hepética (4) | 130 -150 por 60 — 90 pm.
Esféricos (30 — 50 um de diametro).
Contienen un embrién hexacanto.
B Hymenolepis | Doble envoltura que deja un espacio entre
S nana (4) sus dos capas, donde discurren filamentos
% que nacen de dos mamelones polares de la
< Céstodes memt_)rana interna. _
rE.u Esféricos, rodeados de vitelo.
o Taenia (30 - 40 pm de diametro).
saginata (4) | Envoltura (embrioforo) radiada, densa.
Contiene un embrion hexacanto.
Tgema Similares a los de Taenia saginata
solium (4)
No se encuentran totalmente embrionados.
Trichiuris Forma de limén o t_opel, amarillentos.
* trichiura (2) (50 por 20 um de diametro). o
2 Doble membrana y envoltura albuminoide.
= Mamelones (uno en cada polo).
% Nematodes Ovales (40 a 80 por 35 a 50 um).
< Membranas gruesas, transparentes.
g Ascaris Cubierta albuminoidea mamelonada.
2 umbricoides | No estan totalmente embrionados al
2) momento de la postura.
Los infértiles son algo mas delgados y largos,
con envoltura mas delgada.

Tabla 2. Taxonomia y caracteristicas microscopicas de quistes de protozoarios
encontrados en efluentes viticolas.

Phylum

Subclase

Especie

Quiste

Apicomplexa

Coccidea

Isospora
belli (2, 4)

Forma oval, pared lisa.

20 a 30 pm por 10 a 20 pm.

Contienen esporoblasto.

Doble pared retractil.

Estrechamiento en los polos.

Interior de ooquistes no esporulados: una
estructura esférica (esporonte).
Ooquistes esporulados: dos
esféricas (esporoquistes).
Dentro de los esporoquistes se hallan
cuatro esporozoitos.

estructuras

Cyclospora
sp.(4)

Estructuras esféricas.

8 a 10 pm.

Pared de los ooquistes retractil y doble.
Ooquistes no esporulados: una estructura
esférica en su interior (esporonte).

Ooquistes esporulados: dos estructuras
ovoides en su interior (esporoquistes).
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lll. Para confirmar la presencia de los protozoarios se inocul6 una alicuota de las
muestras positivas en dicromato de potasio, el cual induce la esporulacion y permite
diferenciar distintos quistes de coccidios (Cyclospora, Isospora, etc.). Este procedi-
miento resulté en la esporulacion de los ooquistes presentes en las muestras. Tam-
bién, para la identificacion de ooquistes de coccidios, fue necesario aplicar la técni-
ca de coloracion de Kinyou (Zielh-Neelsen modificada, 2). La misma permiti6 corro-
borar los hallazgos por la afinidad tintorial de los ooquistes y las caracteristicas
morfoldgicas observadas con mayor aumento.

IV. Para solventar las dificultades relacionadas con las normativas y técnicas refe-
rentes a los analisis efectuados se redactdé un manual de procedimientos. Dicho
manual cuenta con técnicas microbioldgicas y parasitologicas, descripciones
morfolégicas, fotos y esquemas. (12) (Las bibliotecas de las Facultades de Ciencias
Agrarias y Ciencias Médicas de la UNCuyo cuentan con ejemplares.)

V. Las muestras pertenecientes al establecimiento que acuso6 presencia de
protozoarios también arrojaron resultados microbiolégicos interesantes: en el sec-
tor Fraccionamiento se obtuvieron -para el agua que ingresa a la planta- recuentos
de bacterias aerobias mesdfilas y coliformes totales fuera de los limites. En el sector
Elaboracién también se extralimitaron los recuentos tanto de coliformes totales como
fecales, para el mismo punto de muestreo.

CONCLUSIONES

En los andlisis efectuados fue relevante la aparicién en los efluentes de otros
elementos parasitarios, no considerados por la legislacion. Los protozoarios encon-
trados, como los helmintos, implican un factor de riesgo para los humanos. Solo se
busca helmintos debido a que el tamafio de sus huevos los hace faciles de detectar.
Seria necesario continuar la investigacion de otros parasitos perjudiciales para el hom-
bre y viables en aguas residuales. Si se obtuviera evidencia suficiente sobre su pre-
sencia, deberia evaluarse la posibilidad de incorporar limites en las normativas.

Contrastando los resultados parasitolégicos con los analisis microbiolégicos,
llama la atencion que se dieran condiciones de contaminacion bioldgica en el mismo
establecimiento, en los dos sectores (fraccionamiento y envasado), tanto en el agua
gue ingresa como los efluentes resultantes. El hecho de que el agua, proveniente de
pozos propios de la bodega, se reserve en tanques para su posterior distribucion
hacia la planta, llevé a pensar en la posibilidad de que los reservorios no se encon-
traran en condiciones sanitarias 6ptimas y el agua adquiriera una importante carga
bacteriana en este punto.

La inadecuada calidad microbioldgica del agua implica un detrimento tanto en
la sanidad del producto obtenido como en las caracterisiticas microbioldgicas de los
efluentes originados. Esto se pone de manifiesto con el hallazgo de protozoarios en
las piletas de vertido que, si bien se detectaron en este punto, podrian haber apare-
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cido al inicio del recorrido. No obstante, los parasitos también podrian provenir de
animales que merodeen en los alrededores de las piletas de vertido, ubicadas a la
intemperie y sin ningun tipo de proteccion. Por lo tanto, se aconsejo al industrial que
realice un control mas estricto del agua y que aplique medidas preventivas en los
alrededores de las piletas de vertido.

Cabe sefialar que, en el 2000, el Departamento General de Irrigacion de Mendoza
propuso una técnica para deteccion de huevos de helmintos. La presente investiga-
cion ya estaba en curso cuando aparecio la mismay no se logro tener acceso sino
después de concluidos los analisis. En consecuencia, seria conveniente realizar un
estudio comparativo entre las técnicas de identificacién y cuantificacion de parasi-
tos que se aplicaron, con las propuestas por la reglamentacion. Su finalidad seria
determinar aquella que mejor recupere los huevos de helmintos, sometiendo los
resultados a un analisis estadistico.

Como se evidencié en la presente investigacion, las aguas residuales adquie-
ren caracteristicas diversas segun la procedencia de la muestra a analizar. Por ello,
es necesario adaptar los métodos. Por lo tanto, una vez determinada la técnica que
optimiza la deteccion de huevos de helmintos, seria l6gico evaluar la misma con
muestras de efluentes a fin de adaptarlas a sus caracteristicas particulares.
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