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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: La legislacion vigente para el control microbioldgico del agua de consumo en nuestro pais, y en muchos
Recibido el 9 de junio de 2015 otros, no contempla la biisqueda de parasitos ni de virus patégenos para el hombre. Si bien los métodos

Aceptado el 18 de octubre de 2015

) c de potabilizacién vigentes para la supresion de bacterias del agua logran eliminar la gran mayoria de las
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formas parasitarias; algunos elementos de resistencia de estos organismos no se afectan por los trata-
mientos de cloracién. Otro tipo de riesgo lo constituye el agua proveniente de pozos poco profundos de
zonas rurales, los que son muy susceptibles de contaminarse.

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar los elementos parasitarios y los virus presentes en
agua de consumo humano de la provincia de Salta. Para ello se colectaron muestras de 601 de 6 puntos
localizados en la provincia, considerando 2 fuentes muy usadas para la obtencién de este recurso: red
domiciliaria y pozo poco profundo. Las muestras se colectaron tanto en época seca como himeda. Se
utilizaron técnicas de ultrafiltracién para la concentracién de patégenos, microscopia éptica con cimara
de Neubauer para la cuantificacién de los elementos parasitarios y PCR en tiempo real para la deteccién
de organismos virales.

En aguas de pozo y de red se hallaron variedad de géneros de protozoarios. Solo en aguas de pozo
se encontraron helmintos y, en una de ellas, adenovirus. Los resultados demostraron la poca relacién
existente entre la presencia de indicadores bacterianos (establecidos por legislacién) y la de patégenos
como parasitos o virus. Numerosas muestras que cumplen con la normativa vigente (por lo cual el agua
se consideraria apta para consumo humano) presentaron parasitos o virus patégenos, evidenciando la
necesidad imperiosa de actualizar la legislacién vigente, incluyendo indicadores parasitarios que per-
mitan certificar la seguridad del agua de consumo, disminuyendo asi los riesgos de enfermedades de
hidrotransmision.
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ABSTRACT

Keywords: Current legislation on microbiological control of water for human consumption in our country, and in
Water for h_umﬂ“ consumption many others, does not include the search of human-pathogenic parasites or viruses. Even though water
Water quality purification methods used for the removal of bacteria from water do also remove the great majority of

Parasites in water parasitic forms, some of their resistance elements are not affected by chlorination treatments. Ground-

water obtained from shallow wells in semi-rural areas may also constitute a risk since they are very
susceptible to contamination.

The aim of this work was to quantify parasitic elements and viruses present in water for human con-
sumption in the Province of Salta, in Argentina. For that, 60 L water samples were collected in six points
located in the Province, including two sources of water: the distribution network and shallow wells.
Samples were collected during dry and wet seasons. Ultrafiltration techniques were used to concentrate
the water in pathogens. Optical microscopy using a Neubauer chamber for the quantification of parasite
elements and real-time PCR for the quantitative detection of viruses were used.
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We found a great variety of protozoa genera in both groundwater and in the distribution network. Only in
groundwater samples we found helminths and in one of them also adenovirus. Results showed that there
is little relation between the presence of bacterial indicators (established by legislation) and pathogens as
parasites and viruses. Numerous water samples that are within the limits established by legislation (for
which they would be considered acceptable as water for human consumption) had pathogenic parasites
or viruses. This shows the urgent need to update the current legislation to include parasitic indicators that
allow certifying that the water is safe for human consumption, therefore decreasing the risk of waterborne

diseases.

© 2015 IAHR y WCCE. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduccién

El agua es el principal vehiculo de exposicién humana a los peli-
gros microbiolégicos, participando como bebida, en las actividades
recreativas, en el riego de alimentos o en la conformacién de aero-
soles. Tanto bacterias como virus y parasitos pueden encontrarse
contaminando este recurso. En el caso de estos Gltimos, la transmi-
sién de parasitosis puede perdurar con el tiempo debido a que la
gran mayoria de ellos posee un estadio que le confiere resistencia
a los factores ambientales por largos periodos. Esto, unido al hecho
de que en general no se realizan controles regulares de parasitos en
las aguas que se usan como fuente de bebida, y menos atin en las
que se usan como riego o con fines recreativos, hace que el riesgo
de contraer parasitosis por hidrotransmisién sea desconocido y, en
el mejor de los casos, subestimado [1].

Es importante tener presente que los procesos de potabilizacion
incluyen varias etapas fisicas y quimicas, siendo la desinfeccién el
paso final, en donde el objetivo es oxidar la materia organica rema-
nente y destruir los microorganismos presentes. En este paso, un
problema particular que se presenta es que los niveles de clora-
cién usados para destruir efectivamente otros microorganismos,
fundamentalmente bacterias, no son efectivos en el caso de ele-
mentos parasitarios tales como los quistes de Cryptosporidium [2],
género causante de brotes mundiales de diarrea de transmisién
hidrica [3].

Las legislaciones vigentes en los distintos paises plantean
requerimientos particulares que deben cumplirse para el agua
segin su uso [4-7]. Las mayores exigencias en calidad fisica,
quimica y microbioldgica estan previstas para el agua de consumo
humano, con concentraciones maximas permitidas de distintos
analitos y microorganismos, que deben cumplirse siguiendo en
muchos casos metodologia especifica para los andlisis [8]. La
calidad microbiolégica del agua se asegura, segtn la legislacién,
mediante la determinacién de la presencia de microorganismos
bacterianos indicadores [9]. Siguiendo las normativas internacio-
nales, la legislacion vigente en nuestro pais establece (al igual que
la legislaciéon de la mayoria de los paises de Iberoamérica), para
el control de la contaminacién microbiana de las aguas, el uso de
indicadores estandares bacterianos durante la monitorizacién ruti-
naria. Aunque la presencia de alguna de estas bacterias indicadoras
puede resultar ilustrativa de la calidad del agua, no se correlaciona
con la presencia de otros microorganismos, como parasitos y
virus, que pueden encontrarse en el agua y representan también
un peligro para la salud [10-13]. Como consecuencia de esto, en
los dltimos afios se ha incrementado la monitorizacién de virus
y también de parasitos en agua, dado que estos son responsables
de numerosas enfermedades de distinta gravedad, con particular
interés en aquellos que emplean las rutas oral-fecal y respiratoria.

A pesar de extensas investigaciones, ninglin parasito o virus ha
sido identificado todavia como un indicador universal Ginico; carac-
teristicas ambientales especificas pueden promover la existencia
de un indicador parasitario o viral en particular para cada sitio de
estudio [14].

En el contexto planteado surge la necesidad de contar con una
metodologia de monitorizacién que permita identificar y cuanti-
ficar tanto parasitos como virus en muestras de agua, debido a
que estos organismos no son bien representados por los indicado-
res bacterianos. No obstante, es asombrosa la variedad de géneros
parasitarios [15] y de grupos virales que pueden encontrarse en este
recurso, por lo que, con la finalidad de reducir los costos y las horas
de trabajo, se han realizado estudios para establecer ciertos ele-
mentos parasitarios y virus entéricos humanos como indicadores
de la contaminacién en aguas recreativas [16,17].

Existen numerosos métodos de determinacién de parasitos,
entre los cuales la técnica gold standard es la microscopia 6ptica
[18] que, si bien permite identificar los elementos, no aporta infor-
macién sobre la capacidad infecciosa de los mismos. En el caso de
los virus las posibilidades de bisqueda y cuantificacién se basan
principalmente en cultivos celulares o métodos moleculares [19],
y en este Gltimo caso nuevamente se dificulta la interpretacién de
los resultados por cuanto no se puede afirmar sobre la infectivi-
dad. En este sentido es importante destacar el método ideal, que
seria aquel que ademas de ser rapido, barato y especifico, permi-
tiera obtener resultados cuantitativos y que brinden informacién
sobre la viabilidad o infectividad de los microorganismos, para que
esos resultados puedan ser empleados en la evaluacién cuantitativa
del riesgo para la poblacién expuesta.

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la calidad de agua
destinada a higiene y consumo en 2 poblaciones semirrurales y una
urbana de la provincia de Salta, ubicada en el noroeste argentino,
para evaluar su cumplimiento con la normativa e interpretar su
inocuidad real en el marco de la legislacién vigente. Para ello se
realizaron caracterizaciones fisicoquimicas y microbiolégicas. En
este Gltimo caso se identificaron y cuantificaron bacterias, hon-
gos, parasitos y virus mediante métodos tradicionales de cultivo,
microscopia 6ptica y métodos moleculares. Este estudio permitira
abordar posteriormente una nueva etapa conducente a estimar el
riesgo o compromiso para la salud al que se encuentra expuesta
la poblacién comprendida en la zona de muestreo que utiliza este
recurso para su vida cotidiana.

2. Materiales y métodos
2.1. Descripcién de la zona de estudio

Se seleccionaron puntos de monitorizacién ubicados en la ciu-
dad de Salta y en 2 zonas semirrurales préximas a ella (fig. 1).
La ciudad de Salta es la capital de la provincia del mismo
nombre, en el noroeste de la Repiblica Argentina. Cuenta con
aproximadamente 536.000 habitantes [20] y se encuentra ubi-
cada en el Valle de Lerma, rodeada de areas suburbanas o
semirrurales, cada vez mas pobladas, aunque con ciertas limita-
ciones en cuanto a los servicios basicos de suministro de agua y
saneamiento.

Las areas semirrurales se caracterizan por el desarrollo
de actividades agricolas (cultivo de tabaco, hortalizas y maiz
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Figura 1. Puntos de monitorizacién en la provincia de Salta, ubicada en el Noroeste argentino. A: Ubicaci6n de las tres zonas estudiadas, Zona norte, Capital y Zona sur; B:
ampliacién de la Zona norte y Capital donde se localizan los puntos de monitorizacién; C: ampliacién de la Zona sur donde se localizan los puntos de monitorizacién.
PS1: pozo San Luis 1; PS2: pozo San Luis 2; PV: pozo Vaqueros; RC: red Capital, RS: red San Luis; RV: red Vaqueros.

principalmente), ganaderas (bovino, porcino, caprino) y la produc-
cién de numerosas granjas avicolas. En estas zonas el agua para con-
sumo humano, no potabilizada ni analizada regularmente, se dis-
tribuye a partir de cisternas comunitarias o proviene de pozos poco
profundos. Por otro lado, la disposicién de excretas de las familias
establecidas en la zona (casas privadas o asentamientos en terre-
nos fiscales) se realiza en camaras sépticas y pozos ciegos. Otras
muchas familias, en su mayoria inmigrantes que llegan en las tem-
poradas de cosecha, no disponen de esas instalaciones, por lo que las
deposiciones se realizan al aire libre y en las cercanias del lugar de
trabajo [21]. La ausencia de redes cloacales y la deficiente disposi-
cién de excretas representa un alto riesgo para la contaminacién de
aguas.

En esas zonas semirrurales no se realizan monitorizaciones sis-
tematicas en el agua de pozo, lo que impide la deteccién de posible

contaminacién, por lo que el problema puede pasar inadvertido
[22].

El clima en la zona de estudio es subtropical serrano, con esta-
cién seca, caracterizado por precipitaciones abundantes durante el
verano (noviembre a marzo) y una estacién seca marcada durante
el otofio, invierno y primavera (abril a octubre).

2.2. Esquema de muestreo

Se establecieron 6 puntos de monitorizacién, 3 de ellos corres-
pondientes a conexiones domiciliarias pertenecientes a la red
publica de distribucién de agua, uno en la ciudad de Salta Capi-
tal (RC) y 2 en zonas semirrurales cercanas a la capital, ubicadas
una en el municipio de Vaqueros (RV) y el otro en la localidad de
San Luis (RS). Los restantes 3 puntos correspondieron a pozos poco
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profundos ubicados en domicilios en donde no llega la red, o donde
el servicio es limitado, 2 en la localidad de San Luis (El Encén) (PS1y
PS2)y uno en Vaqueros (PV). Se obtuvieron 6 muestras de cada uno
delos puntos durante los afios 2012y 2013. Tres de esas muestras se
recolectaron durante el trimestre del afio en el que el sistema acui-
fero presenta menor volumen (agosto-octubre, estacion seca [ES])y
las restantes se tomaron durante el trimestre que presenta mayores
precipitaciones (diciembre-febrero, estacién htimeda [EH]), ocasio-
nando que el sistema acuifero, de donde se obtiene el agua para
consumo, presente mayor volumen.

Se recolectaron por un lado 250 ml de agua en un recipiente
estéril para el andlisis bacteriol6gico y, por otro, 601 en bidones
de plastico de 201, limpios y previamente enjuagados con la misma
aguaaanalizar, para su concentraciény posterior detecciéon de virus
y parasitos.

2.3. Andlisis fisicoquimico y bacteriolégico

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de agua se rea-
liz6 in situ. Se midieron: pH, conductividad (Cond), turbidez (Turb),
oxigeno disuelto (OD) y temperatura (T) utilizando un analizador
multiparamétrico U10 (HORIBA, Jap6n).

Para el analisis bacteriol6gico se tomaron muestras de agua de
250 ml, en botellas de plastico esterilizadas y tapadas a las que se
agreg6 0,25 ml de solucién de tiosulfato de sodio 1,8% para evitar la
actividad germicida de trazas de cloro que pudiese existir [8]. Las
muestras se conservaron a 4°C hasta su andlisis en el laboratorio,
antes de pasadas 6 h desde su obtencién. Se determiné la concentra-
cién de las bacterias indicadoras de calidad microbiolégica, segtin lo
establece la legislacion vigente [5]: coliformes totales (CT) y fecales
(CF), empleando el método de tubos miltiples en caldo MacConkey
e incubando a 37+0,5°C y 444+0,5°C, respectivamente, durante
24 h.Ladensidad bacteriana de la muestra se estimé en términos del
Ndmero mds probable en 100 ml (NMP/100 ml). Adicionalmente,
aplicando la técnica de filtracién por membrana se determinaron:
Escherichia coli (ECL) en agar mTEC modificado (Fluka, EE. UU.) a
44.5°C durante 24 h [23], Enterococcus (EN) en agar mE (Difco, EE.
UU.) a 41°C por 48 h y confirmacién en agar esculina-hierro (EIA)
a41°C por 20min [23], Salmonella spp. en agar Salmonella-Shigella
(Britania) a 37 °C por 48 h 'y Pseudomonas spp. en Pseudomonas agar
P (Britania) a 37°C por 24 h. Los resultados se expresaron como
unidades formadoras de colonias en 100 ml.

2.4. Concentracién de las muestras

Las cantidades de parasitos y virus presentes en aguas son
generalmente pequeiias, por lo tanto, y para alcanzar el limite de
deteccion de los métodos de diagnéstico, se hace necesario realizar
una etapa de concentracién de las muestras en organismos paté-
genos. Con tal finalidad se emple6 un sistema de ultrafiltracién por
fibra hueca (UF) (fig. 2) previamente validado [24,25].

Brevemente, se vierten los 601 de agua en el tanque de alimen-
tacion del sistema. Por medio de una bomba peristaltica se impulsa
el fluido a través del médulo de UF, que posee una superficie de
filtracién de 20.000cm? y un peso molecular de corte de 10kD,
capaz de retener incluso a los virus mas pequefios (Polyflux®
Capillary Dialyzer 21L, Gambro®). La solucién que atraviesa los
poros de la membrana pasa a constituir el permeado o filtrado,
mientras que lo rechazado, que se va concentrando en microor-
ganismos, es recirculado al tanque de alimentacién conformando
el retenido. El proceso contintia hasta obtener el menor volumen
posible de retenido. Posteriormente se incorpora una solucién de
eluciéon con el objetivo de liberar aquellas particulas viricas o de
parasitos adsorbidas a la membrana y en la linea. Entre el retenido
y la solucién de elucién se alcanz6 un volumen méaximo de 50 ml,
que fue medido para determinar el factor de concentracién de
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Figura 2. Representacién esquemadtica del sistema de ultrafiltraciéon para la concen-
tracién de virus y parasitos en aguas.

los organismos patdgenos, que rondé entre las 1.500 y las 6.000
veces. El concentrado obtenido se conservé a 4°C y se empled
posteriormente para la deteccién de virus y parasitos.

A todas las muestras de agua se les adicion6é una cantidad
conocida de un organismo viral modelo, el bacteri6fago PP7 (fago
de Pseudomonas aeruginosa), utilizado como control interno para
determinar la eficiencia de recuperacién del proceso de UFy evaluar
cualquier posible situacién de inhibicién en las posteriores etapas
de deteccién de virus [24].

Es importante mencionar que el volumen de muestra utilizado
(601) parala concentracion puede constituir el factor limitante para
la deteccion de parasitos y virus, por cuanto condiciona el limite
de deteccién de las metodologias utilizadas. Se podria disminuir el
limite de deteccién, y aumentar por consiguiente la sensibilidad,
utilizando volimenes mayores de muestras de agua [26] o rea-
lizando concentraciones adicionales al concentrado obtenido por
ultrafiltracion [27].

2.5. Deteccion cuantitativa de virus entéricos

A partir de los concentrados obtenidos de la etapa anterior se
realiz6 la deteccion y cuantificacién de adenovirus, norovirus y
enterovirus en las aguas estudiadas. Para esto se realizaron los
siguientes pasos: a) extraccion y purificacion de los acidos nuclei-
cos con el kit PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen®),
segtin el protocolo indicado por el fabricante. El empleo de este kit
permite la copurificaciéon del ADN y del ARN; b) retrotranscripcién
del extracto anterior para generar ADNc de los organismos virales
que poseen genomas de ARN (enterovirus, norovirus y PP7), para lo
que se empleé el kit SuperScript III First-Strand Syntesis System for
RT-PCR (Invitrogen®); (c) amplificacién y cuantificacién mediante
PCR en tiempo real (qQPCR) empleando un equipo GenAmp 5700
Sequence Detection System (Applied Biosystems®). Los sistemas de
cebadores y sondas Tagman® utilizados para detectar los diferen-
tes grupos virales (adenovirus, enterovirus, norovirus genogrupo I
y fago PP7) fueron descritos previamente [16].

2.6. Andlisis parasitolégicos

Como consecuencia de un inconveniente técnico pudieron sola-
mente analizarse 30 de las 36 muestras obtenidas; las 6 muestras no
analizadas corresponden a la estacién hiimeda (una de cada punto
de monitorizacién). Para la bisqueda de elementos parasitarios se
empleé el concentrado refrigerado remanente del andlisis viral, y se
realiz6 una concentracién adicional. Para ello se lo sometié a sedi-
mentacién espontanea en tubo (SSTT), debido a que esta técnica
presenta una alta eficacia parala deteccién de parasitos intestinales,
incluyendo Fasciola hepatica y Strongyloides stercoralis [28].
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Tabla 1

Estadistica descriptiva de los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos encontrados en las 18 muestras de agua para la estacién seca (ES) y 18 para la estacién hiimeda

(EH)
Parametros N Media? Rango? Percentiles 25-75% Valor de p

ES EH ES EH ES EH ES EH

T(°C) 18 18 19,10 21,1 15,30-22,20 18,00-25,00 17,60-20,00 19,80-22,00 0,0027
pH 18 18 6,94 7,45 6,15-8,10 6,80-8,46 6,54-7,30 7,06-7,73 0,0037
Turb (NTU) 18 18 4,06 8,67 0,00-17,00 0,00-38,00 0,00-4,00 1,00-11,00 0,1050
Cond (mS/cm) 18 18 0,19 0,20 0,11-0,31 0,15-0,29 0,16-0,24 0,16-0,24 0,4856
0D (mg 0,/1) 18 18 6,37 6,72 2,75-8,61 4,30-8,14 5,63-7,64 6,15-7,75 0,4991
CT (log NMP/100 ml) 11 9 4,25 3,54 1,56-5,36 1,56-4,97 3,97-5,18 3,36-4,18 0,1913
CF (log NMP/100 ml) 9 7 2,52 1,57 1,56-4,36 0,85-1,96 2,18-2,36 1,56-1,96 0,0128
ENT (log UFC/100 ml) 11 6 1,67 1,41 0,30-2,79 0,85-2,20 1,00-2,28 1,04-1,60 0,5756
EC (log UFC/100 ml) 8 7 1,41 1,05 0,85-1,83 0,60-1,60 1,28-1,58 0,60-1,45 0,0356
SAL (log UFC/100 ml) 10 8 1,28 1,22 0,30-2,27 0,48-2,06 0,78-1,93 0,60-1,56 0,8422
PSE (log UFC/100 ml) 11 10 2,75 2,23 1,11-3,61 1,00-3,45 1,82-3,41 1,81-2,75 0,1539
RAM (log UFC/100 ml) 18 16 5,03 5,28 1,30-6,81 3,72-6,74 4,32-6,08 4,48-5,97 0,5891
HyL (log UFC/10 ml) 9 12 1,97 1,66 0,30-2,93 0,30-2,34 1,81-2,62 1,15-2,20 0,3773
GLA (elementos/1) 5 3 4,20 5,00 2,00-8,00 3,00-8,00 3,00-5,00 3,00-8,00 0,6117
AME(q (elementos/1) 5 7 3,40 8,71 1,00-8,00 2,00-15,00 2,00-3,00 4,00- 15,00 0,0544
AMEt (elementos/1) 1 5 25,00 2,60 25,00-25,00 1,00-4,00 NA 2,00-3,00 0,0160
ACA (elementos/1) 0 4 NA 2,75 NA 1,00-4,00 NA 1,00-3,00 NA
CHM (elementos/1) 0 2 NA 5,00 NA 2,00-8,00 NA 2,00-8,00 NA
BHO (elementos/1) 0 2 NA 3,00 NA 1,00-5,00 NA 1,00-5,00 NA
BAC (elementos/l) 0 1 NA 3,00 NA 3,00-3-00 NA NA NA
ANC (elementos/1) 0 1 NA 15,00 NA 15,00-15,00 NA NA NA
ASC (elementos/1) 1 0 8,00 NA 8,00-8,00 NA NA NA NA
NEM (elementos/1) 2 1 6,00 2,00 4,00-8,00 2,00-2,00 4,00-8,00 NA 0,3333
AdV (log cg®/l) 1 0 2,36 NA 2,36-2,36 NA NA NA NA

Los niimeros en negrita sefialan valores de p significativos (p <0,05).

ACA: quistes de Acanthamoeba sp.; AdV: adenovirus humanos; AMEq: quistes de amebas; AMEt: trofozoitos de amebas; ANC: huevos de ancylostomideos; ASC: huevos
de Ascaris lumbricoides; BAC: Balantidium coli; BHO: quistes de Blastocystis hominis; CF: coliformes fecales; CHM: quistes de Chilomastix mesnilii; Cond: conductividad; CT:

coliformes totales; EC: Escherichia coli;

ENT: enterococos; GLA: quistes de Giardia lamblia; HyL: hongos y levaduras; N: nimero de muestras con mediciones por encima del limite de deteccién; NA: no aplica; NEM:
larvas de nematodes; OD: oxigeno disuelto; PSE: Pseudomonas; RAM: aerobios mesofilos; SAL: Salmonella; T: temperatura; Turb: turbidez.
2 Solamente las muestras positivas fueron tomadas para calcular el promedio, el rango y el percentil.

b Copias genémicas.

La identificacién de trofozoitos, quistes, huevos y larvas se llevé
a cabo mediante examen microscépico directo (a 100 x, 400 x o
1.000 x, seglin corresponda al elemento buscado) de las muestras
sedimentadas. Se efectuaron preparados en fresco y contrastados
con solucién de lugol para ayudar a la basqueda de protozoos de
pequeilo tamaiio. La técnica de observacién microscépica se eligié
debido a que el montaje htimedo directo sigue siendo el mas usado
en el diagnéstico de parasitos intestinales [29].

El recuento se realiz6 por duplicado usando una cimara de
Neubauer mejorada, midiéndose siempre los volimenes de las
muestras para efectuar la cuantificacién de los elementos encon-
trados.

2.7. Andlisis estadistico

La estadistica descriptiva y los test empleados fueron realizados
utilizando el software Infostat [30].

El test paramétrico de ANOVA fue empleado para estudiar el
comportamiento estacional y espacial de las variables medidas.

3. Resultados y discusion
3.1. Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del agua

Se analizaron 36 muestras (con excepcion de los andlisis para-
sitolégicos de 6 muestras), 18 correspondientes ala ESy 18 a la EH
segiin se describié antes. El conjunto de datos de las variables de
calidad de agua evaluadas, incluyendo fisicoquimicas, bacteriologi-
cas, parasitolégicas y virales fue dividido en 2 grupos estacionales
de acuerdo a los registros de precipitaciones para el periodo en
cuestion (tabla 1). Solamente los registros de las variables tempera-
tura, pH y coliformes fecales presentaron variaciones estacionales

que fueron estadisticamente significativas (ver valores de p en la
tabla 1).

La temperatura mostré mayores valores, como era esperable
durante la EH, coincidiendo con los meses de primavera-verano.
Como se inform6 en trabajos previos realizados en pozos de agua
poco profundos en la region [31], se registraron valores de pH mas
bajos durante la estacién seca, probablemente como consecuencia
de la mayor influencia de la contaminacién cuando el cuerpo de
agua presenta menor volumen.

Cuando el conjunto de datos se dividi6 de acuerdo a las fuentes
de las muestras (pozos y agua de red) se encontraron diferencias
significativas (p <0,05) en la concentracién de oxigeno disuelto,
en la turbidez y en la mayoria de las variables bacteriolégicas (CT,
CF, RAM, ENT, EC y PSE) (datos no mostrados). En los pozos de
agua se registraron los mayores recuentos bacterianos, con una
consecuente reduccién del OD y un aumento de la turbidez como
consecuencia de la contaminacién antrépica presente en los acui-
feros de la zona de estudio. El riesgo de contaminacién de aguas
subterraneas depende principalmente de la interaccién entre 2 fac-
tores: la carga contaminante dispuesta en el suelo que, como se
explicé previamente, suele ser elevada en la zona de estudio, y la
vulnerabilidad natural a la contaminacién de un acuifero. La vul-
nerabilidad que presentan las areas de estudio es muy alta, las
napas freaticas se encuentran a poca profundidad y los suelos de
estas zonas son de desarrollo incipiente, perfil A-C, textura gruesay
excesivamente drenados [32]. Sin embargo, a pesar de las marcadas
diferencias en los recuentos bacterianos entre el agua de red y la de
los pozos poco profundos, no se obtienen diferencias significativas
en los recuentos de elementos protozoarios parasitos humanos.

La mayoria de las muestras analizadas durante la ES (62%) fue
positiva para alguna de las bacterias analizadas, mientras que la
mitad de los andlisis (50%) fueron positivos durante la EH. Los
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Tabla 2

Cuantificacién de protozoarios (promedio de elementos/l) en las muestras de agua de red (RC, RS y RV) y de pozos (PS1, PS2 y PV) analizadas en las estaciones seca y himeda

Elementos protozoarios Estacion seca

Estacién himeda

RC RS RV PS1 PS2 PV RC RS RV PS1 PS2 PV
G. lamblia (q) 3(1) Nd 3(2) Nd 8(2) Nd Nd Nd Nd 1(1) Nd 6(2)
Ameba (q) 3(1) Nd 1(1) Nd 4(2) Nd 6(2) 8(1) Nd 1(1) 8(1) 8(2)
Ameba (t) Nd Nd Nd 8(1) Nd Nd 2(2) Nd Nd Nd 1(1) 3(2)
Acantamoeba sp. (q) Nd Nd Nd Nd Nd Nd 3(2) 8(1) Nd Nd Nd 1(1)
C. mesnilii (q) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd 1(1) 4(1) Nd
B. coli (t) Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd 1(1) Nd

Entre paréntesis se indica el nimero de muestras con detecciones positivas.
Nd: no detectado; (q): quistes; (t): trofozoitos.

promedios de los recuentos bacterianos determinados fueron
mayores durante la ES, con excepcion del recuento de aerobios
mesofilos. Ambas situaciones se deben en general al efecto de la
dilucién por las precipitaciones abundantes durante la EH.

En relacién con los virus evaluados no se detectaron entero-
virus ni norovirus. De las muestras analizadas en solo una (PS1)
se detectaron 229 cg/l adenovirus durante la ES. El bajo porcen-
taje de muestras positivas puede deberse a que no se alcanzé el
limite de deteccién con el volumen de agua procesado (601), por
lo que se seria conveniente en andlisis futuros concentrar mayores
volimenes; por ejemplo, Abbaszadegan et al. (1999) [26] usaron
una muestra 25 veces mayor (1.5121) para aplicar la técnica de
PCR en la deteccién de virus en aguas subterraneas. Sin embargo,
Huang et al. (2000) [27] solo usaron 401 para la deteccién, pero
aplicaron otra concentracién adicional al concentrado obtenido por
filtracion.

En el caso de los parasitos, al encontrarse variedad de elementos,
el andlisis de los hallazgos se realiza detalladamente a continuacién.

3.2. Cuantificacioén de protozoos. Estacionalidad de los hallazgos

Se encontré una gran variedad de géneros de protozoarios en las
aguas analizadas (tabla 2 y fig. 3). Los elementos parasitarios halla-
dos en mayor cantidad y en todos los puntos monitorizados fueron
las amebas (tabla 2). Fue mas frecuente la aparicién de la forma
quistica y la mayor cantidad se registré en la EH, con un maximo
de 8 elementos por litro de agua en RS, PS2 y PV. La mayor concen-
tracién de protozoarios durante esta estacion se halla en relacién
con la abundancia de lluvias, que lavan el suelo y arrastran los ele-
mentos incorporandolos al agua [33]. Resulta llamativo que entre
las muestras mas contaminadas se encuentren aguas provenien-
tes de la red, especialmente teniendo en cuenta que teéricamente
el proceso de potabilizacién del agua sigue las siguientes etapas
luego de la captacién y canalizacién: floculacién, decantacién, fil-
tracion y cloracién, para finalmente ser almacenada y distribuida

Figura 3. Distribucién de especies parasitarias en los sitios de muestreo. Aguas de
red (izq.), aguas de pozo (der.).

M Giardia lamblia (quiste [q]), lameba (q), M ameba (trofozoito [t]), M Acanthamoeba
sp. (q), M Chilomastix mesnilii (q), ™ Balantidium coli (t), ¥ Blastocystis hominis (q).

(https://www.aguasdelnortesalta.com.ar/sistema_agua.php). Tam-
poco se podria descartar que pueda producirse una recontamina-
cién del recurso durante las etapas finales (almacenamiento y/o
distribucién por la red), sobre todo pensando en amebas de vida
libre, que son capaces de multiplicarse en estas etapas.

Un estudio diferencial de las especies a las que pertenecen esos
quistes brindaria mayor informacién acerca del riesgo al que la
poblacién esta sometida al consumir los elementos antes mencio-
nados. Si bien pueden hallarse especies cominmente presentes
en el ambiente y no patégenas en humanos, tal es el caso de
Entamoeba coli y E. moshkovskii, también podria encontrarse E.
histolytica, agente causal de disenteria amebiana [34]. El estadio
de trofozoito también se encontré presente en algunos sitios, con
mayor frecuencia en la estacién hameda en PS2, PV y RC, pero
también en la estacion seca en PS1, hallazgos a tener en cuenta
debido a la posibilidad de que dichos elementos pertenezcan a
géneros capaces de serinfectivos en este estadio, tales como Acatha-
moeba, Balamuthia o Naegleria [35]. Desafortunadamente tampoco
se cuenta con datos epidemiolégicos de la poblacién de la zona
en este sentido que permitan correlacionar con los resultados
obtenidos.

Acanthamoeba sp., quiste de ameba claramente diferenciable
morfolégicamente, fue encontrado en 3 de los sitios, 2 de red y
un pozo (RC, RS y PV), siempre en la EH. Su hallazgo es de espe-
cial atencién debido a las enfermedades que genotipos de este
género pueden producir ingresando por via nasal en personas con
el sistema inmunolégico deprimido, o por via ocular en usuarios
de lentes de contacto [36], cuando esta agua es usada con fines
recreativos.

Giardialamblia, género que junto a Cryptosporidium se encuentra
muy relacionado conla transmisién hidrica [37], fue el segundo pro-
tozoario mas frecuentemente hallado en los puntos de muestreo.
Su frecuencia y cantidad fue mayor en la ES que en la EH.

En aguas de pozo se encontraron también quistes de otros géne-
ros productores de enfermedades intestinales [38], tales como:
Chilomastix mesnilii (en PS1 y PS2) y Balantidium coli (en PS2), solo
durante la EH.

Igual situacién estacional ocurrié con Blastocystis hominis (no
incluida en la tabla 2 por no tratarse de un protozoario), especie
productora de gastroenteritis [39] que sigue estudiandose dentro
de la parasitologia, aunque esta reclasificada [40] y solo aparecié
en una sola muestra del punto RS (un elemento/l).

Ladistribucién de especies resulté muy diferente cuando se trata
de aguas de red o de pozo (fig. 3). En las primeras predominan los
quistes de ameba, en cambio en los pozos la variedad de géneros
encontrados es mayor, predominando los quistes de ameba solo
en PS1 y PS2, mientras que en PV predominan ampliamente sus
trofozoitos. Esta mayor aparicién de elementos metab6licamente
activos en los pozos puede explicarse debido al menor tratamiento
antimicrobiano que poseen este tipo de aguas, lo que hace que las
amebas presentes no se vean obligadas a estar solamente en su
forma de resistencia, el quiste [41].
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Elementos/L

red ES

red EH pozo ES pozo EH

Figura4. Cuantificacién de protozoarios en aguas de redesy de pozos, divididos por
estacion. Los valores corresponden al promedio del total de las muestras analizadas
para cada fuente de agua (9 en la estacion seca y 6 en la hiimeda).
EH: estacién himeda; ES: estacion seca.

Blastocystis hominis (quiste [q]), B Balantidium coli (trofozoito [t]), @ Chilomastix
mesnilii (q), Ml Acanthamoeba sp. (q), ® ameba (t), Mameba (q), MGiardia lamblia (q).

En un andlisis global de estacionalidad de aparicién de proto-
zoarios (fig. 4) se observa que su cantidad aumenta en la EH, tanto
en redes como en pozos, siendo mayor el aumento en estos tltimos.
Sin embargo, el analisis estadistico solo mostré diferencias signifi-
cativas entre estaciones en el caso de los trofozoitos de amebas,
igual situacién a la sucedida con los coliformes fecales y Esche-
richia coli (tabla 1). Algunos elementos aparecen solo durante la
estacion hiimeda (quistes de Acantamoeba sp. y quistes de C. mesni-
liien agua de pozo; trofozoitos de B. coli en agua red). Dicha estacién
coincide con los meses calidos, en los que hay una mayor demanda
de agua de red por la poblacién, y también un gran aumento de acti-
vidades humanas al aire libre, fuente de contaminacion para aguas
subterraneas de pozos poco profundos.

3.3. Cuantificacion de helmintos. Estacionalidad de los hallazgos

Solo en aguas de pozo se encontraron metazoarios. La explica-
cién para ello radica en el mayor tamafio de los estadios vegetativos
y de resistencia de los helmintos, lo que hace que dificilmente pue-
dan pasar la etapa de filtracién durante la potabilizacién de las
aguas de red, aunque si pueden encontrarse en pozos poco pro-
fundos, ya que el suelo contaminado circundante puede entrar por
la abertura de los mismos.

Los helmintos que informamos se encontraron en una sola de
las 5 muestras analizadas para cada punto de monitorizacién (2 en
la EH y 3 en la ES) (fig. 5). Durante la EH se encontré una elevada
cantidad de huevos de ancilostomideos en el punto PV y larvas de
nematodes en PS2; durante la ES fueron hallados huevos de Ascaris
lumbricoides en PS1y PS2, y larvas de nematodes solo en el primero.

En general, las uncinariosis y otras nematoidiosis son parasitosis
de climas tropicales y subtropicales, donde hay alta pluviosidad. Y,
si bien no podemos dejar de mencionar que los huevos de Asca-
ris encontrados son posibles elementos infectivos para contraer
ascariosis, el hallazgo mas relevante en este grupo lo constitu-
yen los huevos de ancilostomideos en PV. Estos parasitos, también
llamados uncinarias, grupo que incluye a los parasitos humanos:
Ancylostoma duodenale, Necator americanus y Strongyloides ster-
coralis, poseen huevos morfolégicamente indistinguibles [42]. De
acuerdo al ciclo de vida es menos probable encontrar huevos de
Strongyloides, aunque la provincia de Salta es endémica para esta
parasitosis [43]. Necator y Ancylostoma producen cuadros graves,
en donde los nifios presentan la situacién mas preocupante debido

Elementos/L

EH ES

PS1

Figura 5. Cuantificacién de helmintos en la Ginica muestra de cada pozo monitori-
zado (PS1, PS2 y PV) en la que se detectaron. Se analizaron en total 2 muestras de
cada pozo durante la estacién seca (ES) y 3 durante la estacién himeda (EH).

M Nematodes (larva), M Ascaris lumbricoides (huevo [h]), Mancilostomideos (h).

a la anemia a la que pueden llegar provocada por la gran succién
de sangre que realizan una vez lesionada la pared intestinal [44].
Si bien el elemento infectivo para contraer este tipo de parasitosis
no es el huevo, seria adecuado realizar un estudio en el suelo de
la zona, debido a que al haber tal cantidad de estos elementos en
el agua de pozo seria esperable encontrar larvas tipo 11, las que si
constituyen una verdadera amenaza, ya que son el elemento capaz
de penetrar la piel humana [44].

En cuanto a la estacionalidad, los ancilostomideos aparecieron
solo en la EH (fig. 5); por el contrario, los huevos de Ascaris lum-
bricoides lo hicieron en la ES. Las larvas de nematodes aparecieron
en muestras diferentes en las 2 estaciones y en bajas cantidades,
resultado que podria explicarse por la mayor fragilidad en tal fase
de desarrollo.

3.4. Calidad segtin la legislaciéon y presencia de patégenos

Un punto crucial que revelan los resultados obtenidos es que
existe un porcentaje de muestras que cumplen con la normativa
vigente, considerando por lo tanto el agua apta para consumo
humano. Sin embargo, en ella se encontraron otro tipo de microor-
ganismos capaces de producir procesos patolégicos, tales como los
parasitos o los virus (tabla 3), mostrando por lo tanto que esa agua
no es segura para el consumo humano.

Muy llamativamente, en RC no hay muestras fuera de la norma-
tiva; sin embargo, el 80% de ellas contiene otro tipo de patégenos.
En las muestras de las otras 2 redes (RV y RS) existe cierto porcen-
taje de muestras fuera de la normativa, y en el caso de RS el 100%
supera los limites de microorganismos aerobios mesofilos. Por otro
lado, dentro de las muestras que cumplen con la legislacién hay un
porcentaje entre el 33% y el 66% con resultados positivos para otros
elementos patégenos.

Las muestras de pozos son las que presentaron mayores proble-
mas para adecuarse a la legislacién, y entre las pocas que lo hicieron
solo en el punto PS2 no se encontraron otros patégenos en ninguna
de las muestras analizadas.

Considerando el conjunto de puntos de monitorizacién discri-
minados en aguas de red y aguas de pozo, observamos, para las
muestras que cumplen con la normativa, que entre el 46% y el 75%
de las primeras y entre el 0% y el 100% de las segundas presentaron
otro tipo de patégenos.

Esta situacion revela una necesidad urgente de actualizacién
en la legislacién vigente, en la que se tengan en cuenta otros
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Tabla 3

Concentraciones limite (CL) para agua de consumo humano, segtin el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) o de la Agencia Ambiental Europea (EEA), porcentajes de las
muestras analizadas que superan esos limites (> CL) y porcentajes de ellas que se encuentran dentro de esos limites pero tienen patégenos (< CL, ¢/pat)

Indicadores bacterianos CT CF EC ENT PSE RAM

Muestra CL <3 NMP/100 ml Ausencia en 100 ml Ausencia en 100 ml Ausencia en 100 ml Ausencia en 100 ml <500 UFC/ml

Legislacion CAA, 2012 CAA, CAA, 2012 EEA?, CAA, 2012 CAA, 2012
2012 2012

RC >CL (%) 0(0/5) 0(0/5) 0(0/5) 0(0/5) 0(0/5) 0(0/5)
<CL, c/pat (%) 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5)

RV >CL (%) 20(1/5) 0(0/5) 0(0/5) 40 (2/5) 20(1/5) 40 (2/5)
<CL, c/pat (%) 50 (2/4) 40 (2/5) 40 (2/5) 0(0/3) 50 (2/4) 67 (2/3)

RS >CL (%) 20(1/5) 0(0/5) 0 0/5) 0(0/5) 40 (2/5) 100 (5/5)
<CL, c/pat (%) 50 (2/4) 40 (2/5) 0(2/5) 40 (2/5) 33,3(1/3) -

PV >CL (%) 100(5/5) 80 (4/5) 80 4/5) 80 (4/5) 100(5/5) 100 (5/5)
<CL, c/pat (%) 100(1/1) 100 (1/1) 100(1/1) -

PS1 >CL (%) 100(5/5) 100(5/5) 80 (4/5) 80 (4/5) 100(5/5) 100 (5/5)
<CL, c/pat (%) - 100 (1/1) 0(0/1) - -

PS2 >CL (%) 100 (5/5) 3,3 (4/5) 100 5/5) 80 (4/5) 100 (5/5) 80 (4/5)
<CL, c/pat (%) - 0(0/1) 0 (0/1) - 0(0/1)

R >CL (%) 13(2/15) 0(0/15) 0/15) 3(2/15) 20(3/15) 47 (7/15)

total <CL, c/pat (%) 61 (8/15) 53 (8/15) 3 (8/15) 46 (6/13) 58 (7/12) 75 (6/8)

P >CL (%) 100 (15/15) 87 (13/15) 7 (13/15) 80 (12/15) 100 (15/15) 93 (14/15)

total <CL, c/pat (%) - 100 (2/2) 100 2/2) 33(1/3) - 0(0/1)

El ndmero de muestras en una u otra situacién en relacién con el nimero total de muestras analizadas para cada indicador bacteriano se indica entre paréntesis.
CT: coliformes totales, CF: coliformes fecales, EC: Escherichia coli, ENT: enterococos, PSE: Pseudomonas; RAM: recuento de aerobios mesoéfilos. R total: suma de los 3 puntos
de monitorizacién de agua de red; P total: suma de los 3 puntos de monitorizacién de agua de pozo.

Fuente: C6digo Alimentario Argentino [5]; Agencia Ambiental Europea [6].

a Se tom6 como referencia la norma de EEA, ya que no hay valores de referencia en el CAA para este indicador.

patégenos que pueden contaminar este recurso, Cuyo uso no es
nada mas y nada menos que el consumo humano, debido a que los
indicadores usados actualmente no revelan la presencia de estos
posibles peligros.

3.5. Otros elementos encontrados en el andlisis microscopico

Durante el analisis microscépico de las muestras se hallaron ele-
mentos diferentes a parasitos, que si bien no constituian el objeto de
estudio, cabe la mencién de esta informacion adicional al tratarse
de aguas de consumo humano.

Se han hallado microalgas, cuya cantidad y variedad de espe-
cies presentes en el agua esta en relaciéon con su contaminacién
quimica; se considera que cuanto mayor es la diversidad de espe-
cies presentes en el medio, las aguas son de mejor calidad en
cuanto a su polucién [45]. Sistematicamente todas las muestras
de agua de RV (2 de la estacion seca y 3 de la estaciéon himeda)
poseian amplia variedad de estos elementos. Esta situacién merece
un andlisis posterior considerando el lugar de toma y potabiliza-
cién de este recurso en esa localidad (Vaqueros), debido al tamafio
de los elementos encontrados en aguas que se distribuyen por la
red.

También se han encontrado rotiferos, organismos reconocidos
en la limnologia como componentes del microplancton, los que
se usan como bioindicadores en la vigilancia de la contamina-
cién porque son relativamente faciles de cultivar y sensibles a los
contaminantes [46]. El objetivo de la determinacién de su pre-
sencia es idéntico al de las microalgas, ambos son herramientas
de pruebas ecotoxicolégicas. Se han detectado en una de las 2
muestras tomadas durante la estacién seca en los puntos PS1 y
PV.

Si bien estos hallazgos merecen un estudio especial en las mues-
tras donde fueron encontrados nos cabe la pregunta: ;se trata de
aguas poco contaminadas quimicamente? Si la respuesta de los
expertos fuera positiva seria un punto muy a favor, que hablaria
de una buena calidad quimica de la fuente de captacién de esa agua
destinada a consumo e higiene humana.

4. Conclusiones

Los resultados han demostrado la poca relacién existente entre
la presencia de indicadores bacterianos de contaminacién en aguas,
segiin lo establecido por legislacién, y la presencia de elementos
patégenos tales como parasitos o virus. Hasta el 75% de las muestras
de agua de red y hasta el 100% de las de pozo que cumplian con la
normativa vigente contenian algiin patégeno no bacteriano.

Mientras se encuentra mayor concentracion de bacterias en la
ES, la situacién en relaciéon con los parasitos se presenta alainversa,
con mayor concentracién en la EH.

La fuente de agua (pozo o red) influye en la cantidad y diversi-
dad de la contaminacién, presentandose en los pozos mucha mayor
contaminacién bacteriana y la posibilidad de presencia de helmin-
tos.

Por otro lado, aunque en general las parasitosis mas comunes
transmitidas por el agua de consumo son la giardosis y la criptos-
poridiosis, se han encontrado elementos que constituyen elevado
peligro para la salud humana, tales como los huevos de ancilosto-
mideos.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo muestran
la necesidad imperiosa de actualizar la legislacion vigente, para
incluir también indicadores parasitarios que permitan certificar
la seguridad del agua de consumo para disminuir los riesgos de
enfermedades de hidrotransmisioén. En cuanto a la posibilidad de
inclusién de indicadores virales deberian realizarse mas estudios al
respecto, debido a que en el presente se detectd solo una muestra
positiva para adenovirus.
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