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A principios de los afios setenta y como resultado de un amplio estudio realizado en el
este de Africa sobre los sistemas de abastecimiento de agua de bebida a nivel domiciliario,
se estimd que aproximadamente unos 950 millones de personas, en aquel momento una
cuarta parte de la poblacién mundial, no disponian de suministros de agua de bebida
adecuados y seguros (White y col., 1972). Desde entonces, se han realizado numerosos
esfuerzos con el fin de resolver esta situacion, evidentemente relacionada con condiciones
de pobreza. Las Naciones Unidas designaron la década de los ochenta como Década
Internacional del abastecimiento y saneamiento del agua de bebida y plantearon, como uno
de los objetivos del presente milenio, reducir a la mitad el nUmero de personas que carecen
de acceso sostenible a agua potable y de servicios basicos de saneamiento para el afio 2015
(Naciones Unidas, 2000). Sin embargo, en la actualidad 884 millones de personas todavia
no tienen acceso a fuentes mejoradas de agua de bebida, localizdndose un 84% de esta
poblacion en zonas rurales (Figura 1). Ademas, 2600 millones de personas no disponen de
servicios de saneamiento (OMS/UNICEF, 2010).

T
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B Entre 22-51% B Entre 51-67% Entre 67-82% Entre 82-93% Entre 93-100% Sin datos
Figura 1. Mapa representativo de la poblacion con acceso a agua potable (OMS/UNICEF, 2010).

Como consecuencia de la ausencia de abastecimientos de agua de bebida y de
servicios de saneamiento adecuados, las enfermedades de transmision hidrica representan
uno de los problemas mas importantes de salud publica en los paises en vias de desarrollo.
Las enfermedades diarreicas de etiologia infecciosa se encuentran dentro del grupo de
enfermedades de origen infeccioso que ocasionan mayor morbilidad y mortalidad.
Anualmente y a nivel mundial, se estiman del orden de 4000 millones de casos de

enfermedad diarreica que originan 1,8 millones de muertes (Figura 2). La diarrea incide
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especialmente en la poblacion infantil y ademas de la elevada mortalidad que ocasiona (1,5
millones de muertes anuales en niflos menores de 5 afios) constituye una causa de
malnutricion, repercutiendo en el desarrollo fisico e incrementando la susceptibilidad a otras
infecciones (OMS, 2007).

4000 3963

2001

1798
1566

Muertes (mllones)

1272

1000
\\ 611
& > >
F ¥ &‘,\f

o "
o b G &

Figura 2. Principales enfermedades infecciosas responsables de altas tasas de mortalidad (OMS, 2007).

Los microorganismos patégenos transmitidos por el agua son predominantemente de
origen fecal. Entre los principales enteropatdgenos que afectan a la poblacidn infantil de los
paises en vias de desarrollo destacan: Aeromonas spp., Bacteroides fragilis
enterotoxigénico, Campylobacter jejuni, Clostridium difficile, Cryptosporidium parvum,
Escherichia coli enterotoxigénico y enteropatogénico, rotavirus, Shigella spp. y Vibrio
cholerae 01/0139. Todos ellos, excepto C. parvum, son facilmente controlables por
cloracién, aunque la recontaminaciéon del agua tratada es un importante problema afiadido
(Ashbolt, 2004).

Cryptosporidium es un género de protozoos parasitos que ocasionan la
cryptosporidiosis, una enfermedad diarreica autolimitada en personas inmunocompetentes
pero que puede cronificarse y ser mortal en enfermos inmunocomprometidos. Desde que se
reconocid su transmision hidrica (D’Antonio y col., 1985), se han descrito a nivel mundial
numerosos brotes de infeccidn relacionados con el consumo de agua de bebida, destacando
por su magnitud el ocurrido en Milwaukee (Estados Unidos) en 1993 y que afectd en torno a
403000 personas (Mac Kenzie y col., 1994). En la actualidad no existe un tratamiento
totalmente eficaz frente a la enfermedad (Thompson y col., 2005) y Cryptosporidium esta
considerado como uno de los microorganismos mas resistentes a los desinfectantes
habitualmente empleados (Figura 3) (Rutala y Weber, 2004). Recientemente y junto con

C. jejuni y rotavirus, Cryptosporidium ha sido seleccionado como uno de los patdgenos de



Introduccioén y Objetivo 5

referencia para la evaluacion de los métodos de tratamiento del agua de bebida a nivel
domiciliario (OMS, 2011).

| | | | ] | | O
Baja resistencia Alta resistencia

Figura 3. Clasificacion de microorganismos patdgenos en funcién de la resistencia que presentan a los
desinfectantes (extraida de Rutala y Weber, 2004).

La dramatica situacién que representa la ausencia de agua potable reclama el
desarrollo de un sistema econdémico y sencillo que permita tratar el agua de bebida. Una
estrategia para abordar este problema consiste en el empleo de la radiaciéon solar, un
recurso abundante, gratis y renovable en la mayoria de los paises en vias de desarrollo y
cuya actividad bactericida es conocida desde hace mas de un siglo (Downes y Blunt, 1877).
La desinfeccién solar del agua (SODIS) es una solucién simple, de bajo coste y
ambientalmente sostenible para el tratamiento del agua de bebida a nivel domiciliario. El
método consiste en rellenar botellas transparentes de plastico de tereftalato de polietileno
(PET) con agua contaminada y exponerlas al sol durante un tiempo minimo de 6 horas
antes de su consumo. En la actualidad, varios millones de personas utilizan la técnica
SODIS para mejorar la calidad microbiolégica del agua de bebida (EAWAG, 2011). Ademas,
y desde el afio 2005, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda su empleo en
situaciones de emergencia (OMS/UNICEF, 2005).

El objetivo del presente trabajo de investigacion es evaluar la eficacia del método
SODIS y el empleo de nuevas tecnologias en la desinfeccion solar del agua de bebida,

utilizando a Cryptosporidium como modelo de enteroparasito de transmision hidrica.
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1. TRATAMIENTO DEL AGUA DE BEBIDA A NIVEL DOMICILIARIO EN PAISES EN
VIAS DE DESARROLLO

La OMS estima que un 94% de los casos de enfermedad diarreica registrados en los
paises en vias de desarrollo se pueden prevenir aumentando la disponibilidad de agua apta
para el consumo y mejorando las condiciones de higiene y saneamiento. Con el fin de
mejorar la calidad microbioldgica del agua de bebida a nivel domiciliario, este organismo
internacional recomienda el empleo de alguno de los siguientes métodos: i) la ebullicidn;
ii) la cloracioén; iii) la filtracion; iv) la floculacién/desinfeccién; y v) el método SODIS. Todos

ellos estan comercializados, a excepcion del primero y el Ultimo (OMS, 2007).

La ebullicién, quizds el método mas antiguo de desinfeccion del agua de bebida a
nivel domiciliario (Sobsey, 2002), es también uno de los mas efectivos si se aplica
correctamente, ya que destruye o inactiva todas las clases de patégenos hidricos,
incluyendo esporas bacterianas y quistes de protozoos, formas altamente resistentes a los
desinfectantes quimicos (Block, 2001). Ademas, mientras que otros métodos pueden estar
influidos por la turbidez del agua y la presencia de ciertos compuestos quimicos, estas
condiciones no afectan a la eficacia de la ebullicién. Se estima que mas de 350 millones de
personas lo utilizan a nivel mundial, aunque su practica se restringe a ciertas regiones
geograficas. Asi, se calcula que un 4,9% de las poblaciones rurales pertenecientes a 17
paises de Africa lo emplean para tratar el agua de bebida. Porcentajes superiores se
estiman en Latinoamérica y en paises del Caribe (20,4%), en el sudeste de Asia (21,2%),
en Centroeuropa (34,8%) y en la region del Pacifico Oeste (68,3%) (Clasen, 2009). Sin
embargo, la ebullicion presenta una serie de desventajas que pueden limitar su aplicacion
como método rutinario para el tratamiento del agua de bebida: i) la no disponibilidad y el
elevado coste del combustible; ii) el empleo de madera, carbéon u otro tipo de biomasa
como fuente de energia, cuya obtencion no sélo contribuye a la deforestacion (se estima
que un kilo de madera es necesario para hervir un litro de agua) sino que requiere una
inversion en tiempo y energia (Davis y Lambert, 2002); vy iii) el riesgo que para la salud
puede suponer la generacion de emisiones tdxicas como consecuencia de su aplicacién en el
interior de las casas, generalmente cerradas o con escasa ventilacion (Rehfuess y col.,
2006).

La capacidad de los desinfectantes quimicos para inactivar patdgenos presentes en el
agua y reducir de esta forma la transmision de enfermedades infecciosas ha sido conocida
desde la comprobacién de la teoria microbiana de la enfermedad a mediados del siglo XIX.
Sin embargo, no fue hasta finales de este siglo y principios del siglo XX cuando se reconocid
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al cloro como un desinfectante eficaz, practico y asequible, siendo, actualmente, el agente
mas utilizado en la desinfeccion del agua de bebida ya que presenta una elevada eficacia
frente a la practica totalidad de patdgenos hidricos, con la excepcion de Cryptosporidium
spp. y Mycobacterium spp. (Sobsey, 1989).

En paises en vias de desarrollo y para el tratamiento del agua de bebida a nivel
domiciliario, la especie quimica mas utilizada es el hipoclorito sdédico por su mayor facilidad
de almacenamiento y dosificacion. Numerosos estudios han demostrado que la cloracion,
junto con el almacenamiento del agua en recipientes especiales que disminuyen el riesgo de
contaminaciéon externa, mejora significativamente la calidad microbiolégica del agua y
disminuye la incidencia de enfermedades diarreicas en aproximadamente un 20-40%
(Sobsey, 2002). Una alternativa al hipoclorito sédico son las tabletas de dicloroisocianurato
sodico, ampliamente utilizadas desde hace décadas en la desinfeccion de agua a nivel
industrial, comercial, doméstico e incluso recreacional. A partir de los afios ochenta, estos
comprimidos efervescentes se utilizan en situaciones de emergencia, y, desde el afio 2004 y
previa revisién por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (USEPA), la
OMS vy la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
han establecido su empleo rutinario en el tratamiento del agua de bebida al presentar
ciertas ventajas en términos de seguridad, vida media, coste y facilidad de aplicaciéon (OMS,
2004; Clasen y Edmondson, 2006). Estudios de campo demostraron que estas tabletas son
bien aceptadas por la poblaciéon y que mejoran la calidad microbioldgica del agua de bebida
(Clasen y col., 2007). Sin embargo, en un reciente estudio sobre el impacto en la salud
derivado del empleo de estas tabletas y de sistemas de almacenamiento del agua de bebida
realizado en una zona periurbana de Ghana, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de poblacion que utilizd el desinfectante y el grupo control, a
pesar de que el tratamiento con dicloroisocianurato sédico mejoré sustancialmente la
calidad microbiolégica del agua de bebida. Los autores sugieren que la ausencia de
beneficios en la salud pudo deberse, entre otras causas, a la utilizacién del sistema de
almacenamiento de agua o a una incidencia de las enfermedades diarreicas de etiologia

infecciosa menor a la esperada durante el periodo de estudio (Jain y col., 2010).

La filtracion es otra metodologia antigua y ampliamente utilizada que elimina
particulas en suspension y al menos algunos microorganismos presentes en el agua. La
eficacia de estos métodos en la reduccién de los microorganismos varia ampliamente,
dependiendo del tipo de microorganismo y de la naturaleza y la calidad del medio filtrante o
sistema utilizado, ya que a menudo influyen factores locales. Existen una gran variedad de
medios y procesos de filtracion para el tratamiento del agua de bebida a nivel domiciliario.
De todos ellos, los mas utilizados son los filtros de ceramica vy los filtros biolégicos de arena
(Sobsey, 2002).
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Los filtros de ceramica, utilizados ya desde la antigiedad y citados por Aristoteles
(384-322 a. C.), tal como hoy los conocemos datan del siglo XVIII (Baker, 1948). Los filtros
pueden fabricarse localmente a partir de varios tipos de arcilla y materiales organicos, como
serrin o cascara de arroz. Estos materiales se mezclan y a continuacion se da forma a una
vasija que se deja secar y se somete a un proceso de coccidén a distintas temperaturas con
el fin de obtener tamafios de poro diferentes, consecuencia de la calcinacion del material
organico. Ademas, se les puede aplicar una solucion coloidal de nitrato de plata para
inactivar diversos patdgenos, incluyendo bacterias y en menor medida virus (Lara y col.,
2011), que pasan a través de los poros del filtro, o bien limitar el crecimiento bacteriano
dentro del propio filtro (Bielefeldt y col., 2009). Las vasijas, una vez elaboradas, se asientan
en recipientes de ceramica o material plastico de 20-30 litros de capacidad que disponen de
un grifo en la parte inferior. El agua atraviesa el filtro por gravedad y cae en el recipiente
inferior, del cual se toma para su uso. Se considera que existen dos mecanismos principales
por los cuales se consigue reducir la contaminacién microbioldgica del agua. La filtracién,
tanto como resultado del tamano de poro del propio filtro como de la capa de sedimentos
gue se van acumulando sobre el filtro, elimina microorganismos de mayor tamafio como
protozoos y algunas bacterias. Ademas, ciertas bacterias y virus pueden ser eliminados
mediante procesos de adsorcion (Bielefeldt y col., 2009). Diversos estudios a escala de
laboratorio, realizados con filtros de ceramica fabricados en diversos paises en vias de
desarrollo, han demostrado eficacias del 82-100% en la eliminacién de patégenos hidricos.
Sin embargo, en trabajos de campo se comprobé una menor eficacia en la filtracién, e
incluso, en algunos casos se observo una mayor contaminacion en el agua tratada como
consecuencia de un mantenimiento deficiente del sistema (Bielefeldt y col., 2009, 2010;
Brown y Sobsey, 2010). No obstante, varios estudios en los que se evaluo el impacto en la
salud han reportado una disminucion en el desencadenamiento de procesos diarreicos en la
poblacion durante aquellos periodos en los que se utilizaron filtros de ceramica para el
tratamiento del agua de bebida (Clasen y col., 2004, 2005, 2006; Brown y col., 2008; du
Preez y col., 2008).

Por otra parte, los filtros bioldgicos de arena empleados en el tratamiento del agua de
bebida a nivel domiciliario son una adaptacion de los filtros lentos de arena utilizados
durante mas de un siglo en los sistemas de tratamiento de aguas (Hijnen y col., 2004). En
la década de los noventa, el Dr. David Manz de la Universidad de Calgary desarrolld el
primer filtro bioldgico de arena con el fin de mejorar la calidad del agua de bebida en
comunidades rurales carentes de acceso a agua apta para el consumo (Lee, 1991; Manz y
col., 1993). Desde entonces, numerosos grupos de poblaciéon han optado por este sistema
para mejorar la calidad microbiolégica del agua de bebida en paises en vias de desarrollo,

estimandose en unos 200000 los suministrados en 70 paises durante el afio 2009 (CAWST,



12 Revision Bibliografica

2010). El sistema consiste en una camara hueca de hormigén o plastico que se estrecha
ligeramente en la parte inferior. En el fondo de la cdmara existe una capa drenante de
grava que se cubre con otra de separacion constituida por gravilla y una lamina filtrante de
arena. Aproximadamente, a unos 5 cm de la ldmina de arena, existe un filtro difusor cuya
finalidad es mantener intacta la superficie de la capa de arena cuando se adiciona agua al
sistema. Consta también de un tubo de vaciado que recoge el agua del fondo de la camara,
la asciende verticalmente y la descarga en un recipiente exterior colocado a una altura
comprendida entre el filtro difusor y el limite superior de la ldmina de arena, permitiendo
asi el mantenimiento de una pelicula de agua sobre su superficie que previene el secado de
la [damina filtrante de arena. Durante un ciclo de 24 horas, y tras incorporar agua en la parte
superior de la cdmara (aproximadamente 20 1), la carga hidraulica empuja el agua hacia
abajo a través de la capa de filtracion de arena hasta llegar a la capa de drenaje de grava,
donde es recogida por el tubo de salida y descargada en ultima instancia en el recipiente
externo. El caudal disminuye a medida que desciende el nivel del agua en la cdmara
filtrante, cesando cuando se igualan ambos niveles. Debido a que la capa filtrante de arena
permanece sumergida, en la parte superior de ésta y transcurrido un periodo de una a dos
semanas, se desarrolla una zona biolégicamente activa (1-2 cm) en donde los granos de
arena se recubren de biofilm (CAWST, 2010).

Los microorganismos patdgenos y particulas en suspensién presentes en el agua
sometida a tratamiento se eliminan mediante una combinacion de procesos fisicos y
biolégicos que tienen lugar en la zona biolégicamente activa de la ldmina filtrante de arena:
i) retencién mecanica o filtracion propiamente dicha, en la que los patdgenos y particulas en
suspension se retienen en los espacios existentes entre los granos de arena; ii)
depredacion, los microorganismos presentes en la zona bioldgicamente activa se alimentan
de otros presentes en el agua; iii) adsorcidn, los microorganismos se adhieren bien entre si,
o bien a las particulas en suspension presentes en el agua y/o a los granos de arena; y iv)
muerte natural, los microorganismos se mueren al no disponer de suficientes nutrientes y

oxigeno para sobrevivir en la ldamina filtrante de arena (CAWST, 2010).

Diferentes estudios realizados tanto en el laboratorio como en el campo demostraron
una mejor calidad microbiolégica del agua de bebida tras el empleo de este sistema de
filtracién. Asi, se comprobdé una reduccion del 70,00-99,99% en las concentraciones
bacterianas y viricas en funcidon del estado de desarrollo del biofilm, el tiempo de muestreo
y la especie de microorganismo analizada (Buzunis, 1995; Stauber y col., 2006;
Baumgartner y col., 2007; Elliott y col., 2008). Ademas, estos sistemas consiguen eliminar
el 100% de los quistes de Giardia intestinalis y el 99,88% de los ooquistes de
Cryptosporidium sp. (Palmateer y col., 1999). Por otra parte, y como resultado de los
estudios de evaluacion de impacto en la salud realizados en la Republica Dominicana y en
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Kenia, se estimd que la utilizacidon de los filtros bioldgicos de arena reduce, al menos en un
20%, la frecuencia de enfermedad diarreica en todos los grupos de edad, incluyendo nifos
menores de 5 anos (Stauber y col., 2006; Tiwari y col., 2009).

La combinacidon de procedimientos de coagulacion/floculacion, filtracidon y cloracion se
utiliza frecuentemente en los paises industrializados para el tratamiento de aguas,
especialmente de aguas superficiales, destinadas al consumo humano (LeChevallier y Au,
2004). Sin embargo, su introduccion a nivel domiciliario es dificil debido a la complejidad de
estos procesos. Hace aproximadamente dos décadas, se desarrollaron en Sudafrica unas
tabletas comerciales conteniendo cloro en forma de halazone o dicloroisocianurato sddico y
agentes floculantes (sulfato de aluminio u otros agentes no especificados), que se evaluaron
y promovieron para el tratamiento del agua a nivel comunitario o doméstico, asi como
también en situaciones de emergencia. Actualmente, estos productos estan comercializados
e indicados para tratar distintos volimenes de agua en situaciones de emergencia,
operaciones militares y actividades recreacionales, ya que reducen drasticamente la
contaminacién microbioldgica (virus, bacterias y protozoos). Sin embargo, su empleo no
estd muy extendido en paises en vias de desarrollo por lo que no existen estudios
epidemioldgicos sobre la eficacia de dichos sistemas en la reduccidn de las enfermedades
diarreicas de transmision hidrica (Kfir y col., 1989; Rodda y col., 1993; Powers y col.,
1994). Desde 1995, los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de
Estados Unidos y la compafiia Protec & Gamble Co. (Cincinnati, Ohio, Estados Unidos) han
colaborado estrechamente en el desarrollo y evaluacion de estrategias con el fin de obtener
agua de bebida segura de una forma econdmica y practica en paises en vias de desarrollo.
Fruto de esta cooperacién fue el desarrollo de un nuevo producto que incluye sulfato férrico
como floculante e hipoclorito calcico como desinfectante, reactivos comunmente utilizados
en las estaciones de tratamiento de aguas potables (PGR®, Protec & Gamble Co.). Dicho
producto se formuld para su uso individual en sobres de 4 g. El contenido del sobre se
vierte sobre el agua a tratar (10 |) y se mezcla durante 5 minutos. A continuacion, el agua
se filtra a través de un tejido y se deja reposar durante 20 minutos, permitiendo asi la
accion desinfectante del hipoclorito calcico antes de su consumo. Diversos estudios
realizados a escala de laboratorio demostraron su alta eficacia no sélo en la eliminacién de
virus, bacterias y protozoos, sino también en la de metales pesados, ademas de mejorar el
aspecto del agua al disminuir la turbidez de la misma (Rangel y col., 2003; Souter y col.,
2003). Por otra parte, estudios de campo llevados a cabo en Guatemala, Kenia, Liberia y
Pakistan demostraron que este método de floculacién/desinfeccién reduce la incidencia de
las enfermedades diarreicas en un porcentaje comprendido entre el 17-92%, tanto en
adultos como en nifios (Reller y col., 2003; Crump y col., 2004, 2005; Chiller y col., 2006;
Doocy y Burnham, 2006).
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2. EL METODO SODIS

2.1. Breve reseiia historica

Textos griegos y sanscritos datados hace mas de 6000 afios incluyen
recomendaciones sobre el empleo de la filtracion, la ebullicién y la exposicidén a la luz solar
para mejorar el aspecto del agua de bebida (OMS, 2003). Sin embargo, la accion
bactericida de la luz solar fue inicialmente descrita en 1877 por Downes y Blunt, quienes, de
forma casual, observaron la ausencia de turbidez (consecuencia del crecimiento bacteriano)
en soluciones acuosas azucaradas expuestas a la radiacion solar en el alfeizar de una
ventana, a diferencia de aquellas mantenidas alejadas de la claridad (Downes y Blunt,
1877). Un siglo mas tarde, el profesor Aftim Acra, del Departamento de Ciencias
Ambientales de la Universidad Americana de Beirut, llevd a cabo investigaciones especificas
sobre la desinfeccidn solar del agua en la década de los setenta. Junto con su equipo, Acra
realizd estudios en condiciones naturales para evaluar el efecto de la radiacion solar sobre
la calidad del agua utilizada en la elaboracién de soluciones orales de rehidratacion. Entre
sus hallazgos destacan la comprobaciéon de que E. coli es mas resistente a la luz solar que
otras bacterias entéricas, siendo por tanto, un indicador (til para estas investigaciones, y el
planteamiento de la hipdtesis de que el efecto desinfectante del sol podria deberse a la
radiacion ultravioleta A (UV-A) (Acra y col., 1984).

Los trabajos de Acra y colaboradores alentaron a la Asociacion de Sistemas
Integrados de Energia Rural (INRESA), dependiente de la Universidad de las Naciones
Unidas, a promover en 1985 un amplio programa para divulgar y desarrollar esta
tecnologia. En colaboracion con diversas instituciones de Colombia, Egipto, Nigeria, Peru y
Sri Lanka se llevaron a cabo estudios de campo, cuyos resultados y conclusiones se
presentaron en un seminario celebrado en Montreal en 1988. Entre los principales hallazgos
del proyecto destacan: i) la confirmacidn cualitativa de los resultados obtenidos por Acra y
colaboradores; ii) la comprobacion de que la desinfeccidon solar del agua es efectiva si la
intensidad de radiacién solar supera los 500 W/m? durante 5 horas y siempre que la
contaminacién del agua no exceda de 1000 coliformes fecales/100 ml; vy iii) la observacion
de que la temperatura del agua comprendida entre 12-40 °C no influye significativamente
en la inactivacion bacteriana (Lawand y col., 1988). Posteriormente, Acra y col. (1990)
comprobaron una mayor resistencia de otros microorganismos a la radiacién solar
(Streptococcus faecalis); la influencia del origen y de la concentracidon bacteriana en la
eficacia desinfectante; y la ausencia de crecimiento de fitoplancton en el interior de los
contenedores utilizados en sus investigaciones.
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En 1991, un equipo multidisciplinar del Instituto Federal Suizo de Ciencia y Tecnologia
del Agua (EAWAG), actualmente centro de referencia mundial del método SODIS, inicié un
amplio proyecto experimental y en condiciones de campo para evaluar la potencial
aplicacion de la técnica SODIS. Como resultado de las investigaciones realizadas se
concluyé que la radiacion UV-A es responsable de la inactivacion de los microorganismos
presentes en el agua y que una dosis de radiacién de aproximadamente 2000 kJ/m? o de
555 W/m? es necesaria para lograr una reduccién del crecimiento de E. coli en 3 unidades
logaritmicas en agua a temperaturas de 20 y 40 °C. Ademas, la misma dosis de radiacion
reduce de forma similar al bacteriéfago f2 y a una cepa de rotavirus, por lo que estos
microorganismos pueden ser utilizados como indicadores de inactivacién de bacterias y
virus en el agua. También, se comprobd un fuerte efecto sinérgico entre la luz UV-A y la
temperatura cuando ésta alcanza o supera los 50 °C, asi como un efecto negativo a medida
que aumenta la concentracién de materia organica en suspension (Wegelin y col., 1994).

Durante los afios siguientes, el Departamento del Agua y Saneamiento en Paises en
Vias de Desarrollo (SANDEC) del EAWAG, estudid la aceptacion sociocultural, la aplicabilidad
y la posibilidad de financiacion del método SODIS mediante proyectos de demostracion en
comunidades de Bolivia, Burkina Faso, China, Colombia, Indonesia, Tailandia y Togo. En el
afno 2005, la OMS recomendo el empleo del método SODIS en situaciones de emergencia
(OMS/UNICEF, 2005) y, desde 2007, se incluye junto con la ebullicién, la cloracién, la
filtracién (filtros de ceramica/arena) y la floculacién/desinfeccién entre los métodos
aconsejados por la OMS para el tratamiento del agua de bebida a nivel domiciliario en
paises en vias de desarrollo (OMS, 2007). En la actualidad, el método SODIS ha sido
introducido en 34 paises y se estima en varios millones el nimero de personas que lo
utilizan habitualmente para mejorar la calidad microbioldgica del agua que consumen (Tabla
1) (EAWAG, 2011; Fundacién SODIS, 2011).

2.2. Aspectos técnicos de la desinfeccion solar del agua de bebida

La desinfeccion solar del agua se basa en dos componentes de la luz solar: la
radiacion UV-A con efecto germicida y la radiacion infrarroja que provoca una elevacién de
la temperatura generando un efecto de pasteurizacién cuando se alcanzan los 45-50 °C. La
combinacién de ambos efectos produce una sinergia que incrementa la eficacia del proceso
(Wegelin y col., 1994).

La luz solar, en el mas amplio sentido, es el espectro total de la radiacidon
electromagnética proveniente del sol y puede ser dividido en cinco regiones en orden
creciente de longitud de onda (Naylor y Farmer, 1995):
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- UV-C (rango 100-280 nm), radiacion que no alcanza la superficie terrestre al ser absorbida por
el oxigeno y el ozono de la atmdsfera.

- UV-B (rango 280-320 nm), radiacion parcialmente absorbida por la capa de ozono, recibiendo la
superficie terrestre un porcentaje minimo que puede originar lesiones a nivel cutaneo.

- UV-A (rango 320-400 nm), radiacion tradicionalmente considerada menos dafina, utilizdndose
en ciertos tratamientos estéticos y terapéuticos.

- Luz visible (rango 400-700 nm), radiacion percibida por el ojo humano.

- Luz infrarroja (rango 700-10° nm), se trata de la radiacién responsable del calentamiento que
proporciona el sol.

La radiacion solar puede inactivar los microorganismos presentes en el agua mediante
tres mecanismos: i) la radiacion UV-A inhibe la replicacion del ADN celular como
consecuencia de la formacién de dimeros de timina al inducir uniones covalentes entre
bases adyacentes (Acra y col., 1984; Reed, 1997). Ademas, la reparacion incorrecta de
estos dimeros puede ocasionar mutaciones (Raven y Johnson, 1999); ii) la absorcién de la
radiacion UV por la materia orgdnica natural disuelta en el agua induce reacciones
fotoquimicas que conducen a la formacion de especies de oxigeno altamente reactivas
(ROS) como superdxidos (0z7), perdxidos (0,72) vy radicales hidroxilo (OH') que producen
dafios en los microorganismos debido a la oxidacidon de los componentes celulares (Stumm
y Morgan, 1995; Reed, 1996 y 1997; McGuigan y col., 1998); y iii) el agua absorbe
intensamente la radiacion infrarroja generando un aumento de la temperatura que puede
actuar desnaturalizando las proteinas y ser letal (Brock y col., 2000).

2.3. ¢D6nde se puede aplicar el método SODIS?

La eficacia de la técnica SODIS depende principalmente de la cantidad de luz solar
disponible ya que la radiacion solar se distribuye de manera irregular y su intensidad varia
de una zona geografica a otra en funcidn de la latitud, la estacion del afio y la hora del dia.
La variacidn estacional depende de la latitud y es la principal responsable del clima de la
region. Las zonas mas préximas a la linea ecuatorial experimentan una menor variacion
anual en la intensidad de radiacién que las regiones del hemisferio norte o sur. Ademas, la
intensidad solar también esta sujeta a variaciones diurnas como consecuencia de la posible
nubosidad. Asi, al aumentar ésta, la intensidad de la radiacion solar disminuye, de tal forma
gue en un dia completamente nublado se reduce practicamente a un tercio de la intensidad
registrada en dias despejados. Ademas, las caracteristicas topograficas pueden originar
zonas microclimaticas con radiacion solar y temperaturas insuficientes. De esta forma,
ciertas areas montafiosas presentan a menudo y como consecuencia de la orografia,
nubosidad abundante y bajas temperaturas (SANDEC, 2011).
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Tabla 1. Relacion actual de paises y nimero de usuarios del método SODIS (obtenida de EAWAG,
2011; Fundacién SODIS, 2011).
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Las regiones mas favorables para aplicar el método SODIS se ubican entre las
latitudes 15 y 35° N, asi como 15 y 35° S. Estas zonas semiaridas se caracterizan por la
gran cantidad de radiacion solar que reciben debido a la escasa nubosidad y poca
precipitacion (menos de 250 mm de precipitacion y generalmente mas de 3000 horas
anuales de luz solar). Otra zona favorable se encuentra entre las latitudes 15° Ny 15° S. La
cantidad de radiacidn es alta (unas 2500 horas anuales de luz solar) a pesar de la elevada
humedad y frecuente cobertura nubosa de estas zonas. Es importante sefialar que la
mayoria de los paises en vias de desarrollo se localizan entre las latitudes 35° N y 35° S
(Figura 4) (SANDEC, 2011).

45°
35°

15°

15°

350
450

Muy favorable Moderadamente Poco favorable Muy poco favorable
favorable

Figura 4. Mapa representativo de las regiones geograficas en las que la radiacidon solar incidente

determina la aplicacién del método SODIS.

2.4. Procedimiento de aplicacion del método SODIS

El centro de referencia mundial del método SODIS recomienda seguir la siguiente
pauta de actuacién (Figura 5) (EAWAG, 2011):

- Verificar que las condiciones climéaticas son adecuadas para la realizacion de la técnica SODIS.

- Disponer de botellas de plastico PET de hasta 2 | de capacidad. Idealmente deberian exponerse al sol
al menos dos botellas por cada miembro de la familia, mientras que otras dos botellas deben estar

preparadas para el consumo.

- Comprobar el estado del tapdn y que las botellas sean herméticas.
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- Elegir un soporte adecuado para exponer las botellas.
- El agua debe ser suficientemente clara [turbidez menor de 30 unidades nefelométricas (UNF)].

- Por lo menos dos miembros de la familia deben estar capacitados en la aplicacion de la técnica SODIS,
siendo uno de ellos responsable de exponer las botellas al sol.

- Reemplazar las botellas viejas o rayadas.

- Si la nubosidad es abundante, las botellas se deberan exponer durante dos dias consecutivos.

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Y

Lavar bien |a botella antes de Rellenar 3 de Colocar las botellas sobre una Exponer las botellas al sol desde Dejar enfriar el agua
usarla por primera vez la botella con malla metdlica de color negro la mafiana hasta la tarde durante y ya esta lista para su
agua, agitar o bien ponerlas sobre el tejado al menos 6 horas consumo
durante 20
segundos,
terminar de

rellenarla
completamente
y cerrar con el
tapon

Figura 5. Representacion grafica del procedimiento de aplicacion del método SODIS (adaptado de
Fundacién SODIS, 2011).

2.5. Factores limitantes de la eficacia del método SODIS

Ademas de los factores climaticos, es necesario tener en cuenta que las particulas
suspendidas en el agua limitan la penetracién de la radiacién solar e impiden que los
microorganismos sean irradiados. Por tanto, la eficacia del método SODIS se reduce
considerablemente en aguas turbias, recomendandose un agua relativamente clara con un
valor maximo de turbidez de 30 UNF. Si la turbidez del agua fuese superior a este valor,
seria necesario someterla a un pretratamiento mediante métodos de decantacion, filtracion

y/o floculacién/sedimentacion (OMS, 2007).

Por otra parte, la técnica SODIS es mas eficaz en aguas con altos niveles de oxigeno.
Con anterioridad, se comentd que la luz solar produce ROS que interfieren con ciertas

estructuras celulares provocando la muerte celular. Por ello, se aconseja la aireacion del
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agua mediante la agitacién vigorosa del envase durante 20-30 segundos una vez que se ha

llenado en sus tres cuartas partes y antes de exponerlo al sol (EAWAG, 2011)

Por lo que respecta al tipo de recipiente utilizado, existen varios materiales plasticos
transparentes que son buenos transmisores de la luz en el rango de las radiaciones UV-A 'y
visible del espectro solar. Se recomienda el empleo de botellas PET ante las siguientes
ventajas: ligereza, sabor neutro, transparencia, relativa resistencia y estabilidad quimica,
ademas de contener muchos menos aditivos que otras botellas de plastico como son las
constituidas por cloruro de polivinilo (PVC) (EAWAG, 2011).

Debido al envejecimiento de las botellas de plastico o ante la presencia de ralladuras,
se reduce la transmision de la radiacidn UV lo que ocasiona una menor eficacia del método
SODIS, por lo que se aconseja reemplazarlas por otras nuevas cada 6 meses (EAWAG,
2011). Ademas y como consecuencia de su reutilizacion, se pueden producir reacciones
fotoquimicas que ocasionan cambios en las propiedades quimicas del plastico,
representando un potencial riesgo para la salud humana. Sin embargo, Wegelin y col.
(2001) comprobaron, en trabajos realizados en el laboratorio y bajo condiciones de campo,
que los fotoproductos se generan en la superficie de las botellas por lo que no entran en
contacto con el agua. Ademas, recientes estudios demostraron que, durante los tiempos de
exposicion recomendados y a pesar de las temperaturas alcanzadas en el interior de las
botellas PET, no se generan productos toxicos (antimonio, acetaldehidos, adipatos y
ftalatos) y las concentraciones de formaldehido detectadas durante la aplicacién del método
SODIS son inferiores al valor limite establecido en la legislacion (Montuori y col., 2007;
Schmid y col., 2008; Westerhoff y col., 2008).

2.6. El empleo del método SODIS y su impacto en la salud

En estos ultimos 15 afios, diversos estudios experimentales realizados bajo
condiciones simuladas o naturales y empleando virus, bacterias, protozoos, hongos e
incluso nematodos demostraron que la radiacion solar reduce significativamente la
contaminacién biolégica del agua al inactivar los microorganismos presentes en la misma
(Tabla 2). Sin embargo, son escasos los datos disponibles y derivados de ensayos de campo
en los que se demuestra que dicho descenso en los niveles de contaminacion microbioldgica

repercute en un menor riesgo de enfermedad para la poblacion.
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Tabla 2. Relacion de microorganismos evaluados en la desinfeccion solar del agua bajo condiciones

simuladas o naturales de radiacién solar.

Microorganismo

Radiacién solar

Referencia

E. coli

Simulada

Joyce y col., 1996

Salmonella typhimurium

Simulada

Smith y col., 2000

Shigella dysenteriae tipo 1

Simulada

Kehoe y col., 2004

Acanthamoeba polyphaga (trofozoitos)
Bacillus subtilis

Candida albicans

E. coli

Fusarium solani

Pseudomonas aeruginosa

Simulada

Lonnen y col., 2005

A. polyphaga (quistes)

Poliovirus tipo 2

Simulada

Heaselgrave y col., 2006

Giardia muris

Simulada

McGuigan y col., 2006

C. parvum

Natural

Méndez-Hermida y col., 2007; King y col., 2008

C. parvum

Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
G. intestinalis

Microsporidia spp.

Natural

Gaafar, 2007

B. subtilis

C. jejuni

E. coli enteropatogénico
Staphylococcus epidermidis

Yersinia enterocolitica

Natural

Boyle y col., 2008

Acanthamoeba castellanii
Ascaris lumbricoides (huevos)
C. parvum

E. histolytica

G. intestinalis

Naegleria fowleri

Simulada

Heaselgrave y Kilvington, 2011
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El primer trabajo en el que se demostré una asociacion entre la desinfeccién solar del
agua y una reduccion significativa del riesgo de padecer enfermedad diarreica fue realizado
en Kenia por Conroy y col. (1996). En dicho trabajo se llevé a cabo el seguimiento, durante
un periodo de 4 meses, de 206 nifos de la etnia Masai con edades comprendidas entre 5-16
afios. Se comprobd que los nifios que consumieron agua que habia sido sometida al método
SODIS tuvieron aproximadamente un 20% menos de riesgo de padecer episodios
diarreicos. Posteriormente, los mismos autores realizaron un estudio en 349 nifios menores
de 6 afios pertenecientes a la misma etnia y observaron una reduccion de la enfermedad
diarreica del 16% en aquel grupo que consumioé agua que habia sido expuesta al sol
(Conroy y col., 1999). También, estos investigadores demostraron que el método SODIS
ofrecié una proteccién frente al célera en nifios menores de 6 afos (Conroy y col., 2001).

Hobbins (2003), miembre del Instituto Tropical y de Salud Publica Suizo, evalud el
impacto en la salud del método SODIS en un total de 204 nifios menores de 5 afios de un
area rural del Departamento de Cochabamba (Bolivia). A pesar de que algunos nifios
consumieron agua que no habia sido tratada, el autor comprobd que la aplicacion del
método redujo en un 40% el riesgo de padecer diarrea. Ademas, se estimd una reduccion
de un episodio de enfermedad diarreica por nifio y afio. Sin embargo, en un estudio
posterior en el que participaron 725 nifios menores de 5 afos pertenecientes a 425
domicilios de 22 comunidades rurales del mismo departamento boliviano, se observé una
menor reduccién en los procesos diarreicos (19%). Dicho descenso no fue estadisticamente
significativo, quizds debido al bajo cumplimiento de las normas de aplicacién del método
SODIS por parte del grupo participante (32,1%) (Mausezahl y col., 2009). La interpretacion
de estos resultados sugiere que una aceptacién limitada del método SODIS, consecuencia
de un fallo en las intervenciones dirigidas a promocionarlo o bien una eleccién equivocada
en la pauta de evaluacion, pueden ser los factores responsables de la ausencia de
beneficios en la salud (Bhutta, 2009).

En un estudio realizado en poblacién infantil menor de 5 afos residente en los
suburbios de la ciudad de Vellore (sudeste de la India) y, a pesar de que el 86% de los
participantes consumieron también agua que no habia sido expuesta a la radiacién solar, se
comprobd que el riesgo de padecer enfermedad diarreica se redujo en un 40% (Rose y col.,
2006). En una poblacién similar de la ciudad de Jorethang (nordeste de la India) también se
demostré una reduccion del 76% en los procesos diarreicos en aquellos nifios que

consumieron agua tratada mediante el método SODIS (Rai y col., 2010).

En Camerun, se realizd un amplio estudio en el que se incluyeron 2911 domicilios con
nifos menores de 5 afios de edad. Se observé que la prevalencia de las enfermedades
diarreicas descendio tras la utilizacion del método SODIS de un valor inicial del 34,3% a un
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22,8% (31,8% en el grupo control). Ademas, se comprobd que en aquellos domicilios en los
que se cumplieron rigurosamente las normas del estudio, la prevalencia de enfermedades
diarreicas en poblacién infantil disminuyé al 18,3% y el riesgo de su padecimiento se redujo
en un 42,5% (Graf y col., 2010). De esta forma, du Preez y col. (2010) en un estudio
realizado en Sudafrica comprobaron que existe una reduccion estadisticamente significativa
en la prevalencia de los procesos diarreicos soélo en aquellos domicilios con una alta
motivacion y compromiso en el empleo del método SODIS, concluyendo que estos son
factores determinantes para valorar los beneficios en la salud (porcentaje de reduccion del
74%).

Recientemente, McGuigan y col. (2011) estudiaron los efectos de la desinfeccion solar
del agua de bebida en la incidencia de procesos diarreicos en 928 nifios de edades
comprendidas entre los 3-5 afos de edad y pertenecientes a 782 domicilios de varias
comunidades rurales del sudeste de Camboya. Los autores observaron un alto grado de
motivacion en los participantes (el 95% de los mismos mostraron un compromiso elevado)
y comprobaron que el método SODIS redujo en un 50% el riesgo de padecer episodios de
diarrea disentérica, e incluso en un mayor porcentaje en el caso de diarrea no disentérica.
También, du Preez y col. (2011) evaluaron la influencia del método SODIS en 1089 nifios
de edades comprendidas entre los 6 meses y los 5 afios residentes en 765 domicilios de
comunidades rurales y peri-urbanas de Nakuru (Kenia). Se comprobd que aquellos nifios
gue consumieron agua tratada mediante el método SODIS presentaron de forma
estadisticamente significativa un menor riesgo de padecer enfermedad diarreica, tanto
disentérica como no disentérica. Ademas, se observé que los usuarios del método SODIS

presentaban una mayor estatura y peso corporal con respecto a los no usuarios.

Finalmente, es necesario sefialar que cualquier tipo de promocién del método SODIS
lleva asociado el fomento de medidas higiénicas apropiadas entre los participantes, debido a
que la falta de higiene es un factor de riesgo para el padecimiento de enfermedades
diarreicas. Asi, Graf y col. (2010) comprobaron que los usuarios del método SODIS
presentan de forma estadisticamente significativa unas mejores condiciones higiénicas tanto
personales como domésticas que los no usuarios. Por lo tanto, es dificil diferenciar los
beneficios aportados por la aplicacion del método SODIS de los debidos a la instauracion de
medidas higiénicas adecuadas en el hogar, ya que ninguno de los estudios en los que se
evalud el método SODIS es de tipo doble ciego.
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2.7. Mejoras tecnoldogicas del método SODIS

Con el fin de mejorar la eficacia de la técnica SODIS, en estos ultimos afios se ha
abordado el estudio de diferentes sistemas tecnoldégicos mediante un mejor
aprovechamiento de los recursos y/o acelerando los procesos que culminan en la

inactivacion de los microorganismos presentes en el agua.

2.7.1. Colectores solares: concentradores parabdlicos compuestos (CPC)

Cuando las botellas PET se exponen al sol, tan sélo la parte superior es iluminada, por
lo que una importante fraccion de la radiacion solar incidente no alcanza la totalidad del
agua expuesta, impidiendo que los microorganismos sean irradiados. Recientemente, se
han llevado a cabo diferentes intentos con el fin de concentrar la radiacién solar empleando
superficies reflectantes (Walker y col., 2004; Navntoft y col., 2008; Ubomba-Jaswa y col.,
2009). La investigacion de los sistemas de concentracion de la luz solar ha dado lugar a una
amplia variedad de colectores que, dependiendo de la finalidad para la que se disefien,
pueden ser muy sencillos o alcanzar un alto grado de sofisticacion. Normalmente, y
dependiendo del factor de concentracion (FC) (cociente de la division entre el area de
apertura del colector y el area de aprovechamiento de la radiacidn), se clasifican en funcion

de la temperatura que se puede alcanzar en ellos (Fernandez Ibafiez, 2003).

Los CPC son colectores estaticos de media concentracién (permiten alcanzar
temperaturas entre 150 y 400 °C), que presentan una superficie reflectante cuya seccion es
una curva compuesta a su vez por dos curvas, de forma que cuando se utiliza un reactor
cilindrico, la seccion esta formada por una parabola y por la involuta del reactor (Figura 6).
Estos colectores consiguen concentrar sobre el reactor toda la radiacién solar que incide
sobre los mismos por debajo de un determinado &ngulo, conocido como angulo de
aceptancia (angulo que delimita el rango angular dentro del que todos los rayos incidentes
son interceptados directamente por el tubo receptor o reflejados sobre el mismo) (Blanco
Galvez, 2002). La radiacién reflejada por la superficie del colector incide también sobre la
parte posterior del reactor lo que permite que esté irradiado en toda su superficie de forma
casi homogénea (Figura 7). Los CPC se caracterizan por concentrar tanto la radiacion
directa como la difusa, sin la necesidad de reorientar el colector en funcién del movimiento
del sol a lo largo del dia (Malato y col., 2004). Puesto que la radiacion UV-A consiste en
radiacion solar directa (#60%) y difusa (=40%), el uso de los CPC asegura que toda la
radiacion UV-A esté disponible (Madronich y Flocke, 1997).
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Figura 6. Esquema de un CPC: a) configuracion del tubo reactor cilindrico; b) seccidén de la superficie
reflectante del CPC adaptada a un reactor cilindrico; c) CPC en su soporte y en su posicion adaptada a la

latitud de la Plataforma Solar de Almeria (extraido de Navntoft y col., 2008).

Figura 7. Diagrama de la radiacion solar reflejada en los CPC (extraido de Fernandez Ibafiez, 2003).
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El reactor, ademas de contener el medio acuoso, debe transmitir de forma eficaz la
radiacion UV que le llega desde el concentrador CPC y resistir temperaturas ligeramente
altas sin alterar sus propiedades. Ademas, debe ser resistente a las condiciones
meteoroldgicas y de féacil limpieza (interna y externa). Desde el punto de vista de su
transparencia en el rango de la radiacion UV, el mejor material para su composicién es el
cuarzo, pero presenta el inconveniente de su elevado coste. Por ello, se utiliza
habitualmente el vidrio borosilicatado que también cumple todas las exigencias anteriores
(Blake y col., 1997). De igual forma, la superficie reflectante debe presentar una alta
reflectividad en el rango de la radiacion UV y ademas ser resistente a la radiacion solar y a
las condiciones ambientales. Asi, la eleccion mas apropiada es la utilizaciéon de aluminio
sometido a un tratamiento de anodizado brillo o electropulido (Malato y col., 1996; Vidal y
col., 1999; Blanco y col., 2000).

2.7.2. Procesos de oxidacion avanzados

Los procesos de oxidacién avanzados pueden definirse como aquéllos que implican la
formacion de radicales hidroxilo (*OH) cuyo potencial de oxidacion es muy superior al de
otros agentes oxidantes tradicionales (ozono, perdxido de hidrégeno, diéxido de cloro y
cloro). Estos radicales, con caracter no selectivo, son capaces de oxidar y mineralizar una
amplia variedad de moléculas organicas originando anhidrido carbdnico, agua e iones
inorganicos (Gogate y Pandit, 2004) mediante tres posibles reacciones: i) adicién radicalaria
[Ec. 17; ii) abstraccion de hidrogeno [Ec. 2]; y iii) transferencia electronica [Ec. 3]
(Stansinakis, 2008).

La generacion de radicales *OH es probablemente el mecanismo mas importante
por el que las proteinas pueden ser afectadas al ser oxidados residuos aminoacidicos,
siendo los aminoacidos con grupos sulfidrilo (cisteina, metionina) los mas sensibles. Como
consecuencia, se pueden generar enlaces cruzados entre proteinas o causar su
fragmentaciéon y consiguiente pérdida de funcionalidad (Berlett y Stadtman, 1997). La
peroxidacion lipidica es el principal proceso asociado a la inactivacion celular al ocasionar
cambios en la permeabilidad e integridad de la membrana, favoreciendo la liberacion del
contenido plasmatico asi como la inhibicion de la respiracion celular (Cheng y col., 2007).
Ademas, el ADN es particularmente susceptible al estrés oxidativo, pudiendo ser atacado a
nivel de la base nitrogenada o a nivel de su componente glucidico, originando de esta forma
una amplia variedad de productos que pueden causar mutaciones irreversibles (Dizdaroglu
y col., 2002).
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R+ °OH - ROH [Ec. 1]
R+ *OH—-> R*+ H,0 [Ec. 2]
Rn+ *OH - Rn''+ OH [Ec. 3]

En estos ultimos 30 afios, los procesos de oxidacion avanzados se han revelado como
una tecnologia importante al acelerar los procesos de oxidacion pudiendo ser aplicados en
numerosas areas de descontaminacion y desinfeccion (Klavarioti y col.,, 2009). La
versatilidad de estos procesos radica en el hecho de que existen diferentes formas de
producir radicales *OH, incluso utilizando la radiacion solar. Algunos de los métodos mas
utilizados son la fotocatalisis heterogénea, generalmente con didéxido de titanio (TiO3), y la

fotolisis directa de ciertos oxidantes.

La fotocatdlisis heterogénea con TiO, ha sido ampliamente utilizada como tratamiento
terciario para la degradacion de los contaminantes quimicos presentes en aguas residuales.
Sus principales ventajas son la ausencia de toxicidad, la alta estabilidad y la posibilidad de
reutilizacion, y el bajo coste del fotocatalizador, asi como las suaves condiciones de trabajo
(pH natural y temperatura y presién ambientales), sin necesidad de agentes quimicos
adicionales y la posibilidad de utilizar la luz solar como fuente de radiacién. La fotocatalisis
se puede realizar manteniendo el catalizador en una suspensién acuosa, o bien puede ser
inmovilizado en un soporte sélido. La eleccién de uno u otro método dependera de la
aplicacion a la que sea destinado el tratamiento, de forma que si el sistema es disefiado
para la purificacién del agua de bebida a nivel domiciliario, serd necesarion emplear el TiO,
inmovilizado (Malato y col., 2009).

Los procesos de desinfeccion mediante fotocatalisis heterogénea con TiO, consisten
en el empleo de radiaciéon UV de longitud de onda de 300-400 nm capaz de fotoexcitar el
catalizador semiconductor que, en contacto con el agua y en presencia de oxigeno, genera
especies oxidantes como son los radicales *OH. Matsunaga y col. (1985) aportaron los
primeros datos sobre el potencial empleo del TiO, en procesos de desinfeccion al comprobar
la inactivaciéon (total o parcial) después de dos horas de incubacién de Lactobacillus
acidophilus, E. coli, Saccharomyces cerevisiae y Chlorella vulgaris. Sin embargo, las
investigaciones precursoras sobre el empleo de este fotocatalizador en la desinfeccién del
agua de bebida se deben a Ireland y col. (1993) quienes comprobaron una reduccion total
de la flora bacteriana en muestras de aguas superficiales no cloradas tras su exposicién al
TiO, en un reactor de flujo continuo. En el afio 2000, Herrera Melidan y col. (2000)

demostraron la eficacia del empleo del TiO; en la desinfeccidon de aguas residuales urbanas
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al reducir significativamente la carga de coliformes fecales utilizando como fuente de
radiacion ldamparas de luz UV-C y radiacidn solar. Posteriormente, Rincon y Pulgarin (2004)
demostraron un efecto desinfectante residual al no observar un recrecimiento de E. coli K12
en las 60 horas posteriores al tratamiento con TiO; en presencia de luz solar. Trabajos
actuales demuestran la eficacia frente a microorganismos mas resistentes como
P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. cerevisiae, C. albicans, y Fusarium spp. e incluso
una reciente contribucion demostré una reduccién significativa en la infectividad de
biomoléculas infecciosas (priones) tras el tratamiento de las muestras con procesos de
fotocatalisis heterogénea con TiO, (Seven y col., 2004; Paspaltsis y col., 2006; Sichel y col.,
2007).

Por otra parte, el perdxido de hidrogeno (H.0.), un reconocido oxidante, ha sido
empleado como aditivo en ciertos tipos de procesos de oxidacién avanzados junto con el
ozono o la radiacion UV-C. Cuando el H,0; se irradia con fotones de longitud de onda menor
de 300 nm se produce su fotolisis originando radicales *OH (Malato y col., 2009). La
radiacion solar que alcanza la superficie terrestre contiene la mayoria de la radiacion UV-A
(320-400 nm) del espectro, una pequefa fraccion de la radiacion UV-B (280-320 nm),
mientras que la radiacion UV-C (100-280 nm) es absorbida por las capas superiores de la
atmodsfera. Ante la ausencia de fotones de la radiacion UV-C a nivel del mar, la radiacion
solar no es tan efectiva en la generaciéon de radicales *OH por la fotolisis del H,O, en
comparacion con el ozono y las lamparas de radiacion UV-C. Sin embargo, un reducido
numero de publicaciones reportan el efecto letal del H,O, en presencia de radiacidon solar
para ciertos microorganismos existentes en el agua. Aunque el mecanismo de accion no se
conoce (se sugiere un incremento del estrés oxidativo incapaz de ser controlado por
mecanismos enzimaticos naturales), existen datos evidentes de un fuerte efecto sinérgico
entre la radiacion solar y el H,0,. Este efecto fue descrito por primera vez para el
bacteriofago T7 (Anasthaswamy vy Eisenstark, 1977; Anathaswamy y col., 1979) vy
posteriormente para E. coli K12 (Hartman y Eisenstark, 1980). Recientemente, se demostrd
su eficacia en la inactivacion de esporas de Fusarium spp. (Sichel y col., 2009; Polo-Lépez y
col., 2011). Este proceso de desinfeccidn requiere pequefias concentraciones de peroxido y
puede utilizar la radiacién solar, por lo que es una potencial tecnologia de bajo coste.
Ademas, la descomposicién del reactivo en agua y oxigeno no supone una contaminacion

quimica secundaria del medio.
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3. LA CRYPTOSPORIDIOSIS

La cryptosporidiosis es una enfermedad parasitaria producida por especies de
protozoos pertenecientes al género Cryptosporidium, que infectan tanto al hombre como a
otros animales vertebrados. Las manifestaciones clinicas de la infeccion en el hombre
dependen de su estado inmunitario, reconociéndose tres categorias clinicas: aguda
autolimitada o enfermedad transitoria, crénica y fulminante (Warren y Guerrant, 2007).

La cryptosporidiosis aguda autolimitada es la forma clinica mas frecuente en personas
inmunocompetentes. El periodo de prepatencia suele ser de 4-7 dias, transcurridos los
cuales se manifiesta un proceso diarreico que durante un maximo de 7 dias puede
desencadenar entre 8-20 deposiciones diarias, siendo el periodo de patencia (excrecion
ooquistica) superior a un mes después de la resolucion de los sintomas. Ademas de la
diarrea acuosa, también se han descrito malestar general, dolor abdominal difuso, anorexia
y fiebre moderada en algunos casos (Chappell y col., 2003). En paises en vias de
desarrollo, la cryptosporidiosis aguda es causa de muerte infantil, principalmente en nifios
malnutridos. La mortalidad asociada a esta infeccion es aproximadamente 2-4 veces

superior a la causada por otros patdgenos intestinales (Molbak y col., 1993).

La cryptosporidiosis cronica se manifiesta habitualmente en enfermos
inmunocomprometidos y en personas con un cierto grado de malnutricién (Blanshard y col.,
1992; Carcamo y col., 2005). El cuadro clinico se caracteriza también por diarrea acuosa,
dolor abdominal difuso, nauseas, vomitos, cefaleas, anorexia, fiebre y pérdida de peso. La
OMS establece que la cryptosporidiosis con diarrea de mas de un mes de duracidon y en
enfermos con una infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) bien
demostrada y no existiendo otras causas de inmunodeficiencia que puedan explicarla, es
una de las situaciones clinicas diagndsticas del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) (Gatell y col., 1996).

La infecciéon fulminante solamente se ha descrito en enfermos de SIDA o con
inmunosupresion inducida por farmacos. En estos casos, la enfermedad se presenta como
un cuadro similar al célera, ocasionando la muerte por “shock” hipovolémico (Hunter y
Nichols, 2002).
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3.1. El agente etiolégico y su biologia

Ernest Edward Tyzzer (1875-1965) fue el primero en describir y denominar la especie
tipo del género Cryptosporidium, Cryptosporidium muris Tyzzer, 1907, al observar estados
de desarrollo de un nuevo organismo en el estdbmago del raton comun (Mus musculus)
(Tyzzer, 1907, 1910). En 1912 describe una segunda especie encontrada en ratones de
laboratorio, C. parvum Tyzzer, 1912, que difiere de la especie tipo tanto en el lugar de la
infeccion como en la morfologia de los ooquistes (Tyzzer, 1912). Otra significativa
aportacion de Tyzzer al género Cryptosporidium fue el descubrimiento de una especie en la
bolsa de Fabricio de pollos, erréneamente denominada C. parvum (Tyzzer, 1929). Con
posterioridad, esta especie se nombrd Cryptosporidium tyzzeri por Levine en 1961 (Upton,
2003), pero permanecid como nomen nudum hasta que Current y col. (1986) realizaron
una completa descripcion, reemplazando el nomen nudum por el de Cryptosporidium
baileyi. Desde entonces, hubo una continua evolucién en la determinacién de especies y
rango de hospedadores. Diversas especies fueron denominadas simplemente al ser
encontradas en un nuevo hospedador, en el cual Cryptosporidium no habia sido descrito
previamente. Desde el momento en que ciertas especies de Cryptosporidium se
reconocieron como agentes patdgenos para el ganado (Panciera y col., 1971) y el hombre
(Meisel y col., 1976; Nime y col., 1976), éstas adquirieron una mayor importancia y se
incrementaron los estudios de transmision utilizando aislados ooquisticos de procedencia
humana a hospedadores animales. De esta forma, se comprobd que aislados
morfolégicamente indistinguibles pueden ser transmitidos entre dos o mas especies de
hospedadores. Como consecuencia de estos hallazgos, algunos investigadores sugirieron
que el género Cryptosporidium podria ser monoespecifico (Tzipori y col., 1980). Sin
embargo, posteriores estudios de transmisién cruzada y recientes aportaciones moleculares

invalidaron esta hipdtesis.

En los ultimos afos, la caracterizacion molecular de aislados de Cryptosporidium ha
permitido clarificar la confusa taxonomia de las especies de este género y validar la
existencia de diferentes especies en cada clase de hospedador vertebrado. Nuevas especies
de Cryptosporidium han sido denominadas basandose en diferentes parametros que
incluyen no sdlo los datos morfoldgicos sino también los aspectos bioldgicos, la especificidad
por el hospedador, las consecuencias histopatoldgicas y las particularidades moleculares.
Asi, atendiendo a estos criterios, actualmente se reconocen 23 especies validas (Tabla 3).
Ademas, existen varios genotipos pendientes de su clasificacion definitiva, lo que indica que

el género esta en continua revision (Navarro-i-Martinez y col., 2011).
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Tabla 3. Especies del género Cryptosporidium actualmente reconocidas.

. ; Localizacion . .
Especie Hospedador tipo ) ) Ooquiste (um) Referencia
primaria
C. muris Mus musculus ES; ID 5,6x7,4 Tyzzer, 1910
C. parvum M. musculus D 4,5%x5,5 Tyzzer, 1912
C. meleagridis Meleagridis gallopavo D 4,5-4,0x4,6-5,2 Slavin, 1955
C. wrairi Cavia porcellus ID 4,9-5,0x4,8-5,6 Vetterling y col., 1971
C. felis Felis catus 1D 4,5%x5,0 Iseki, 1979
C. serpentis Elaphe guttata; Levine, 1980
E. subocularis;
- ES 5,6-6,6x4,8-5,6
Sanzinia
madagascariensis
C. baileyi Gallus gallus BF; CL; TR 4,6%6,2 Current y col., 1986
C. varanii Eumeces schneideri CL; ID 4,2-5,2%x4,4-5,6 Pavlasek y col., 1995
C. andersoni Bos taurus A 5,5x7,4 Lindsay y col., 2000
C. canis Canis familiaris D 4,95%x4,71 Fayer y col., 2001
Morgan-Ryan y col.,
C. hominis Homo sapiens ID 4,9%x5,2
2002
_ Sparus aurata; Alvarez-Pellitero y
C. molnari ES 4,7%x4,5
Dicentrarchus labrax Sitja-Bobadilla, 2002
C. galli G. gallus; Ryan y col., 2003
Pinicola enucleator;
Tetrao urogallus;
PR 8,25x6,3
especies de
Spermestidae y
Fringillidae
C. scophthalmi Scophthalmus maxima I; ES Alvarez-Pellitero y col.,
3,7-5,0x3,0-4,7
2004
C. suis Sus scrofa D 4,9-4,4%x4,0-4,3 Ryan y col., 2004
C. bovis B. taurus - 4,7-5,3x4,2-4,8 Fayer y col., 2005
C. fayeri Macropus rufus 1D 4,5-5,1x3,8-5,0 Ryan y col., 2008
C. fragile Duttaphrynus ES 5,5-7,0x5,0-6,5 Jirk@ y col., 2008
melanostictus
C. ryanae B. taurus ID 2,9-4,4%x2,9-3,7 Fayer y col., 2008
C. macropodum  Macropus giganteus - 4,5-6,0x5,0%x6,0 Power y Ryan, 2008
C. xiaoi Ovis aries - 2,9-4,4%x2,9-4,4 Fayer y Santin, 2009
C. ubiquitum Especies de Bovidae, 1D 4,9-5,6x4,4-5,4 Fayer y col., 2010
Muridae y otros
mamiferos
C. cuniculus Oryctolagus cuniculus ID 5,5-6,4x5,02-5,9 Robinson y col., 2010

A, abomaso; BF,

TR, tréquea.

bolsa de Fabricio; CL, cloaca; ES, estdbmago; ID, intestino delgado; PR, proventriculo;
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Tradicionalmente, C. parvum fue considerada como la Unica especie responsable de la
cryptosporidiosis humana. Sin embargo, los resultados de recientes estudios bioldgicos y
moleculares demostraron que C. parvum es un complejo de varias especies o genotipos que
difieren en caracteristicas genéticas, especificidad por el hospedador y otros aspectos
bioldgicos (Morgan y col., 1999, 2000; Xiao y col., 2000). De esta forma, numerosos
estudios han demostrado que dos especies de Cryptosporidium, C. parvum vy
Cryptosporidium hominis, son las responsables de la mayoria de las infecciones humanas.
Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis,
Cryptosporidium suis, C. muris, Cryptosporidium ubiquitum, Cryptosporidium cuniculus y los
genotipos procedentes de ciervos y monos, también infectan a personas
inmunocompetentes e inmunocomprometidas. C. meleagridis es la tercera especie en

importancia, considerandose actualmente como parasito emergente (Xiao, 2010).

Las especies del género Cryptosporidium presentan un ciclo biolégico directo en el
cual todos los estados de desarrollo (asexual y sexual) ocurren en el interior de vacuolas
parasitoforas localizadas en el borde apical de la célula hospedadora (Current y Garcia,
1991). Estudios realizados in vivo e in vitro con aislados de Cryptosporidium spp. obtenidos
de diferentes hospedadores revelan que el ciclo evolutivo de este parasito consta de varias

etapas de desarrollo (Figura 8).

Figura 8. Tras el desenquistamiento de los ooquistes en la luz intestinal, los esporozoitos
penetran en las células del hospedador y se transforman en trofozoitos en el interior de vacuolas
parasitoforas formadas en el borde de las microvellosidades del epitelio de la mucosa intestinal.
Los trofozoitos sufren una division asexual (esquizogonia=merogonia) dando lugar a merozoitos.
Después de ser liberados de los esquizontes Tipo I, los merozoitos invasivos penetran en células
adyacentes dando lugar a nuevos esquizontes Tipo I o bien a esquizontes Tipo II. Los esquizontes
Tipo II originan merozoitos de segunda generacidn que penetran en las células para dar lugar a
las etapas sexuales, macrogamontes y microgamontes. La mayoria de los cigotos formados tras
la fertilizaciéon del macrogameto por el microgameto (liberado del microgamonte), se transforman
en ooquistes de pared gruesa, que sufren una esporogonia dando lugar a ooquistes esporulados
conteniendo cuatro esporozoitos. Los ooquistes esporulados eliminados en las heces son las
formas de resistencia del ciclo bioldgico y transmiten la infeccidn de un hospedador a otro. Un
porcentaje menor de cigotos no forma una pared gruesa, sino que tienen una Unica membrana
rodeando a los cuatro esporozoitos. Estos ooquistes de pared fina representan las formas
autoinfectantes del ciclo enddégeno que permiten el mantenimiento de la infeccion en el

hospedador, sin que éste se exponga a nuevas infecciones externas.
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Figura 8. Representacion esquematica del ciclo biolégico de C. parvum (adaptado de Smith y Rose,
1998).
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3.2. Consideraciones epidemioldgicas

Ciertas caracteristicas biolégicas de las especies del género Cryptosporidium
determinan los aspectos epidemioldgicos generales de la infeccion: i) el amplio rango de
hospedadores susceptibles, incluyendo al hombre; ii) la baja dosis infectante (10-30
ooquistes), que facilita la infeccion en personas inmunocompetentes, quienes pueden
eliminar 108-10° ooquistes en un Unico episodio diarreico y mantener la excrecién ooquistica
hasta 50 dias después de cesar el cuadro clinico, garantizando altos niveles de
contaminacion ambiental; iii) el pequefio tamafio de los ooquistes (4-8 um), ya infectantes
cuando se eliminan en las heces del hospedador; iv) su gran resistencia a las condiciones
ambientales y a los desinfectantes habitualmente utilizados; y v) la ausencia de un
tratamiento totalmente eficaz (Casemore y col., 1997; Dillingham y col., 2002; Putignani y
Menichella, 2010).

Las rutas a través de las cuales los ooquistes son transmitidos a partir de las heces de
un hospedador infectado hasta un hospedador susceptible son numerosas e incluyen los
principales mecanismos de transmisién de los patdgenos intestinales. Sin embargo, las
especies de Cryptosporidium se diferencian de otros enteropatégenos por su incapacidad
para multiplicarse fuera del hospedador. Por tanto, las rutas de transmisién son el contacto
directo hombre-hombre, animal-animal, animal-hombre, o indirecto a través de aguas
destinadas al consumo, recreacionales y/o superficiales, alimentos y posiblemente por
inhalaciéon de aire (Figura 9) (Nichols, 2007).

Desde 1976, afio en el que se describieron los primeros casos humanos de
cryptosporidiosis (Meisel y col., 1976; Nime y col., 1976), las infecciones por
Cryptosporidium spp. han sido diagnosticadas en mas de 90 paises y en todos los
continentes, lo que confirma el caracter ubicuo de este parasito (Nichols, 2007). Por la
bibliografia revisada, se constata la implicacion de este protozoo en tres escenarios
epidemioldgicos: i) esporadico, a menudo relacionado con la transmisidon hidrica y
manifestandose como brotes autolimitados en personas inmunocompetentes; ii) crdnico,
representando una enfermedad con compromiso vital; y iii) diarrea y malnutricion en nifios
de paises en vias de desarrollo. No obstante, las mejoras implantadas en los procesos de
tratamiento del agua han tenido como consecuencia un descenso de la cryptosporidiosis en
la poblacién en general y la disponibilidad del tratamiento con antirretrovirales ha

disminuido la incidencia y la severidad en pacientes VIH+/SIDA (Mor y Tzipori, 2008).
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En la Unidén Europea, la cryptosporidiosis es una enfermedad notificable. Durante el
afio 2005, se confirmaron 7960 casos de infeccion en 16 paises miembros. La incidencia
global fue de 1,9 casos por 100000 habitantes, aunque existieron diferencias significativas
entre los porcentajes obtenidos en distintos paises: un 0% en Estonia, Hungria, Lituania,
Polonia, Eslovaquia frente al 13,7% detectado en Irlanda. Aunque sélo 5 de los 16 paises
reportaron datos sobre la edad de los individuos infectados, se comprobd un mayor riesgo
en nifios menores de 5 afos (5,7 casos por 100000 habitantes en niflos <5 afios; 2,5 casos
en nifios de 5-14 afios; y <1 caso en otros grupos de edad). Ademas, las investigaciones y
los analisis realizados sobre brotes de cryptosporidiosis asociaron el padecimiento de la
enfermedad con la contaminacién de abastecimientos de agua, el contacto con animales, los
viajes y las actividades recreacionales en piscinas. También se comprobd un pico de
infeccion durante el otofio, reportandose un 50% de los casos en los meses de agosto y
noviembre. Sin embargo, en Irlanda y Espafia, los picos de infeccion tuvieron lugar en la

primavera y en el verano, respectivamente (Semenza y Nichols, 2007).

En los Estados Unidos, datos aportados por el CDC y referentes a la situacion de esta
enfermedad parasitaria durante los afios 2006-2008, demostraron un notable incremento
en el numero de casos reportados en el periodo 2006-2007 (79,0%) y un ligero descenso
durante el afio 2008 (9,9%) siendo la incidencia global superior a 2,5 casos por 100000
habitantes. Se observé un mayor nimero de casos en nifios de 1-9 afios y en poblacion
adulta de 25-39 afios. El mayor pico estacional se alcanzé durante el verano, coincidiendo
con un incremento de las actividades acudticas recreacionales en lugares publicos (Yoder y
col., 2010).

En paises en vias de desarrollo y como consecuencia de la inclusidon en estos ultimos
afnos de nuevos marcadores epidemioldgicos e indicadores de infeccién, se comprobéd el
fuerte impacto que tienen los protozoos parasitos en las enfermedades gastrointestinales.
Sin embargo, todavia una gran proporcion de las enfermedades diarreicas, principalmente
aquellas que afectan a la poblacidn infantil, son de etiologia desconocida. La
cryptosporidiosis es frecuente en poblacion humana a nivel mundial, incidiendo
fundamentalmente en poblacién infantil y en enfermos con SIDA. Como consecuencia de
esta situacion, desde el afio 2006, Cryptosporidium, junto con el protozoo flagelado Giardia,
se incluye en The Negleted Diseases Initiative. Estas enfermedades son con frecuencia
buenos indicadores de pobreza y subdesarrollo, al afectar a poblaciones pobres y con
escasos recursos, habitantes de zonas remotas, areas rurales, suburbios o zonas afectadas
por desastres naturales o diversos tipos de conflictos, circunstancias que facilitan su

difusion entre la poblacion (Savioli y col., 2006).
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Cryptosporidium esta implicado en mas del 20% de los casos de diarrea infantil en
paises en vias de desarrollo y en estas regiones puede tener complicaciones mortales en
enfermos de SIDA. Ademas y en nifios de corta edad, se asocia a menudo con un retraso en
el desarrollo y una funcién cognitiva deficiente. Incluso, en paises del Africa Subsahariana,
la cryptosporidiosis tiene un valor predictivo de la mortalidad infantil (Molbak y col., 1993;
Amadi y col., 2001; Tumwine y col., 2003). En estas zonas geograficas, la cryptosporidiosis
es mas prevalente en nifios menores de 2 afos, en los que se reportaron porcentajes de
infecciéon del 45% (Valentiner-Branth y col., 2003). En individuos adultos la enfermedad
cronica estd relacionada con estados de inmunodeficiencia asociados a la infeccién por el
VIH (Tabla 4). Sin embargo, los niflos de estas areas son mas vulnerables al padecimiento
cronico de la infeccion debido a los efectos independientes o conjuntos de su inmadurez
fisiologica, estado de desnutricién e infeccién por el VIH. Ademds, se demostré una
asociacion entre la presencia de Cryptosporidium y el estado de malnutricion infantil (Mor y
Tzipori, 2008).

Por otra parte, los datos obtenidos en estudios de seroprevalencia realizados en
poblaciones de paises de zonas tropicales indican niveles elevados de exposicion al parasito.
Asi, datos obtenidos en diversas poblaciones de estas latitudes revelan valores de
seroprevalencia comprendidos entre un 60-100% (Ungar y col., 1988; Vergara Castiblanco,
1999) frente a valores del 25-35% obtenidos en paises industrializados (Ungar y col., 1989;
O’'Donoghue, 1995). De esta forma, se confirma que los niveles de seroprevalencia tienden
a ser mucho mas elevados que la frecuencia con la que se identifican ooquistes en las
heces. Ademas, se comprobdé un incremento de los niveles de anticuerpos séricos con la
edad (Cox y col., 2005). En un reciente estudio se investigaron los efectos que las medidas
de sanidad ambiental, los habitos higiénicos y el abastecimiento, almacenamiento y
manipulacion del agua de bebida tienen sobre el desarrollo de anticuerpos séricos en una
poblacion residente en un area periurbana en el noreste de Brasil. Se comprobd la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de seroprevalencia
(anticuerpos IgG) detectados en personas que vivian en comunidades con y sin
saneamiento ambiental. También se observé una asociacion positiva entre los altos niveles
de IgG anti-Cryptosporidium en aquellas personas que ingerieron agua no hervida, no
filtrada o procedente de abastecimientos deficientes. Los resultados sugieren que estas
circunstancas son importantes factores de riesgo en la transmision de la cryptosporidiosis
en paises en vias de desarrollo (Teixeira y col., 2007).



38

Revision Bibliografica

Tabla 4. Estudios de prevalencia de la cryptosporidiosis en poblaciones humanas de paises en vias

de desarrollo.

Pais Poblacion Prevalencia Observaciones Referencia
Albania 321 nifios asintomaticos 0,3% Sejdini y col.,
2011
Bangladesh 6221 personas con y sin diarrea 2,4% 2,8% en 3646 Haque y col.,
pacientes con 2009
diarrea; 1,9% en
2575 personas
asintomaticas
Bielorrusia 432 nifios asintomaticos 2,8- 4,1-8,0% en nifios Lavdovskaia y
8,0% procedentes de col., 1996
regiones afectadas
por el accidente de
Cherndbil; 2,8% en
nifios de regiones
control
Bolivia 377 personas de la etnia 31,6% = Esteban y col.,
Aimara de 5-19 afos 1998
asintomaticas
Burkina Faso 1385 nifios con y sin diarrea 5,2% 7,8% en niflos con Nacro y col.,
<36 meses diarrea 1998
Burundi 100 pacientes con SIDA 13,1% 84 pacientes Kadende y col.,
presentaban diarrea 1989
Camboya 80 pacientes VIH+ 46,7% 40,0% en pacientes Chhin y col.,
con diarrea; 53,3% 2006
en pacientes
asintomaticos
Camerun 154 adultos VIH+ 3,9% - Safarti y col.,
2006
Chile 4892 personas 0,4% 0,5% en nifios <2 Mercado y
afios Garcia, 1995
Colombia 103 pacientes VIH+ 21,4% - Navarro-i-
Martinez y col.,
2006
Costa de 130 nifios <5 afios con diarrea 7,7% - Kassi y col.,
Marfil 2004
Costa Rica Niflos con diarrea 4,3% - Mata y col.,
1984
Cuba 401 nifios de 0-9 afios 3,2% 11,5% en nifios con Nufiez y col.,
hospitalizados con y sin diarrea diarrea 2003
Ecuador 293 nifios de la etnia Quechua 8,9% - Jacobsen y col.,
de 12-60 meses 2007
Egipto 120 nifios 33,3% 90 nifios Antonios y col.,
hospitalizados por 2010
diversas causas
110 pacientes con diarrea 31,1% - Mousa y col.,
2010
El Salvador 210 ninos con diarrea 4,0% - Reinthaler y
col., 1988
Etiopia 655 nifios <14 afios 12,2% - Ayalew y col.,
2008
384 personas VIH+ y VIH- 13,6% 25,0% en pacientes Getaneh y col.,
VIH+; 2,1% en 2010
personas VIH-
Filipinas 735 ninos y adultos con diarrea 2,9% Nifios de 6-20 meses  Cross y col.,
1985
Gabon 288 ninos <2 afios 24,0% 28,0% en casos de Duong y col.,
diarrea aguda 1995
Gambia 1200 nifios <5 afios con y sin 5,3% 9,0% en nifios con Adegbola y col.,

diarrea

diarrea; 3,0% en
nifios sin diarrea

1994
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Tabla 4. (Continuacién)
Pais Poblacion Prevalencia Observaciones Referencia
Ghana 354 nifios <5 afos con y sin 25,1% 27,8% en nifios con Adjei y col.,
diarrea diarrea; 15,6% en 2004
nifios sin diarrea
48 pacientes VIH+ 33,3% 28,6% en pacientes Adjei y col.,
hospitalizados con diarrea y VIH+; 37,0% en 2003
pacientes VIH- pacientes VIH-
274 nifios <5 afios con y sin 5,8% 8,7% en nifios con Opintan y col.,
diarrea diarrea; 1,0% en 2010
nifios sin diarrea
Guatemala 100 pacientes con 32,0% - Laubach y col.,
gastroenteritis 2004
Guinea 4922 nifios <5 afios con diarrea 7,7% - Perch y col.,
Bissau 2001
Guinea 171 pacientes VIH+ 18,1% 21,4% en personas Blanco y col.,
Ecuatorial sanas 2009
Haiti 1553 muestras diarreicas 10,3% 1,0% en poblacion Raccurt y col.,
asintomatica 2006
Honduras 266 nifios <36 meses con 6,7% = Kaminsky, 1991
diarrea
100 pacientes VIH+ y VIH- 4,0% 7,7% en pacientes Lindo y col.,
VIH+ 1998
India 2579 nifios <5 afios con diarrea 2,7% = Ajjampur y col.,
hospitalizados 2010
Indonesia 318 pacientes VIH+ con diarrea 4,9% - Kurniawan y
col., 2009
42 nifios inmunocomprometidos 4,8% VIH+ Idris y col.,
de 0,5-12 afios 2010
Irdn 214 pacientes 1,4% 6,3% en pacientes Nahrevanian y
inmunocomprometidos con diarrea Assmar, 2008
Iraq 380 pacientes con y sin diarrea 5,7% 9,7% en pacientes Mahdi y Ali,
con diarrea crénica 2004
vs 1,1% en
pacientes sin diarrea
Jordania 300 nifios hospitalizados 37,3% = Mahgoub y col.,
2004
Kenia 4899 muestras de nifios 4,0% Prevalencia mayor Gatei y col.,
<5 afios en ninos de 13-24 2006
meses (5,2%) y
menor en aquellos
de 48-60 meses
(2,0%)
Liberia 374 nifios <5 afos con y sin 7,8% 8,4% en nifios con Hojlyng y col.,
diarrea diarrea vs 5,9 en 1986
asintomaticos
Madagascar 215 nifios de 0-27 meses con 5,6% - Areeshi y col.,
diarrea 2008
Malaui 848 nifios <5 afos con diarrea 5,9% - Morse y col.,
2007
Mali 112 pacientes VIH+ 25,7% Con terapia Minta y col.,
antirretroviral 2007
México 5459 ninos <6 afios con diarrea 5,1% - Larrosa-Haro y
col., 2010
Mongolia 165 personas asintomaticas 1,2% - Huh y col.,
2006
Myanmar 203 nifios con diarrea 3,4% Predominio en nifios Aye y col.,
<11 meses 1994
Nicaragua 272 nifios de 4-15 afios 35,7% - Mufioz-Antoli y
asintomaticos col., 2011
Niger 334 nifios <5 afios 5,7% 6,1% en nifios Gay-Andrieu y
hospitalizados diarreicos; 5,5% en col., 2007

nifios malnutridos
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Tabla 4. (Continuacién)

Pais Poblacion Prevalencia Observaciones Referencia
Nigeria 96 pacientes VIH+ con y sin 54,2% - Ojurongbe y
diarrea col., 2011
692 nifios de 19,5-72 meses 19,4% - Molloy y col.,
2011
Pakistan 334 pacientes adultos con y sin 4,0% 3,9% en pacientes Yakoob y col.,
diarrea con diarrea cronica; 2010
4,2% en pacientes
sin diarrea
Palestina 760 niflos <13 afios con diarrea 11,6% - Abu-Alrub y
col., 2008
Papua Nueva 1526 nifios con diarrea 10,0% 2,2% en nifios Howard y col.,
Guinea asintomaticos 2000
Pert 533 nifos 20,5% Seguimiento durante  Cama y col.,
un periodo de 4 afios 2008
Republica 175 pacientes >15 afios 9,7% 87 pacientes Wumba y col.,
Democratica hospitalizados con SIDA (49,7%) con diarrea 2010
del Congo
Rumania 92 nifios hospitalizados 12,0% - Brannan y col.,
1996
Senegal 594 personas VIH+ y VIH-, con 3,0% 8,2% en pacientes Gassama y col.,
y sin diarrea VIH+ con diarrea 2001
Sierra Leona 178 nifios desnutridos 10,0% - Gbakima y col.,
2007
Sri Lanka 354 nifos 0,3% de Silva y col.,
1994
Sudafrica 525 pacientes hospitalizados y 25,5% Samie y col.,
225 ninos de escuelas primarias 2009
Sudan 100 nifios con diarrea 16,0% - Adam y col.,
1994
Tailandia 90 pacientes 30,0% - Saksirisampant
inmunocomprometidos y col., 2009
Tanzania 280 ninos <5afios 18,9% - Moyo y col.,
hospitalizados con diarrea 2011
Tanez 633 nifios <5 afos 2,7% 1,7% en nifios y Essid y col.,
asintomaticos y 75 adultos 10,7 en adultos 2008
inmunodeficientes
hospitalizados
Uganda 2446 nifos <5 anos 25,0% - Tumwine y col.,
hospitalizados con diarrea 2003
Venezuela 190 manipuladores de 11,8% - Freites y col.,
alimentos 2009
Vietnam 53 niflos <5 afios con diarrea 3,8% - Pham y col.,
2007
Yemen 503 personas de 1-80 afios 1,0% - Alyousefi y col.,
2011
Zambia 403 nifios de 25-84 meses 28,0% - Siwila y col.,
2010
Suazilandia 48 nifios hospitalizados con 4,2% - Dlamini y col.,
diarrea 2005
Zimbabue 500 pacientes con diarrea 5,8% - Simango y

Mutikani, 2004




MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos 43

1. CRYPTOSPORIDIUM SPP.

1.1. Obtencion de los aislados ooquisticos

Se utilizaron diversos aislados ooquisticos obtenidos a partir de muestras fecales
recogidas directamente del recto de terneros de raza Frisona menores de 15 dias e
infectados naturalmente. Las muestras se seleccionaron tras las realizacion de una tincion
negativa directa con fucsina fenicada (Heine, 1982) al presentar un promedio superior a 10
ooquistes de Cryptosporidium sp. por campo microscopico 100x, valor obtenido tras la
observacion de 20 campos microscépicos elegidos al azar (criterio establecido en anteriores
estudios como indicativo de infeccién grave) (Castro Hermida, 2002). Las muestras se
conservaron en camara fria a 4 °C, en igual volumen de solucidn acuosa de dicromato
potasico (K>Cr,07) al 5%.

Tincion de Heine (1982)

Sobre portaobjetos desengrasados se colocan volumenes similares de heces y fucsina fenicada;
se homogeniza la mezcla y la extension realizada se deja secar a temperatura ambiente. La

observacion microscépica (100x) se realiza en un tiempo inferior a 15 minutos (Figura 10.A)
Concentracidn

- Se homogenizan en un mortero alicuotas de las heces conservadas en K,Cr,0; al 5%. Se
tamizan a través de mallas con diametro de poro de 150 y 45 um. El K;Cr,0O; se elimina por
sucesivos lavados en tampon fosfato salino (PBS) 0,04 M pH 7,2 (Apéndice) mediante

centrifugacion a 1250xg, a 4 °C, durante 5 minutos.

- Se realizan concentraciones difasicas en PBS 0,04 M pH 7,2/éter etilico (2:1) hasta la total

extraccion de restos lipidicos por centrifugacion a 1250xg, a 4 °C, durante 5 minutos.

- Los restos de éter etilico se eliminan mediante sucesivos lavados del sedimento obtenido con
PBS 0,04 M pH 7,2 por centrifugacion a 1250xg, a 4 °C, durante 5 minutos.

- El sedimento obtenido se resuspende en PBS 0,04 M pH 7,2 y se adiciona igual volumen de

solucién acuosa de K,Cr,07 al 5%. Se conserva a 4 °C hasta su purificacion.
Purificacion

- Los ooquistes previamente concentrados y conservados a 4 °C en K,Cr,07 al 5% se lavan dos

veces con PBS 0,04 M pH 7,2 mediante centrifugaciéon a 1250xg, a 4 °C, durante 5 minutos.
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- El sedimento obtenido se purifica mediante gradientes discontinuos de cloruro de cesio (CsCl)
de densidades 1,40; 1,10; y 1,05 g/ml (Kilani y Sekla, 1987) (Apéndice). En un tubo graduado
de fondo conico de 10 ml se pipetea 1 ml de cada una de las disoluciones de CsCl por orden
decreciente de densidad y se afiade 1 ml de la suspension ooquistica. A continuacion, se

centrifuga a 1250xg, a 4 °C, durante 60 minutos (Figura 10.B)
- Se aspira la banda situada entre las disoluciones de densidad 1,10 y 1,05 g/ml.

- Los restos de CsCl se eliminan mediante varios lavados en PBS 0,04 M pH 7,2 mediante

centrifugacion a 1250xg, a 4 °C, durante 10 minutos (Figura 10.C)
Cuantificacion

El recuento de ooquistes se realiza en un hemacitdmetro (cdmara de Neubauer, 40x) utilizando
una disolucién acuosa de verde malaquita al 0,16% como contracolorante (Apéndice) (Figura
10.D).

1.2. Caracterizacion molecular

1.2.1. Extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN)

La extraccion del ADN a partir del material biolégico de acuerdo con el método
descrito por Patel y col. (1998) y modificado por McLauchlin y col. (1999). El protocolo
aplicado incluye la agitacion con perlas de circonio para facilitar la destruccién de la pared
ooquistica y diversas modificaciones del procedimiento original de extraccién de acidos

nucleicos descrito por Boom y col. (1990).

1.2.2. Técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplific6 mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) un
fragmento de 341 pares de bases (pb) del gen que codifica una proteina de la membrana
externa de la pared ooquistica de Cryptosporidium (gen cowp) de acuerdo con Amar
(2003). Dicha técnica de PCR se realizd en dos etapas (PCR anidada), constituida cada una
de ellas por una reaccion independiente, incluyéndose controles positivos y negativos en
todos los ensayos. En la primera etapa se amplificé un fragmento de 430 pb del gen cowp
presente en un amplio rango de especies de Cryptosporidium usando los cebadores
PCOWPF y PCOWPR. La reaccién de amplificacion se realizé con 5 pl del ADN extraido; 1 pl
de tampodn de PCR 10x; 2,5 nmol de cada desoxirribonucledtido trifosfato (dNTP); 3 pmol
de cada oligonucledtido; 20 nmol de cloruro magnésico (MgCly); y 0,5 unidades de Tag ADN

polimerasa (Bioline Ltd., Londres, Reino Unido) en un volumen final de 10 pl. Los tubos con
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las mezclas correspondientes se sometieron a una fase de desnaturalizacién inicial del ADN
a 94 °C durante un minuto seguida de 25 ciclos de amplificacion (94 °C durante 20
segundos; 50 °C durante 30 segundos; 72 °C durante un minuto) y de una extension final a

72 °C durante 5 minutos.

En la segunda etapa se amplificé un segmento interno de 341 pb del fragmento del
gen cowp anteriormente amplificado, empleando los cebadores PCOWPIF y PCOWPIR. La
reaccion de amplificacion se realizd utilizando 10 pl del producto amplificado en la primera
etapa (diluido 1:10 en agua para biologia molecular); 2 ul de tampdén de PCR 10x; 5 nmol
de cada dNTP; 20 pmol de cada oligonucledtido; 30 nmol de MgCly; y una unidad de Tag
ADN polimerasa en un volumen final de 20 pl. Las condiciones de la reaccién consistieron en
una desnaturalizacion inicial del ADN a 94 °C durante un minuto, 33 ciclos de amplificacion
(94 °C durante 20 segundos; 56 °C durante 30 segundos; 72 °C durante un minuto) y una

extension final a 72 °C durante 5 minutos.

Los productos obtenidos mediante la técnica de PCR se analizaron por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 2% (p/v) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,
Estados Unidos) conteniendo 0,5 pug/ml de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co., San Luis,
Misuri, Estados Unidos) y aplicando un voltaje de 4 V/cm durante una hora en tampdn de
electroforesis TAE 1x (Apéndice). Los acidos nucleicos se visualizaron empleando un

transiluminador ultravioleta (Gel Doc™ XR, Bio-Rad Laboratories).

1.2.3. Andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (técnica de RFLP)

Los productos obtenidos de la amplificacion mediante la técnica de PCR descrita
anteriormente se sometieron a un proceso de digestion con los enzimas Rsal y Alul
(Stratagene, La Jolla, California, Estados Unidos) que reconocen puntos de restriccion
AGICT y GTIAC (5'>3’), respectivamente, originando fragmentos de diferente tamafio en
funcion del nimero y localizaciéon de los puntos de corte en la secuencia amplificada. La
técnica de RFLP se llevé a cabo mediante la incubacién, a 37 °C durante 4 horas, de 5-10 pl
del producto obtenido por la técnica de PCR con 5 unidades de cada uno de los enzimas de
restriccion en tampon universal 1x (Stratagene) y en un volumen final de 30 pl (Amar,
2003). Los fragmentos de restriccion se separaron mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 3,2% (p/v) en tampdn TAE 1x tefiidos con bromuro de etidio (0,5
ug/ml) aplicando un voltaje de 3,5 V/cm durante 3 horas. Los fragmentos se visualizaron
utilizando un transiluminador ultravioleta (Gel Doc™ XR, Bio-Rad Laboratories) (Figura
10.E).
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1.2.4. Secuenciacion del ADN

Los productos de PCR se purificaron en columnas de centrifugacion QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y se secuenciaron de acuerdo con el
procedimiento de Sanger y col. (1977) utilizando CEQTM-Quick Start Kit (Beckman Coulter
Inc., Fullerton, California, Estados Unidos); 50-500 ng de ADN; y 3,2 pmoles del cebador
correspondiente (PCOWPIF o PCOWPIR). El programa de termociclado consistio en una
desnaturalizacion a 96 °C durante 20 segundos; una hibridacion a 50 °C durante 20
segundos; y 4 minutos de elongacién a 60 °C, repitiéndose este ciclo un total de 30 veces.
Cada muestra se secuencid en ambas direcciones por duplicado. Los productos de la
reaccion de secuenciacion se separaron y analizaron en un secuenciador automatico CEQTM
8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter Inc.). Las secuencias obtenidas se
examinaron y solaparon utilizando los programas informaticos BioEdit Sequence Alignment
Editor v.7.0.1 (©1997-2004, Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad, California, Estados
Unidos) y Chromas v.2.3 (©1998-2004, Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Queensland,
Australia) y se compararon con otras secuencias de especies/genotipos de Cryptosporidium
depositadas en el GenBank (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, Estados
Unidos) usando el programa BLAST v.2.2.22 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/,

Nacional Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, Estados Unidos).

1.3. Determinacion de la viabilidad ooquistica

1.3.1. Técnica de inclusidon/exclusion del colorante vital fluorogénico ioduro de propidio (IP)

La potencial viabilidad de los ooquistes de C. parvum se determindé mediante la
técnica de inclusién/exclusion del colorante vital fluorogénico IP (Sigma-Aldrich Co.) de
acuerdo con Campbell y col. (1992). Esta técnica se modificd con la incorporacion de un
ensayo de inmunofluorescencia directa (IFD) empleando anticuerpos monoclonales con el

fin de facilitar la identificacion ooquistica (Dowd y Pillai, 1997).

- El sedimento obtenido a partir de las muestras se resuspende en 100 pl de solucién balanceada
de Hanks (HBSS) (Sigma-Aldrich Co.) y se incuba con 10 pl de soluciéon de trabajo de IP
(Apéndice) a 37 °C durante 10 minutos (tiempo 6ptimo establecido para producir la maxima

adquisicion del colorante).

- A continuacion, se realizan dos lavados con PBS 0,04 M pH 7,2 a 10000xg, a 4 °C, durante
5 minutos y la muestra se incuba durante 30 minutos a 37 °C en cdmara himeda con 30 pl de
anticuerpo monoclonal marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Aqua-Glo G/C Direct,

Waterborne, Inc., Nueva Orleans, Luisiana, Estados Unidos).
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- Bajo microscopio de epifluorescencia (AX70, Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japdn/Eclipse 50i
Nikon Co., Tokio, Japdn) equipado con contraste de fases y filtro azul de banda ancha (excitacion
450-480 nm; barrera 515 nm) se identifican los ooquistes y, a continuacidén, se examina la
inclusién/exclusion del colorante IP bajo filtro verde de banda ancha (excitacion 510-550 nm;
barrera 590 nm), cuantificandose las proporciones de ooquistes IP positivos (inviables) e IP
negativos (potencialmente viables) (Figura 10.F-H).

1.3.2. Valoracidn del desenquistamiento espontaneo

El desenquistamiento espontdneo, fenémeno descrito por Smith y col. (2005),
consiste en que los esporozoitos de C. parvum pueden desenquistarse en un pequefio
porcentaje cuando los ooquistes se incuban a 37 °C en ausencia de cualquier otro estimulo,
haciendo por tanto imposible su supervivencia al encontrarse en un ambiente diferente al

que le ofreceria un hospedador susceptible.

Para valorar dicho fendmeno, alicuotas de 10 pl de las muestras se observaron bajo
microscopia dptica de contraste de fases (40x) (BH2, Olympus Optical Co. Ltd./Eclipse 50i
Nikon Co.). Las proporciones de paredes ooquisticas (ooquistes vacios), de ooquistes
parcialmente desenquistados y de ooquistes enteros se cuantificaron por duplicado tras la
observacion de 200-400 estructuras ooquisticas (Figura 10.I) El porcentaje de
desenquistamiento espontaneo se calculé mediante la siguiente ecuacion:

ooquistes vacios (n) + ooquistes parcialmente desenquistados (n)

. 4 04 = X .
Desenq. espontaneo(%) estructuras ooquisticas (n) 100 [Ec. 4]

1.3.3. Calculo de la viabilidad global

Teniendo en cuenta que los ooquistes desenquistados total o parcialmente y los
ooquistes IP positivos no son viables, se establecid el parametro viabilidad global, cuyo

calculo se realizoé de acuerdo con la siguiente ecuacién:

ooquistes enteros (%) X ooquistes IP negativos (%)
100

Viabilidad global (%) = [Ec. 5]
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1.3.4. Técnica de desenquistamiento inducido

Se aplicé una técnica de desenquistamiento optimizada en nuestro Laboratorio por
Vergara Castiblanco (1999).

- Suspensiones de 2x10° ooquistes purificados de C. parvum previamente lavados con solucién
salina fisiolégica, se someten a un tratamiento con liquido de digestion (Apéndice) durante

30 minutos, a 37 °C, en agitacion suave en un incubador orbital.

- A continuacidn, las suspensiones se neutralizan con bicarbonato sodico al 2,2% (Apéndice) y se
adicionan 0,022 g de taurocolato sédico (Sigma-Aldrich Co.) y 0,004 g de tripsina bovina (Sigma-

Aldrich Co.), para de nuevo incubar durante 90 minutos, a 37 °C, en agitacion suave.
- Finalmente, las suspensiones se centrifugan a 1250xg, a 4 °C, durante 5 minutos.

- Alicuotas de 10 pl del sedimento obtenido se observan microscopicamente bajo contraste de
fases con el objetivo 40x (BH2, Olympus Optical Co., Ltd.). Se consideran ooquistes viables
aquéllos total o parcialmente desenquistados, cuya proporcidn, expresada en porcentaje, se
determina tras varios recuentos de mas de 100 estructuras ooquisticas: ooquistes vacios,
ooquistes parcialmente desenquistados y ooquistes enteros (figura 10.I). El porcentaje de

desenquistamiento inducido se calcula mediante la siguiente ecuacion:

ooquistes vacios (n) + ooquistes parcialmente desenquistados (n)
X

Deseng. inducido (%) = 100 [Ec. 6]

estructuras ooquisticas (n)

1.3.5. Bioensayos en ratén

Se utilizaron camadas de ratones Swiss CD-1 suministradas por el Animalario Central
de la Universidad de Santiago de Compostela (USC). En todos los ensayos se emplearon
animales con un peso corporal comprendido entre 2,5-3,0 g (3-4 dias de edad). Las
camadas con sus respectivas madres se mantuvieron separadas en jaulas de plastico a una
temperatura aproximada de 20 °C. Diariamente recibieron un pienso comercial (Scientific
Animal Food & Engineering, Augy, Francia) y agua, manteniéndose bajo unas condiciones
higiénicas adecuadas de acuerdo con la legislacion vigente sobre proteccion de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos [BOE (nim. 252) de 21 de octubre
de 2005].

Los ratones se separaron de sus madres al menos una hora antes de ser inoculados
intragastricamente con una dosis de 25000 ooquistes/ratén utilizando para ello una
micropipeta de volumen fijo de 100 pl y devolviéndolos de nuevo con ellas en sus jaulas

hasta el momento del sacrificio (Figura 10.]-L). A los 7 dias post-inoculacion (pi), dia de
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maxima produccion ooquistica establecido en estudios previos (Villacorta y col., 1988), se
sacrificaron los animales y los intestinos se recogieron individualmente sobre 5 ml de PBS
0,04 M pH 7,2. A continuacion, se trituraron utilizando un homogenizador de barras (Ultra-
Turrax® T10, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania) y la produccién ooquistica se
cuantific6 en cdmara de Neubauer previa dilucién del homogenizado intestinal (1:10) con

solucién de verde malaquita al 0,16%.

La infectividad se definid6 como el porcentaje de animales infectados por camada y la
intensidad de infeccion como el numero de ooquistes en la totalidad del intestino

homogenizado.

2. AGUAS TURBIAS

Para la preparacién de las muestras de agua con distintos niveles de turbidez se
utilizé un suelo rojo, recogido en una zona préxima al circuito de pruebas de la empresa
Michelin (Nijar, Almeria), cuya composicién es muy similar a la de los suelos de las regiones
tropicales (Figura 10.M) (Patrick, 1980). El analisis edafoldogico realizado por el

Departamento de Edafologia y Quimica Agricola de la USC se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Analisis edafoldgico del suelo rojo recogido en Nijar, Almeria.

pH (agua) 8,61 Carbono Organico Total 0,395%
pH (KCI) 7,58 Nitrégeno Total 0,048%
P-CIH 50,93 mg/Kg Relacién C/N 8,2
P-CO;H 14,93 mg/Kg Fe,05 0,060%
Pinorganic-CO3H" 10,62 mg/Kg Al,O; 0,162%
Porganic-CO3H" 4,31 mg/Kg Carbonatos 8,1%

Anélisis granulométrico

Sin destruccién de carbonatos Con destruccién de carbonatos
Arena (500-50 pm) 33% 37%
Limo grueso (50-20 pm) 9% 7%
Limo fino (20-2 pm) 13% 20%
Arcilla (<2 pym) 44% 36%

Mineralogia de la fraccién arcilla

Minerales dominantes Illita, Halloisita
Minerales subdominantes Calcita
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Las muestras de agua turbia se prepararon por adicion de distintas cantidades de
suelo, previamente tamizado (didmetro de poro de 500 pm), a agua destilada hasta
conseguir los niveles de turbidez requeridos y determinados mediante un turbidimetro
TN-100 (Eutech Instruments Pte. Ltd., Singapur). Asi, las suspensiones turbias de 5; 30;
100; y 300 UNF se obtuvieron afladiendo 0,3; 3,2; 7,0; y 13,0 g de suelo, respectivamente,
a 500 ml de agua destilada y manteniendo dichas suspensiones en agitacién durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo, las suspensiones se dejaron en reposo durante una
hora, al cabo de la cual se recogi6 el sobrenadante de cada una de las muestras (400 ml) y
se ajustd la turbidez de los mismos a los niveles requeridos mediante la adicion de agua
destilada. Las suspensiones finales se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 827
kPa y se almacenaron a 4-8 °C (Gomez Couso y Ares Mazas, datos no publicados). El citado
Departamento de Edafologia y Quimica Agricola realizd los analisis fisicoquimicos
correspondientes a las muestras de aguas turbias de 5; 100; y 300 UNF que se muestran
en la Tabla 6 (Figura 10.N).

Tabla 6. Analisis fisicoquimico de las muestras de agua con diferentes niveles de turbidez preparadas

con el suelo rojo recogido en Nijar, Almeria.

pH? DOC P-CO3H? Pinorganico-CO3H? Porganico-CO3H Color®
mg/I|
5UNF 7,01 0,7 0,004 0,000 0,004 0,6Y 9,4/1,0
100 UNF 7,41 6,0 0,055 0,013 0,042 6,1YR 6,5/8,3
300 UNF 7,47 12,2 0,254 0,021 0,232 3,8YR 5,3/6,6

2Parametros determinados en muestras filtradas.

bEscala Munsell.

3. INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LOS
OOQUISTES DE C. PARVUM EN CONDICIONES SIMULADAS DE RADIACION SOLAR

La influencia que ciertos factores ambientales (turbidez del agua e intensidad de
radiacion), asi como el tiempo de exposicion, tienen sobre la supervivencia de los ooquistes
de C. parvum durante los procesos de desinfeccidon solar del agua de bebida se determind
mediante la técnica de inclusién/exclusion del colorante vital fluorogénico IP y de

bioensayos en raton (Apartados 1.3.1. y 1.3.5., respectivamente).
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3.1. Disefio experimental

Se utilizé un disefio factorial 2x3 de primer orden (Box y col., 1978) que permite
evaluar los efectos de los factores estudiados y detectar las interacciones entre los mismos,
ademas de ofrecer una gran precision facilitando el modelaje del sistema (Goupy, 1988;
Miron y col., 1988).

El analisis de la varianza (ANOVA) permitié detectar los efectos significativos de los
factores estudiados sobre la viabilidad de los ooquistes de C. parvum determinada in vitro e
in vivo. Los factores que mostraron efectos significativos se modelaron por medio del
método de regresion multiple de minimos cuadrados. Todos los analisis se realizaron
utilizando el programa informatico Statgraphics® Plus v.5.1 (©1994-2001 Statistical
Graphics Corporation, Herndon, Virginia, Estados Unidos).

Para establecer el disefio factorial es necesario construir una matriz experimental con
los valores de los factores experimentales codificados. Estos valores codificados pueden

descodificarse y obtener los correspondientes valores experimentales (Tabla 7).

Tabla 7. Valores experimentales y codificados de las tres variables investigadas.® °

Valor real
Valor codificado
Turbidez (UNF) Intensidad de radiacién (W/m?) Tiempo de exposicion (horas)
-1 5 200 4
0 100 600 8
1 300 900 12

2Coadificacion: V= (Vn-Vo)/AV,.

V.: valor codificado; V,: valor real; V,: valor real en el centro del dominio; AV,: incremento en V,
correspondiente a una unidad de V..

®Descodificacion: Vo= Vo+(AV,x V).

En la realizacién de los experimentos se utilizd un simulador de radiacidon solar
provisto de una lampara de arco de xenén de 1000 W (Oriel Corp., Stratford, Conética,
Estados Unidos) y equipado con un filtro de la radiacién UV (barrera 320 nm) (Oriel Corp.)
(Figura 11.A;). La radiacién se ajusté con un medidor de potencia éptica (modelo 200/10+;
Coherent, Cambridge, Reino Unido) a intensidades de radiacién global de 200; 600; y
900 W/m?, que equivalen aproximadamente a las intensidades de radiacién solar descritas
para areas ecuatoriales en dias totalmente nublados, parcialmente nublados y soleados,

respectivamente (Joyce y col., 1996; McGuigan y col., 1998).
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Tubos universales, transparentes y estériles, de poliestireno de 30 ml (Barloworld
Scientific, Stone, Reino Unido) se llenaron con muestras de agua con niveles de turbidez de
5; 100; y 300 UNF y se contaminaron con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum. Los
tubos se agitaron con el fin de asegurar la maxima distribucién de los ooquistes y favorecer
la oxigenacion de la muestra y se expusieron a las diferentes intensidades de radiacion
solar simulada (200; 600; y 900 W/m?) durante los distintos periodos de tiempo
establecidos (4; 8; y 12 horas). A lo largo de los ensayos, las muestras se mantuvieron a
una temperatura constante de 30 °C mediante la inmersidon horizontal de los tubos en un
bafio de agua, de forma que la mitad inferior de los mismos permaneciese en contacto con
ésta, mientras que la mitad superior quedase totalmente expuesta a la radiacién solar
simulada (McGuigan y col., 2006). Los correspondientes controles se realizaron recubriendo
los tubos con papel de aluminio para asi evitar que la radiacién incidiese sobre las

muestras. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

3.2. Evaluacion de la supervivencia ooquistica

Después de cada periodo de exposicién, las muestras se centrifugaron a 1250xg, a
4 °C, durante 10 minutos y los sedimentos obtenidos se utilizaron para determinar la
viabilidad ooquistica mediante la técnica de inclusidén/exclusion del colorante vital
fluorogénico IP (Apartado 1.3.1.) y la infectividad en el modelo murino lactante descrito
(Apartado 1.3.5.).

4. DESINFECCION SOLAR DE AGUAS TURBIAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES
DE C. PARVUM UTILIZANDO BOTELLAS PET

El estudio se realizd durante los meses de julio y octubre de 2007 en la Plataforma
Solar de Almeria (PSA), perteneciente al Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT) del Ministerio de Ciencia e Innovacién y situada
en el Desierto de Tabernas, Almeria (latitud, 37°05'54"” N; longitud, 2°21’32"” O; altitud,
500 m).

El Servicio de Radiometria de la PSA nos proporcioné los datos de radiacién solar
incidente alcanzada durante los ensayos y correspondiente a la radiacion solar global de
longitud de onda corta comprendida en el rango espectral de 310-2800 nm y medida
utilizando un pirandmetro (modelo CMP 21, Kipp & Zonen, Delft, Paises Bajos). De igual
forma, dicho Servicio nos suministrd los datos de radiacion UV (directa y difusa) medida
entre 295-385 nm (parte de la radiacion UV-A y UV-B) empleando un radiédmetro UV (CUV

3, Kipp & Zonen) orientado horizontalmente.
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La radiacion solar global o UV acumuladas, definidas como la energia que recibe la
muestra por unidad de superficie, se calcula integrando la media de la radiacion solar global

o UV medidas a diferentes tiempos de exposicion como se muestra en la siguiente ecuacion:

ty
Dosisgioparuy = J‘ Radiaciéngopgryy * dt [Ec. 7]

tz

donde Dosiscbaiuv, €5 la radiacion solar global o UV acumuladas expresada en J/m?;
Radiaciéngiopai;uv, €s la radiacion solar global o UV que recibe la muestra expresada en

W/m?; y t, tiempo expresado en segundos.

4.1. Evaluacién de los efectos 6ptico y térmico de la radiacion solar

Se determiné el efecto que, conjuntamente, ejercen los componentes 6ptico y térmico
de la radiacidon solar sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum durante el
proceso de desinfeccion solar del agua de bebida. Para ello, botellas PET de 1,5 | de
capacidad, transparentes y limpias, se llenaron con aguas de 0; 5; 100; y 300 UNF de
turbidez y a continuacién se contaminaron con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum.
Las botellas se agitaron vigorosamente durante 10-30 segundos con el fin de asegurar la
maxima distribucion de los ooquistes y favorecer la oxigenacién de las muestras.
Posteriormente, se expusieron a la radiacion solar durante 4; 8; y 12 horas en uno de los
tejados de las instalaciones de la PSA (Figura 11.B). Los tiempos de exposicién se
establecieron de forma que la mitad de cada ensayo coincidiese con el mediodia solar,
aproximadamente a las 14:00 horas (hora local). Asi, los ensayos de exposicion de 4 horas
se llevaron a cabo entre las 12:00-16:00 horas; los ensayos de 8 horas, entre las 10:00-
18:00 horas; y los de 12 horas, entre las 8:00-20:00 horas. Ademas, se realizaron
controles de exposicién en oscuridad, en los que las botellas PET conteniendo aguas de 0
UNF contaminadas con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum se recubrieron con papel
de aluminio y se expusieron a la radiacidon solar con las restantes muestras. Todos los

experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

A lo largo de los ensayos, la temperatura de las muestras se monitorizé cada hora
mediante un termémetro (modelo HI 98509-1, Hanna Instruments, S.L., Eibar, Espana). Al
final de cada periodo de exposicidon, las muestras se guardaron en el laboratorio, en
oscuridad y a 20 °C, condiciones que no afectan a la supervivencia de los ooquistes de

C. parvum (Peng y col., 2008).
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Finalmente, las muestras se concentraron en un volumen final de 10 ml mediante
filtracion a través de una membrana de nitrocelulosa (didmetro de poro 2 um) utilizando
para ello la unidad de concentracién del equipo Filta-Max® (IDEXX Laboratorios, Inc.,
Westbrook, Maine, Estados Unidos). Alicuotas de un mililitro de cada una de las muestras se
centrifugaron a 10000xg, a 4 °C, durante 5 minutos y los sedimentos obtenidos se
utilizaron para determinar la viabilidad ooquistica mediante la técnica de inclusién/exclusion

del colorante vital fluorogénico IP (Apartado 1.3.1.).

4.2. Evaluacién del efecto 6ptico de la radiacion solar

Se valord el efecto que el componente éptico de la radiacion solar ejerce sobre la
supervivencia de los ooquistes de C. parvum. Para ello, botellas PET de 1,5 | de capacidad,
transparentes y limpias, conteniendo aguas con los niveles extremos de turbidez (0 y 300
UNF) contaminadas con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum, se expusieron a la
radiacion solar natural durante 4; 8; y 12 horas a temperatura controlada. Asi, las botellas
se colocaron en un bafo de agua, de tal forma que la mitad inferior quedase sumergida,
mientras que la superior estuviese expuesta a la radiacion solar (Figura 11.C). Durante las
exposiciones, la temperatura del agua se mantuvo entre 20-25 °C mediante la adicién de
hielo al bano. Al final de cada periodo de exposicion, el procesamiento de las muestras y la
valoracion de la supervivencia ooquistica se realizé como se describe en el apartado

anterior.

4.3. Evaluacion del efecto térmico de la radiacion solar

Con el fin de evaluar tan sélo el efecto que el componente térmico de la radiacion
solar ejerce sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum, se simularon en el
laboratorio los perfiles de temperatura media registrados en el interior de las botellas PET
durante los ensayos de evaluacidon de los efectos 6ptico y térmico de la radiacion solar
(Apartado 4.1.). Para ello, tubos de microcentrifuga de 1,5 ml conteniendo un mililitro de
agua destilada contaminada con 2x10° ooquistes purificados de C. parvum se expusieron,
tras permanecer una hora a temperatura ambiente (18-20 °C), a los diferentes perfiles de
temperatura durante 4; 8; y 12 horas en un bloque seco de calor (Figura 11.D) (Uniequip
GmbH, Dresde, Alemania), ajustdandose la temperatura cada 30 minutos. Al final de cada
periodo de exposicién, las muestras se centrifugaron a 10000xg durante 5 minutos y los
sedimentos asi obtenidos se utilizaron para determinar la viabilidad ooquistica mediante la
técnica de inclusidn/exclusién del colorante vital fluorogénico IP (Apartado 1.3.1.); la

valoracion del desenquistamiento espontaneo (Apartado 1.3.2.); y el calculo de la viabilidad
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global (Apartado 1.3.3.). Para periodos de exposicion de 4 horas, estos parametros se
determinaron cada hora, mientras que para los de 8 y 12 horas, se evaluaron cada dos
horas. Ademas, al final de cada uno de los periodos de exposicion se comprobd la
infectividad ooquistica mediante bioensayos en raton (Apartado 1.3.5.). Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

4.4. Analisis estadistico

El programa informatico GraphPad Instat® v.3.05 (©1992-2000 GraphPad Software,
La Joya, California, Estados Unidos) se empled en el andlisis estadistico de los datos. Las
diferencias observadas en los valores de temperatura del agua alcanzados en el interior de
las botellas PET durante la exposicién a la radiacién solar; en la inclusiéon/exclusiéon del
colorante vital fluorogénico IP; en los porcentajes de desenquistamiento espontaneo y de
viabilidad global; y en las intensidades de infeccién para los diferentes niveles de turbidez
del agua y/o tiempos de exposicion se compararon utilizando métodos paramétricos de
comparacion de medias, concretamente el test de comparacion multiple SNK (Student-
Newman-Keuls) y el de analisis de la varianza (ANOVA de una sola via). Las diferencias se

consideraron significativas para niveles de probabilidad de P<0,05.

5. DESINFECCION SOLAR DE AGUAS TURBIAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES
DE C. PARVUM UTILIZANDO REACTORES SOLARES EQUIPADOS CON CPC

Los estudios se realizaron durante los meses de junio y julio de los afios 2008 y 2009
utilizando sistemas de reactores solares equipados con CPC de diferentes caracteristicas y
disponibles en las instalaciones de la PSA. Al igual que en el Apartado 4, el Servicio de
Radiometria nos proporciond los datos de radiacion solar incidente alcanzada durante los
ensayos, calculdandose la radiacién solar global o UV acumulada de acuerdo con la Ec. 7. De
forma similar y durante los ensayos, la temperatura del agua se monitoriz6 cada hora
(modelo HI 98509-1, Hanna Instruments, S.L.).

5.1. Evaluacion de reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con dos tipos
de CPC

Durante el periodo comprendido entre el 15 de junio y el 10 de julio de 2008, se
evalud el empleo de reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con dos tipos de CPC

en la desinfeccidn solar de aguas turbias contaminadas con ooquistes de C. parvum.
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Los reactores utilizados estan constituidos por tubos de vidrio borosilicatado
Duran® 3,3 (Schott AG, Mainz, Alemania) con una transmitancia del 90% y del 45% en el
rango de las radiaciones UV-A y UV-B, respectivamente, y presentan las siguientes
dimensiones: i) longitud de 150 cm; ii) didmetro de 5 cm; iii) espesor de la pared de
0,18 cm; vy iv) volumen interno de 2,5 I. Uno de los extremos del reactor se encuentra
completamente cerrado, mientras que el otro presenta una valvula a través de la cual se
pueden recoger facilmente las muestras.

Los CPC ensayados presentan las siguientes caracteristicas:

- CPC1: i) apertura de 15,70 cm; ii) altura de 6,43 cm; iii) drea de apertura de 0,210 m?; y
iv) FC de la radiacién solar de 1.

- CPC1,89: i) apertura de 29,70 cm; ii) altura de 19,37; iii) area de apertura de 0,375 m?;
y iv) FC de la radiacion solar de 1,89.

La superficie reflectante de ambos CPC se compone de ldminas de aluminio anodizado
320G de 0,5 mm de espesor (Alanod Aluminium GmbH, Ennepetal, Alemania) y presenta
una reflectividad del 82% para la radiacion UV y del 85% para la restante radiacion del
espectro solar. El conjunto reactor-CPC se encuentra situado sobre una plataforma de
aluminio orientada en el eje N-S con una inclinacién, respecto a la latitud local, de 37° para
el CPC1 y de 12° para el CPC1,89 (inclinaciones 6ptimas para captar la maxima radiacion
solar) (Figura 11.E,F) (Collares-Pereira y col., 2006; Navntoft y col., 2008).

Para la realizacion de los ensayos, los reactores se llenaron con aguas de
0; 5; y 100 UNF de turbidez, que se contaminaron con 7,5x10° ooquistes purificados de
C. parvum (2,5x%10° ooquistes/l). Antes de colocar los reactores en el centro de la superficie
reflectante del CPC correspondiente, se balancearon cuidadosamente durante
10-30 segundos con el fin de asegurar la maxima distribucion de los ooquistes y favorecer
la oxigenacion de las muestras. A continuacidén, se expusieron a la radiacién solar durante
un tiempo maximo de 12 horas, distribuidas en periodos de 6 horas durante dos dias
consecutivos (11:00-17:00 horas, hora local). Al final de cada periodo de exposicién, las
muestras se guardaron en el laboratorio, en oscuridad y a 20 °C, condiciones que no
afectan a la supervivencia de los ooquistes de C. parvum (Peng y col., 2008). A intervalos
de 2 horas de exposicion, se recogieron muestras de 50 ml, que se repusieron con igual
cantidad de agua de la misma turbidez no contaminada y mantenida a temperatura
ambiente con el fin de conservar el volumen de muestra irradiado. Las muestras se
centrifugaron a 3000xg durante 15 minutos y los sedimentos asi obtenidos se utilizaron
para determinar la viabilidad ooquistica (Apartado 1.3.1.); valorar el desenquistamiento
espontaneo (Apartado 1.3.2.); y realizar el calculo de la viabilidad global (Apartado 1.3.3.).
Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
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5.2. Evaluacion de un reactor solar de 25 | de capacidad equipado con un CPC

Durante el periodo comprendido entre los dias 23 de junio y 8 de julio de 2009, se
evalué el empleo de un reactor solar de 25 | de capacidad equipado con un CPC en la
desinfeccion solar de aguas turbias contaminadas con ooquistes de C. parvum. El reactor
utilizado consiste en un cilindro de metacrilato de las siguientes dimensiones: i) longitud de
92,5 cm; ii) didmetro de 20 cm; iii) espesor de la pared de 1 cm; y iv) volumen interno de
25 |. Dicho reactor presenta en la parte superior una cubierta desmontable del mismo
material que permite rellenarlo con el agua a tratar, evitar pérdidas debidas a la
evaporacion y posibles contaminaciones ambientales. Ademas, en la parte inferior dispone

de una valvula que facilita la toma de muestras y el vaciado del mismo.

El CPC incorporado presenta las siguientes caracteristicas: i) apertura de 58 cm;
ii) altura de 25,71 cm; iii) &rea de apertura de 0,58 m?; y iv) FC de la radiacién solar de 1.
La superficie reflectante esta constituida por una ldamina de aluminio anodizado altamente
reflectante MIRO-SUN® (Alanod Aluminium GmbH) cuya reflectividad es del 87% para la
radiacion UV y del 90% para el resto de la radiacion del espectro solar. El conjunto reactor-
CPC se encuentra situado sobre una plataforma de aluminio orientada en el eje N-S con una
inclinacidén con respecto a la latitud local de 37° (inclinacion éptima para captar la maxima
radiacion solar) (Figura 11. G) (Ubomba-Jaswa y col., 2010).

Muestras de agua de 0; 5; y 30 UNF de turbidez se contaminaron con 2,5x105;
6x10% y 10x10° ooquistes/| de C. parvum, respectivamente, en contenedores de 30 | de
capacidad, que se agitaron durante 10-30 segundos con el fin de asegurar la maxima
distribucion de los ooquistes y favorecer la oxigenacion del agua, rellenandose

posteriormente el reactor.

Las muestras se expusieron a la radiacion solar durante un periodo maximo de
8 horas (10:00-18:00 horas, hora local). A intervalos de 2 horas de exposicion, se
recogieron del centro del reactor dos muestras de 50 ml, reponiéndose con igual volumen
de agua no contaminada de la misma turbidez y mantenida a temperatura ambiente. El
procesamiento de las muestras y la evaluacién de la viabilidad ooquistica se llevé a cabo
como se describe en el Apartado 5.1. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

5.3. Analisis estadistico

El programa informatico GraphPad Instat® v.3.05 (©1992-2000 GraphPad Software)
se empled en el andlisis estadistico de los datos. Las diferencias observadas en los valores
de temperatura del agua alcanzados en el interior de los reactores durante la exposicion a

la radiacion solar; en la inclusidon/exclusion del colorante vital fluorogénico IP; en los
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porcentajes de desenquistamiento espontaneo y de viabilidad global, para los diferentes
niveles de turbidez del agua y/o tiempos de exposicidon se compararon utilizando métodos
paramétricos de comparacion de medias, concretamente el test de comparacion multiple
SNK (Student-Newman-Keuls) y el de analisis de la varianza (ANOVA de una sola via). Las

diferencias se consideraron significativas para niveles de probabilidad de P<0,05.

6. RESISTENCIA DE LOS OOQUISTES DE C. PARVUM A TEMPERATURAS
ALCANZABLES EN LOS PROCESOS DE DESINFECCION SOLAR DEL AGUA

Durante los estudios de desinfeccion solar de aguas turbias contaminadas con
ooquistes de C. parvum vy realizados en condiciones naturales de radiacién solar se
comprobd un notable incremento de la temperatura del agua. En este apartado se evalla la
supervivencia de los ooquistes de C. parvum cuando se exponen a temperaturas que se

pueden alcanzar durante estos procesos.

Para ello, y utilizando un bloque seco de calor (Uniequip GmbH) (Figura 11.D), tubos
de microcentrifuga de 1,5 ml conteniendo un mililitro de agua destilada contaminada con
2x10°% ooquistes purificados de C. parvum se expusieron, tras permanecer una hora a
temperatura ambiente (18-20 °C), a valores de temperatura de 37; 40; 42; 44; 46; 48; y
50 °C durante periodos de 2; 4; 6; 8; 10; y 12 horas. Al final de cada tiempo de exposicion,
las muestras se centrifugaron a 10000xg durante 5 minutos y los sedimentos obtenidos se
utilizaron para determinar la viabilidad ooquistica mediante la técnica de inclusidn/exclusion
del colorante vital fluorogénico IP (Apartado 1.3.1.); valorar el desenquistamiento
espontaneo (Apartado 1.3.2.); y calcular la viabilidad global (Apartado 1.3.3.). Ademas, y
al mayor tiempo de exposicién (12 horas), se evalud la infectividad ooquistica mediante

bioensayos en raton (Apartado 1.3.5.). Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

El programa informatico GraphPad Instat® v.3.05 (©1992-2000 GraphPad Software)
se empled en el analisis estadistico de los datos. Las diferencias observadas en la
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP; en los porcentajes de
desenquistamiento espontaneo y de viabilidad global; y en las intensidades de infeccién
para las diferentes temperaturas y/o tiempos de exposiciébn se compararon utilizando
métodos paramétricos de comparacién de medias, concretamente el test de comparacion
multiple SNK (Student-Newman-Keuls) y el de anadlisis de la varianza (ANOVA de una sola

via). Las diferencias se consideraron significativas para niveles de probabilidad de P<0,05.
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7. APLICACION DE PROCESOS DE OXIDACION AVANZADOS EN LA DESINFECCION
SOLAR DE AGUAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES DE C. PARVUM

7.1. Empleo del fotocatalizador TiO>

Mediante reactores equipados con CPC en modo recirculante, disponibles en las
instalaciones de la PSA, se evalud el uso del fotocatalizador TiO; en la desinfeccion solar de
aguas contaminadas con ooquistes de C. parvum. Los estudios se realizaron durante los
dias 9 y 10 de julio de 2009 vy, al igual que en los Apartados 4 y 5, el Servicio de
Radiometria nos proporcioné los datos de radiacidn solar incidente alcanzada durante los
ensayos, calculandose la radiacion solar global o UV acumulada de acuerdo con la Ec. 7. De
forma similar y durante los ensayos, la temperatura del agua se monitorizé cada hora
(modelo HI 98509-1, Hanna Instruments, S.L.).

El fotocatalizador utilizado (TiO2 P25, Evonik Industries, Essen, Alemania) esta fijado,
en una proporcién de 20 g/m?, a una ldmina sintética de fibra inorganica de 460 um de
espesor y 80 g/m? de gramaje (Ahlstrom Research & Services, Helsinki, Finlandia) que, a su
vez, envuelve un soporte tubular que se sitia concéntricamente en el interior del reactor.
Dicho reactor estd constituido por dos tubos de vidrio borosilicatado Duran® 3,3 (Schott)
equipados con sendos CPC1, de caracteristicas y dimensiones similares a los utilizados en el
Apartado 5.1. Los tubos se encuentran conectados en serie de forma que, y a partir de un
depdsito, el agua recircula por todo el sistema a un caudal maximo de 20 I/minuto
impulsada por una bomba centrifuga de 20 W (Pan World, Barcelona, Espafia). El depdsito
presenta en su parte superior una abertura a través de la cual se puede vaciar el sistema.
Ademas, dispone de una valvula de salida que facilita la toma de muestras. Paralelamente,
el sistema posee un segundo circuito que posibilita la realizacion simultédnea de los ensayos
control. El conjunto se encuentra situado sobre una plataforma de aluminio orientada en el
eje N-S con una inclinacién de 37° respecto a la latitud local y permite tratar un volumen de
agua de 14 |, siendo el volumen irradiado de 4,7 | (Figura 11.H) (Collares-Pereira y col.,
2006).

Voliumenes de 7 | de agua destilada contaminada con ooquistes purificados de
C. parvum (5x10° ooquistes/l) se expusieron, simultdneamente en presencia y ausencia del
fotocatalizador, a la radiacién solar durante un tiempo de 8 horas (10:00-18:00 horas, hora
local) en cada uno de los dos circuitos que componen el sistema. A intervalos de 2 horas de
exposicion, se recogieron dos muestras de 50 ml de cada uno de los circuitos, cuyo
procesamiento y evaluacién de la viabilidad ooquistica se llevé a cabo como se describe en

el Apartado 5.1. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
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7.2. Empleo del oxidante H,0;

En este estudio se evalud, en condiciones naturales y simuladas de radiacion solar, la
utilizacion del H,0, en la desinfeccion solar de aguas contaminadas experimentalmente con
ooquistes de C. parvum. Para la realizacion de los ensayos se utilizd una concentracidén de
500 mg/! de H,0, (Honeywell Riedel-de Haén®, Seelze, Alemania; Sigma-Aldrich, Co.) que
se valoré mediante el método colorimétrico del oxisulfato de titanio (TiOSO4), empleado
habitualmente en el andlisis del agua de bebida y cuyo limite de deteccién es de 0,1 mg/I
(Adén Delgado, 2008). El fundamento del método reside en que el TiOSO4 reacciona
estequiométricamente con el H,O, presente en la muestra formando un complejo
TiOS04-H,0, de color amarillo cuya absorbancia maxima se encuentra a una longitud de
onda de 410 nm, siendo facilmente determinable mediante métodos espectrofotométricos al
existir una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion de H,O, en el rango de
0,1-100 mg/Il. El protocolo consiste en adicionar 0,5 ml de una disolucién comercial de
TiOSO4 1,9-2,1 % p/v (Fluka Analitycal, Sigma-Aldrich, Co.) a 5 ml de muestra diluida en la
proporcion 1:10. Tras 5 minutos de incubacidn a temperatura ambiente la absorbancia se
determina a 410 nm (T-60-U, PG Instruments Ltd., Wibtoft, Reino Unido; NanoDrop 2000c,
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Estados Unidos) y la concentracién de H,O> se calcula

de acuerdo con la siguiente ecuacion:
y = 51,731 x Abs — 0,024 [Ec. 8]

donde y, es la concentracién de H,0, en mg/l y Abs, el valor de absorbancia a 410 nm.

7.2.1. En condiciones naturales de radiacion solar

En las instalaciones de la PSA y durante el periodo comprendido entre los dias 7-13
de julio de 2010, reactores de vidrio borosilicatado Duran® de 500 ml de capacidad (Schott
AG) conteniendo 250 ml de agua destilada contaminada con ooquistes purificados de
C. parvum (10x10° ooquistes/l), se expusieron en agitacién y en presencia de H,0, (500
mg/l) a la radiacion solar natural durante 5 horas (11:00-16:00 horas, hora local).
Paralelamente, se realizaron los correspondientes controles sin H,O, y de exposiciéon en

oscuridad, recubriendo los reactores con papel de aluminio (Figura 11.I).

El correspondiente Servicio de Radiometria, al igual que en los Apartados 4 y 5, nos
proporcion6 los datos de radiacidn solar incidente alcanzada durante los ensayos,
calculdndose la radiacion solar global o UV acumulada de acuerdo con la Ec. 7. De forma

similar, cada hora se monitorizé la temperatura del interior del reactor mediante un
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termometro (modelo HI 98509-1, Hanna Instrument, S.L.) y la concentracién de H,0, de
acuerdo con el método descrito anteriormente. A intervalos de 2,5 horas de exposicidn, se
recogieron 15 ml de las muestras para la evaluacion de la viabilidad ooquistica tal y como

se describe en el Apartado 5.1. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

7.2.2. En condiciones simuladas de radiacion solar

Para la realizacion de estos ensayos se utilizd un simulador de radiacion solar provisto
de una lampara de arco de Xenén de 1100 W (SUNTEST CPS+, ATLAS Material Testing
Technology GmbH, Lisengericht, Alemania) y equipado con un filtro de radiacion UV
(Suprax, ATLAS Material Testing Technology GmbH) (barrera 290 nm). La intensidad de la
radiacién global se ajusté a 350 W/m? (~33 W/m? de UV) mediante un microprocesador
incorporado al equipo. De igual forma, se ajustd una temperatura maxima de la camara de

exposicion de 40 °C (Figura 11.A,).

Reactores de vidrio borosilicatado Pyrex® de 25 ml (Barloworld Scientific, Stone, Reino
Unido) conteniendo muestras de agua destilada contaminada con 7x10° ooquistes
purificados de C. parvum se expusieron a la radiacion solar simulada y en presencia de H,0,
(500 mg/l) durante 5 horas. Paralelamente, se realizaron los correspondientes controles sin
H,O, y en oscuridad. Cada hora se monitorizé la concentracion de H,O, de acuerdo con el

método descrito anteriormente. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

A intervalos de 2,5 horas de exposicion las muestras se centrifugaron a 1250xg, a
4 °C, durante 10 minutos. Los sedimentos asi obtenidos se utilizaron para determinar la

viabilidad ooquistica mediante las técnicas descritas en el Apartado 1.3.

7.3. Analisis estadistico

El programa informatico GraphPad Instat® v.3.05 (©1992-2000 GraphPad Software)
se empled en el andlisis estadistico de los datos. Las diferencias observadas en la
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP; en los porcentajes de
desenquistamiento espontaneo e inducido y de viabilidad global, asi como en las
intensidades de infeccién, para los dos tiempos de exposicion establecidos, se compararon
utilizando métodos paramétricos de comparacion de medias, concretamente el test de
comparacién multiple SNK (Student-Newman-Keuls) y el de analisis de la varianza (ANOVA
de una sola via). Las diferencias se consideraron significativas para niveles de probabilidad
de P<0,05.
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Figura 10. Ilustracion del material y de los métodos utilizados (I).

A, técnica de Heine; B y C, purificaciéon de ooquistes en gradientes discontinuos de cloruro de cesio;
D, cuantificacion ooquistica; E, caracterizacion molecular del aislado de Cryptosporidium sp.;
F, identificacion ooquistica mediante IFD; G, observacion microscopica bajo contraste diferencial de
fases; H, técnica de inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP; I, ooquistes enteros y
paredes ooquisticas; J, animalario del Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la
USC; K y L, bioensayos en ratones lactantes; M, suelo rojo recogido en Nijar, Almeria; N, preparacion
de aguas turbias.
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Figura 11. Ilustracion del material y de los métodos utilizados (II).

A, simuladores de radiacion solar; B, botellas PET expuestas a la radiacion solar en la PSA; C, evaluacion
del efecto optico de la radiacion solar; D, bloque seco utilizado en los ensayos del efecto térmico de la
radiacién solar; E y F, reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con CPC1l y CPC1,89,
respectivamente; G, reactor solar de 25 | de capacidad equipado con un CPC; H, reactor solar equipado
con CPC1 en modo recirculante utilizado en los ensayos de fotocatalisis con TiO;; I, evaluacidn del H,0, en
condiciones naturales.
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1. INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LOS
OOQUISTES DE C. PARVUM EN CONDICIONES SIMULADAS DE RADIACION SOLAR

Mediante un disefio factorial 2x3 de primer orden y bajo condiciones simuladas de
radiacion solar, se evalud la influencia que la turbidez del agua (5; 100; y 300 UNF), la
intensidad de radiaciéon (200; 600; y 900 W/m? de radiacién global) y el tiempo de
exposicion (4; 8; y 12 horas) tienen sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum

durante los procesos de desinfeccion solar del agua de bebida.

El aislado de C. parvum utilizado en la realizacion de estos ensayos mostré una
potencial viabilidad ooquistica del 95,0+2,7% (porcentaje de ooquistes IP negativos) y una
infectividad en el modelo murino lactante del 100+0,0%. De forma general, se pudo
comprobar que la supervivencia de los ooquistes de C. parvum (valorada como potencial
viabilidad e infectividad ooquisticas) disminuye a medida que aumentan tanto la intensidad
de radiacion como el tiempo de exposicion, detectandose los mayores descensos en

muestras de agua con los menores niveles de turbidez (Tabla 8).

Los resultados de ANOVA de los datos obtenidos mediante la aplicaciéon de la técnica
de inclusién/exclusién del colorante vital fluorogénico IP (potencial viabilidad ooquistica) y
los hallados en los bioensayos en ratéon para cada uno de los ensayos establecidos se
reflejan en la Tabla 9 y 10, respectivamente. Se observé que los porcentajes de potencial
viabilidad ooquistica oscilaron entre un minimo del 54,0% (Tabla 9, Ensayo 16: condiciones
reales de 5 UNF de turbidez, 900 W/m? de intensidad de radiacién y 12 horas de tiempo de
exposiciéon) y un maximo del 91,7% (Tabla 9, Ensayos 3, 20 y 26: condiciones reales de
200 W/m? y 4 horas, independientemente del nivel de turbidez). De igual forma, se
comprobd que el menor valor de infectividad ooquistica (30,8%) se obtuvo para unas
condiciones reales de 5 UNF de turbidez, 900 W/m? de intensidad de radiacion y 12 horas

de tiempo de exposicidén (Tabla 10, Ensayo 16).

Una vez obtenidos los resultados experimentales correspondientes a los valores
representados en las matrices, se analiz6 la significacion de cada pardmetro evaluado,
comprobandose que los tres factores considerados, asi como la interaccion de la turbidez
con la intensidad de radiacion y de la intensidad de radiacidn con el tiempo de exposicion
presentaron valores de P<0,05. Sobre la base de la estimacién de la significacion
estadistica, los efectos de los parametros y de su interaccion sobre la potencial viabilidad e

infectividad ooquisticas pueden ser descritos por las siguientes ecuaciones empiricas:
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Potencial viabilidad (%) = 81,51 + 2,13T — 9,051 — 4,54t + 2,96TI — 3,491t [Ec. 9]
R? = 87,58%

Infectividad (%) = 86,52 + 5,09T — 16,54 — 6,46t + 5,95T1 — 5,701t [Ec. 10]
R? = 82,50%

donde T, es la turbidez; I, la intensidad de radiacién; t, el tiempo de exposicién; TI, la
interaccion entre la turbidez y la intensidad de radiacion; e It, la interaccion entre

intensidad de radiacion y el tiempo de exposicion.

Los valores estadisticos de R? indican que el modelo explica el 87,58% vy el 82,50%
de la variabilidad en la potencial viabilidad e infectividad ooquisticas, respectivamente. En
las Figuras 12 y 13 se muestran las superficies de respuesta para el porcentaje de ooquistes
IP negativos (potencialmente viables) y para la infectividad ooquistica definidas por las
ecuaciones 9 y 10, respectivamente. En cada uno de los tres graficos que componen las
figuras, una de las variables estudiadas se fijo en el valor central del dominio (Vc=0),
observandose que los valores de intensidad de radiacién global establecidos ejercen un
fuerte efecto sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum. Sin embargo, cuando
este parametro se fija en el valor medio evaluado (600 W/m?), la influencia de la turbidez
del agua y del tiempo de exposicién sobre la potencial viabilidad e infectividad ooquisticas
es poco notoria.
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Tabla 9. Efectos combinados de la turbidez, la intensidad de radiacion y el tiempo de exposicién sobre
la potencial viabilidad de los ooquistes de C. parvum evaluada mediante la técnica de
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP.

S T I v Valor Valor Residual
Observado esperado estandarizado
1 =il 1 0 61,4 67,4 -1,8837
2 0 0 1 82,5 77,0 1,5636
3 =il =i =i 91,7 83,5 -0,6117
4 1 1 -1 85,1 84,5 0,1915
5 0 =i 0 88,2 90,6 -0,6266
6 1 0 1 82,9 80,2 0,8061
7 =il =i 1 87,1 89,3 -0,7493
8 -1 1 -1 80,2 76,5 1,3464
9 0 1 0 67,3 72,5 -1,4536
10 -1 0 1 82,1 73,2 2,9052
11 0 0 0 84,6 81,5 0,8137
12 1 1 1 72,0 70,6 0,4895
13 1 1 0 74,1 77,6 -1,0408
14 il =il 0 88,2 91,4 -0,9346
15 1 -1 0 88,2 89,7 -0,4363
16 il 1 1 54,0 58,3 -1,5613
17 0 1 -1 80,4 80,5 -0,0308
18 0 =il 1 87,1 89,5 -0,6972
19 -1 0 -1 86,0 85,0 0,2948
20 0 =il =il 91,7 91,6 0,0348
21 1 -1 1 87,1 89,7 -0,9140
22 1 0 =il 87,2 87,1 0,0193
23 1 0 0 85,1 83,7 0,3750
24 il 0 0 84,2 79,4 1,3326
25 0 1 1 64,0 64,4 -0,1254
26 1 =il =il 91,7 89,7 0,6970
27 0 0 -1 86,6 86,1 0,1443
Término Coeficiente Suma de GL Media de Valor F P
cuadrados cuadrados
Constante 81,5
T 2,132 81,79 1 81,79 5,54 0,0290
I -9,045 1472,62 1 1472,62 99,69 0,0000
t -4,543 371,55 1 371,55 25,15 0,0001
TI 2,961 105,20 1 05,20 7,12 0,0148
Tt 1,057 13,40 1 13,40 0,91 0,3523NS
It -3,493 146,44 1 146,44 9,91 0,0051

®Turbidez; PIntensidad de radiacién; “Tiempo de exposicién. Los valores de T; I; y t que se muestran
son los valores codificados (ver Tabla 7).

GL, grados de libertad; NS, no significativo.

Valor estadistico Durbin-Watson=2,4043.
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Tabla 10. Efectos combinados de la turbidez, la intensidad de radiacién y el tiempo de exposicion sobre

la infectividad de los ooquistes de C. parvum evaluada mediante bioensayos en raton.

EEa T I r Valor Valor Residual
observado esperado estandarizado
1 -1 1 0 66,7 59,2 1,0455
2 0 0 1 76,0 80,1 2,9024
3 =i -1 -1 100 106,7 -1,0773
4 1 1 -1 87,9 91,4 -0,5031
5 0 -1 0 100 103,0 -0,3723
6 1 0 1 77,7 87,2 -1,4034
7 =i -1 1 100 101,1 -0,1792
8 -1 1 -1 67,5 73,3 -0,8949
9 0 1 0 68,0 70,2 -0,2399
10 -1 0 1 75,0 73,0 0,2688
11 0 0 0 100 86,6 1,7015
12 1 1 1 73,3 71,1 0,3878
13 1 1 0 75,0 81,2 -0,8042
14 -1 -1 0 100 103,9 -0,5200
15 1 -1 0 100 102,2 -0,2905
16 -1 1 1 30,8 45,0 -2,2575
17 0 1 -1 75,0 82,3 -0,9622
18 0 -1 1 100 102,3 -0,3028
19 =il 0 -1 100 90,0 1,3947
20 0 -1 -1 100 103,8 -0,5076
21 1 -1 1 100 103,4 -0,5416
22 1 0 -1 100 96,1 0,5221
23 1 0 0 100 97,7 1,0456
24 =il 0 0 81,8 81,5 0,0455
25 0 1 1 58,0 58,0 0,0242
26 1 -1 -1 100 100,9 -0,1503
27 0 0 -1 100 93,1 0,8664
Término Coeficiente Suma de GL Media de Valor F P
cuadrados cuadrados
Constant 86,52
T 5,0856 465,53 1 465,53 6,52 0,0189
I -16,5428 4925,94 1 4925,94 69,03 0,0000
t -6,4644 752,20 1 752,20 10,54 0,0040
TI 5,9458 424,24 1 424,24 5,95 0,0242
Tt 2,0083 48,40 1 48,40 0,68 0,4199NS
It -5,6967 389,42 1 389,42 5,46 0,0300

aTurbidez; PIntensidad de radiacién; °Tiempo de exposicién. Los valores de T; I; y t que se muestran
son los valores codificados (ver Tabla 7).

GL, grados de libertad; NS, no significativo.

Valor estadistico Durbin-Watson=1,5026.
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Qoquistes IP negativos (%)

Qoquistes IP negativos (%)

Qoquistes IP negativos (%)

Figura 12. Superficies de respuesta definidas por la Ec. 9 mostrando los efectos que sobre la potencial
viabilidad de C. parvum (porcentaje de ooquistes IP negativos) tienen la turbidez del agua, la intensidad
de radiacion y el tiempo de exposicion cuando uno de estos factores se mantiene en el valor central del
dominio (Vc=0).
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Figura 13. Superficies de respuesta definidas por la Ec. 10 mostrando los efectos que sobre la

infectividad de C. parvum tienen la turbidez del agua, la intensidad de radiacion y el tiempo de

exposicion cuando uno de estos factores se mantiene en el valor central del dominio (Vc

=0).
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2. DESINFECCION SOLAR DE AGUAS TURBIAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES
DE C. PARVUM UTILIZANDO BOTELLAS PET

Durante los meses de julio y octubre de 2007, se llevaron a cabo en la PSA los
estudios de desinfeccion solar de aguas turbias contaminadas experimentalmente con
ooquistes de C. parvum. Los dias durante los cuales se realizaron los ensayos fueron
soleados y sin nubosidad. Los promedios diarios de radiacién global y UV acumuladas (entre
las 08:00-20:00 horas, hora local) fueron de 28,3+0,2 MJ/m? y de 1037,1£21,0 KJ/m?,
respectivamente. Los valores maximos de radiacion global y UV registrados fueron de
997,7 y 37,7 W/m?, respectivamente (Figura 14). La temperatura ambiental oscilé entre un

valor minimo de 19 °C y un maximo de 38 °C.

El aislado de C. parvum utilizado en la realizacion de estos estudios mostré una
potencial viabilidad ooquistica del 91,6+3,3% determinada mediante la técnica de

inclusion/exclusidn del colorante vital fluorogénico IP.

2.1. Resultados de la evaluacion de los efectos Optico y térmico de la radiacién

solar

Botellas PET de 1,5 | de capacidad se llenaron con aguas de 0; 5; 100; y 300 UNF de
turbidez, se contaminaron con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum y se expusieron a
la radiacién solar durante 4; 8; y 12 horas en uno de los tejados de las instalaciones de la
PSA, coincidiendo la mitad de cada ensayo con el mediodia solar, aproximadamente 14:00

horas (hora local).

Los perfiles de temperatura media registrados en las muestras de agua con distintos
niveles de turbidez durante los tiempos de exposicion de 4; 8; y 12 horas se muestran en la
Figura 15. Las temperaturas méaximas del agua alcanzadas durante el estudio fueron de
49,7; 48,5; 46,3; y 45,9 °C en aguas con niveles de turbidez de 300; 100; 5; y 0 UNF,
respectivamente. La temperatura maxima del agua en los controles de exposicién en
oscuridad fue de 44,5 °C. Las temperaturas registradas en las muestras de agua con
distintos niveles de turbidez no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
si, excepto cuando se compararon las obtenidas en las muestras de agua mas turbia

(300 UNF) y el control de exposicién en oscuridad (P<0,05).
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Figura 14. Representacion grafica de los valores medios de radiaciéon global y UV registrados durante
los dias en los que se realizaron los estudios de desinfeccion solar de aguas turbias contaminadas con
ooquistes de C. parvum utilizando botellas PET.

En la Figura 16, se muestran las cinéticas de inactivacidn de los ooquistes de
C. parvum en aguas con diferentes niveles de turbidez y expuestas en las botellas PET
durante 4; 8; y 12 horas a la radiacién solar natural. Se observé un descenso significativo
en la potencial viabilidad ooquistica (ooquistes IP negativos) a medida que aumenta el
tiempo de exposicidon, siendo este descenso mas acusado en aguas con los menores niveles
de turbidez (P<0,01). Asi, después de un tiempo de exposicion de 4 horas y una dosis de
radiacién global de 13,5 MJ/m? (dosis de radiacién UV de 509,2 KJ/m?), la viabilidad
ooquistica descendié de un valor inicial del aislado de 91,6% a 30,7; 46,0; 63,0; y 74,0%
en las muestras de agua con 0; 5; 100; y 300 UNF, respectivamente. Las correspondientes
viabilidades ooquisticas determinadas a un tiempo de exposicion de 8 horas fueron de 21,9;
36,6; 43,7; y 54,1% para aguas con 0; 5; 100; y 300 UNF, respectivamente. Finalmente, la
viabilidad ooquistica alcanzé valores de 11,5; 25,9; 41,5; y 52,8% para niveles de turbidez
de 0; 5; 100; y 300 UNF, respectivamente, tras 12 horas de exposicion y una dosis de
radiacién global de 28,3 MJ/m? (dosis de radiacién UV de 1037,1 KJ/m?). También, se
comprobd que para tiempos de exposicion de 8 y 12 horas, el descenso detectado en la
viabilidad ooquistica para aguas muy turbias (100 y 300 UNF) es poco manifiesto en
comparacién con aguas claras. La viabilidad ooquistica detectada en el control de exposicidn
en oscuridad fue de 83,3; 60,4; y 62,5% para tiempos de exposicion de 4; 8; y 12 horas,
respectivamente.
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Figura 15. Perfiles de temperatura media registrados en aguas con distintos niveles de turbidez

contenidas en botellas PET de 1,5 | expuestas durante 4; 8; y 12 horas a la radiacion solar natural.
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Figura 16. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en aguas con distintos niveles de
turbidez contenidas en botellas PET de 1,5 | expuestas durante 4; 8; y 12 horas a la radiacién solar
natural.

2.2. Resultados de la evaluacion del efecto 6ptico de la radiacion solar

Con el fin de determinar el efecto que el componente dptico de la radiacién solar tiene
por si solo sobre la viabilidad de los ooquistes de C. parvum, botellas PET de 1,5 |
conteniendo aguas con los valores extremos de turbidez (0 y 300 UNF) vy
experimentalmente contaminadas con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum, se
expusieron a la radiacidon solar durante 4; 8; y 12 horas en un bano de agua a temperatura
controlada (20-25 °C). Bajo estas condiciones, se observé que en muestras de agua clara la
potencial viabilidad ooquistica (ooquistes IP negativos) desciende a medida que aumenta el
tiempo de exposicion, siendo este descenso estadisticamente significativo tras 8 y 12 horas
de exposicion (91,6% vs 69,7% y 40,7%, respectivamente; P<0,05). Sin embargo, en
aguas turbias y tras el maximo periodo de exposicion, la potencial viabilidad ooquistica
detectada fue del 78,9%. Por lo que respecta al control de exposicion en oscuridad, las

variaciones en la viabilidad ooquistica fueron minimas (Figura 17).



80 Resultados
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Figura 17. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en aguas con niveles de turbidez de
0 y 300 UNF contenidas en botellas PET de 1,5 | expuestas durante 4; 8; y 12 horas a la radiacion solar
natural y a temperatura controlada (20-25 °C).

2.3. Resultados de la evaluacion del efecto térmico de la radiacién solar

Con el fin de evaluar el efecto que el componente térmico de la radiacién solar ejerce
por si sblo sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum, utilizando un bloque seco
de calor se simularon en el laboratorio los perfiles de temperatura media registrados en el
interior de las botellas PET durante los estudios realizados en condiciones naturales (ver
Figura 15).

La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacién de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 88,1£1,0% (ooquistes enteros,
92,7+1,9%; ooquistes IP negativos, 95,0+1,2%). La infectividad del aislado, determinada
en un modelo murino lactante, fue del 100% vy la intensidad media de infeccion del

4,6+1,9%x10° ooquistes en la totalidad del intestino homogenizado.

Las evoluciones de la inclusidon/exclusion del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontaneo y de la viabilidad global con respecto a los perfiles de
temperatura media ensayados en los diferentes tiempos de exposicidn se muestran en
la Figura 18. En el ensayo de 4 horas de exposicidén, la temperatura oscilé entre un
valor inicial de 22,7 °C hasta un valor de 45,7 °C registrado al final del ensayo. Durante
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Figura 18. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en funcidon de los perfiles de

temperatura media registrados en botellas PET de 1,5 | expuestas durante 4; 8; y 12 horas a la

radiacion solar natural.
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las tres primeras horas de exposicidn, los porcentajes de ooquistes IP negativos y de
desenquistamiento espontaneo no mostraron diferencias significativas con los
correspondientes valores iniciales del aislado ooquistico. Sin embargo, al final del ensayo se
detecté un aumento significativo en ambos pardmetros (P<0,005), y por lo tanto una

disminucidn estadisticamente significativa de la viabilidad global (P=0,0002).

Los resultados obtenidos en los ensayos de 8 y 12 horas de exposicién no difirieron de
forma significativa entre si. Se observd una brusca y significativa disminucion de la
viabilidad global a partir de las 6 y 8 horas en los ensayos de 8 y 12 horas de exposicion,
respectivamente, coincidiendo esta reduccion con la maxima temperatura alcanzada en
ambos ensayos (44,4 y 43,8 °C, respectivamente). Al final de ambos ensayos, la viabilidad

global disminuyd hasta un valor aproximado del 50%.

En la Tabla 11, se muestran los porcentajes de ooquistes IP negativos; de
desenquistamiento espontdneo; de viabilidad global y de infectividad, asi como las
intensidades de infeccién, obtenidos todos ellos tras la exposicién de los ooquistes de
C. parvum a los perfiles de temperatura media durante 4; 8; y 12 horas. Se observo, tras 4
y 8 horas de exposiciéon, un descenso significativo en los porcentajes de ooquistes IP
negativos (P=0,0003), asi como un aumento significativo en los porcentajes de ooquistes
que se desenquistaron espontaneamente (P<0,0001), y consecuentemente, un descenso
significativo en los valores de la viabilidad global (P<0,0001). Sin embargo, estos valores
no experimentaron cambios significativos tras 12 horas de exposicidon. Por otra parte, los
resultados obtenidos en el modelo murino lactante reflejan una disminuciéon de la
infectividad ooquistica y una reduccidén significativa en la intensidad de infeccion
(P<0,0001), detectada ya tras el menor tiempo de exposicién (4 horas).

Tabla 11. Resultados de la simulacidn de los perfiles de temperatura media registrados en el interior de
las botellas PET sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum.

Tiempo de exposicion (h)

0 4 8 12
Ooquistes IP negativos (%) 95,0+1,2 88,9+1,2 67,8+7,3 69,4+3,8
Desenq. espontaneo (%)? 7,3%1,9 13,5+2,4 28,4+5,2 28,6+5,1
Viabilidad global (%)® 88,1+1,0 74,6+2,3 48,4+4,7 49,9+1,3
Infectividad (%) 100,0+0,0 85,0+15,0 63,4+3,4 75,3+15,5
Intensidad de infeccion® 4,6%+1,9 0,6+0,5 0,7£0,5 0,9+0,4

aVer Ec. 4;Ver Ec. 5; “Numero de ooquistesx 10%/totalidad del intestino homogenizado.
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2.4. Estudio comparativo del efecto conjunto e independiente de los componentes
Optico y térmico de la radiacion solar sobre la supervivencia de los ooquistes de
C. parvum

En este apartado, se comparan los valores obtenidos mediante la técnica de
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP en los estudios de evaluacion de los
efectos conjunto e independiente de los componentes dptico y térmico de la radiacién solar
sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum, expresando los resultados como
porcentajes de reduccion de la potencial viabilidad ooquistica con respecto a los valores
iniciales del aislado ooquistico utilizado (Tabla 12). Cuando se observan los resultados
obtenidos tras la evaluacién de los efectos dptico y térmico de la radiacién solar, se
comprueba un incremento en el porcentaje de reduccién de la viabilidad ooquistica a
medida que aumenta el tiempo de exposicidon. Asi, se obtuvieron reducciones del 66,4;
76,0; y 87,5% en aguas claras (0 UNF) para tiempos de exposicién de 4; 8; y 12 horas,
respectivamente. Cuando se expusieron a la radiacidon solar natural aguas con distintos
niveles de turbidez (5; 100; y 300 UNF), aunque la viabilidad ooquistica también disminuyd,
los porcentajes de reduccidn fueron inferiores. De esta forma, los porcentajes de reduccion
en aguas muy turbias (300 UNF) fueron del 19,2; 40,9; y 42,4% para tiempos de
exposicion de 4; 8; y 12 horas, respectivamente.

Cuando se evalla tan sdlo el efecto del componente Optico, aunque también se
observan reducciones en la viabilidad ooquistica, se obtienen valores inferiores. Porcentajes
de reduccion del 13,2; 41,2; y 55,3% se obtuvieron en aguas claras para tiempos de
exposicion de 4; 8; y 12 horas, respectivamente. Sin embargo, para aguas con 300 UNF de
turbidez, la reduccidn maxima hallada fue del 13,9% tras 12 horas de exposicion. Al
estudiar el efecto de los perfiles de temperatura media registrados en el interior de las
botellas PET durante los estudios realizados en condiciones naturales, también se observan
reducciones en la viabilidad ooquistica, principalmente a tiempos de exposicion
prolongados. De esta forma, se obtuvieron porcentajes de reduccion del 6,4% tras 4 horas
de exposicion y del 28,6 y 26,9% después de 8 y 12 horas de exposicion, respectivamente.

Considerando los resultados obtenidos durante la evaluacién de los efectos de los
componentes dptico y térmico, se comprueba un fuerte efecto sinérgico tras 4 horas de
exposicion, tanto en aguas claras como en aguas muy turbias. Asi, cuando se determinaron
ambos efectos, se observé una reduccién en la viabilidad ooquistica del 66,4% en aguas de
0 UNF de turbidez, mientras que independientemente las reducciones fueron del 13,2 y
6,4%, respectivamente. El efecto sinérgico es menos notorio al aumentar los tiempos de
exposicion, no detectandose en aguas muy turbias tras 8 y 12 horas de exposicion.
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Tabla 12. Resultados del estudio comparativo de los efectos conjunto e independiente de los componentes dptico y térmico de la

radiacidn solar sobre la viabilidad de los ooquistes de C. parvum.
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3. DESINFECCION SOLAR DE AGUAS TURBIAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES
DE C. PARVUM UTILIZANDO REACTORES SOLARES EQUIPADOS CON CPC

3.1. Resultados de la evaluacion de reactores solares de 2,5 | de capacidad
equipados con dos tipos de CPC

Durante el periodo comprendido entre el 15 de junio y el 10 de julio de 2008, se
realizaron en la PSA los estudios de desinfeccion solar de aguas con distintos niveles de
turbidez (0; 5; y 100 UNF) contaminadas experimentalmente con ooquistes purificados de
C. parvum empleando reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con dos tipos de
CPC de distinto FC de la radiacién solar, CPC1 y CPC1,89.

La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacién de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 95,3+1,6% (ooquistes enteros,
95,7%+1,9%; ooquistes IP negativos, 99,6+0,3%).

3.1.1. Resultados de la evaluacién de reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con
CPC1

Los dias durante los que se realizaron los ensayos fueron soleados y con cierta
nubosidad. Los valores promedio de radiacién global y UV acumuladas (entre las 11:00-
17:00 horas, hora local y en dos dias consecutivos) fueron de 49,0+3,0 MJ/m? y
1500,0+£120,0 KJ/m?, respectivamente. Los valores maximos de radiacién global y UV
registrados fueron de 1018,2 y 38,4 W/m?, respectivamente (Figura 19). La temperatura
ambiental oscilé entre un valor minimo de 19,0 °C y un maximo de 35,0 °C. Las
temperaturas medias registradas en el interior de los reactores y monitorizadas cada hora
se reflejan en la Figura 20. Los valores méaximos de temperatura alcanzados en aguas de 0;
5; y 100 UNF fueron de 42,0; 42,6; y 47,0 °C respectivamente, registrandose todos ellos a
las 4 horas de exposicion (15:00 horas, hora local). Se comprobdé que las temperaturas
alcanzadas en aguas de 100 UNF fueron significativamente superiores a las registradas en
aguas de 0 y 5 UNF (P<0,05) para tiempos de exposicién comprendidos entre 2-5 horas.

Las evoluciones de la inclusidon/exclusion del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontaneo y de la viabilidad global obtenidas en aguas de 0; 5; y
100 UNF a los distintos tiempos de exposicién se muestran en la Figura 21. Se detecté un

brusco y significativo descenso en el porcentaje de ooquistes potencialmente viables
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Figura 19. Representacion grafica de los valores medios de radiacion global y UV registrados durante

los dias en los que se realizaron los estudios de desinfeccion solar de aguas turbias contaminadas con

ooquistes de C. parvum utilizando reactores solares de 2,5 | equipados con CPC1.
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Figura 20. Perfiles de temperatura media registrados en aguas con distintos niveles de turbidez

contenidas en reactores solares de 2,5 | equipados con CPC1.
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Figura 21. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en aguas con distintos niveles de
turbidez contenidas en reactores solares de 2,5 | equipados con CPC1 y expuestos a la radiacion solar

natural durante 12 horas, distribuidas en periodos de 6 horas en dos dias consecutivos.
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(ooquistes IP negativos) durante las cuatro primeras horas de exposicion en aguas de
0 UNF. Esta observacion también se comprobd durante las 6 y 8 horas de exposicion en
aguas de 5 y 100 UNF, respectivamente (P<0,0001). Se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos en aguas de 0 y 5 UNF con
respecto a los hallados en aguas de 100 UNF en las seis primeras horas de exposicion
(P<0,05).

Por otra parte, se comprobd un fuerte y significativo incremento (P<0,0001) en el
numero de ooquistes que se desenquistaron espontaneamente en aguas de 0 y 5 UNF tras
2 horas de exposicion y tras 4 horas en aguas de 100 UNF, manteniéndose constante
durante el resto del experimento. Ademas, se comprobd la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) entre los porcentajes de desenquistamiento
espontaneo determinados a lo largo de los ensayos en aguas con los distintos niveles de
turbidez. Como consecuencia, se demostré un descenso significativo en la viabilidad global
tras 4 horas de exposicion (P<0,0001). Asi, los valores de viabilidad global fueron de
4,6+2,4% (ooquistes enteros, 51,9+7,8%; ooquistes IP negativos, 8,5+3,1%);
3,9+£1,9% (ooquistes enteros, 22,0+12,7%; ooquistes IP negativos, 18,4+3,7%); y
8,1+1,6% (ooquistes enteros, 37,0£3,3%; ooquistes IP negativos, 21,7+2,9%) en aguas
de 0; 5; y 100 UNF, respectivamente. Al final de los ensayos, la viabilidad global se anuld
en aguas de 100 UNF y fue practicamente nula en aguas de 0 y 5 UNF (0,3+0,0% vy
0,5+0,2%, respectivamente). Aunque se comprobd la existencia de diferencias
estadisticamente significativas de los valores del porcentaje de viabilidad global obtenidos
en aguas de 0 y 5 UNF con respecto a los hallados en aguas de 100 UNF tras 2 horas de
exposicion (P<0,01), éstas no fueron estadisticamente significativas a partir de la cuarta

hora de exposicion.

3.1.2. Resultados de la evaluacién de reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con
CPC1,89

Los dias durante los cuales se realizaron los ensayos fueron soleados y con cierta
nubosidad. Los valores promedio de radiacién global y UV acumuladas (entre las 11:00-
17:00 horas, hora local y en dos dias consecutivos) fueron de 36,0+4,0 MJ/m? vy
1369,0+£150,0 KJ/m?, respectivamente. Los valores maximos de radiacién global y UV
registrados fueron de 953,4 y 36,0 W/m?, respectivamente (Figura 22). La temperatura
ambiental oscil6 entre un valor minimo de 21,0 °C y un maximo de 40,7 °C. Las

temperaturas medias registradas en el interior de los reactores y monitorizadas cada hora
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se reflejan en la Figura 23. Los valores maximos de temperatura alcanzados en aguas con
0; 5; y 100 UNF fueron de 50,7; 49,3; y 58,2 °C, respectivamente, registrandose todos
ellos a las 4 horas de exposicién (15:00 horas, hora local). Se obtuvieron valores de
temperatura significativamente superiores en aguas de 100 UNF en relacion a los
detectados en aguas de 0 y 5 UNF para tiempos de exposicion comprendidos entre 1-4
horas (P<0,05).

Las evoluciones de la inclusién/exclusiéon del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontaneo y de la viabilidad global obtenidas en aguas de 0; 5; y
100 UNF a los distintos tiempos de exposicién se muestran en la Figura 24. Se comprobd
una fuerte disminucion, estadisticamente significativa, del porcentaje de ooquistes IP
negativos tras un tiempo de exposicion a la radiacion solar de 4 horas para los tres niveles
de turbidez del agua (P<0,0001), sin observarse diferencias estadisticamente significativas
entre los porcentajes de ooquistes IP negativos detectados en aguas de 0 y 5 UNF, pero si
entre éstos y los determinados en aguas de 100 UNF durante las primeras 8 horas de
exposicion (P<0,01). Tras 10 horas de exposicién a la radiaciéon solar no se detectaron
ooquistes IP negativos en aguas de 0 UNF. Por otra parte, se observd un fuerte y rapido
incremento en el porcentaje de ooquistes que se desenquistaron espontdneamente tras 2
horas de exposicién en aguas de 0 y 5 UNF (P<0,0001), manteniéndose dicho valor
practicamente constante hasta el final del ensayo y presentando diferencias
estadisticamente significativas entre los tres niveles de turbidez ensayados (P<0,0001).
Consecuentemente, se detecté un descenso estadisticamente significativo en la viabilidad
global ooquistica tras un periodo de exposicién de 4 horas (P<0,0001). Asi, los valores de
viabilidad global fueron de 7,0£0,9% (ooquistes enteros, 67,8+2,0%; ooquistes IP
negativos, 10,4+1,7%); 4,8+1,5% (ooquistes enteros, 47,3+2,4%; ooquistes IP negativos,
10,0+2,6%); y 13,0£0,0% (ooquistes enteros, 73,7+4,7%; ooquistes IP negativos,
17,7+£1,0%) en aguas de 0; 5; y 100 UNF, respectivamente, observandose diferencias
estadisticamente significativas de los porcentajes de viabilidad global obtenidos en aguas de
0-5 UNF con respecto a los hallados en aguas de 100 UNF (P<0,01). Tras 10 horas de
exposicion, la viabilidad global se anulé en aguas con el menor nivel de turbidez y fue
practicamente nula en aguas de 5 UNF a partir de las 8 horas de exposiciéon (0,5+0,5%). En
aguas con el mayor nivel de turbidez, la viabilidad global obtenida tras 10 y 12 horas de

exposicién fue de 1,9+0,6%.
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3.2. Resultados de la evaluacién de un reactor solar de 25 | de capacidad equipado
con un CPC

Durante el periodo comprendido entre el 23 de junio y 8 de julio de 2009, se
realizaron en la PSA los estudios de desinfeccion solar de aguas con distintos niveles de
turbidez (0; 5; y 30 UNF) contaminadas experimentalmente con ooquistes purificados de C.
parvum empleando un reactor solar de 25 | de capacidad equipado con un CPC de FC de la
radiacion solar de 1. Los dias durante los cuales se realizaron los ensayos fueron soleados y
con cierta nubosidad. Los valores promedio de radiacion global y UV acumuladas (entre las
10:00-18:00 horas, hora local) fueron de 36,0+5,0 MJ/m? y 1370,0+120,0 KJ/m?,
respectivamente. Los valores maximos de radiacion global y UV registrados fueron de
1278,0 y 48,2 W/m?, respectivamente (Figura 25). La temperatura ambiental oscilé entre
un valor minimo de 20,0 °C y un maximo de 39,0 °C. Las temperaturas medias registradas
en el interior del reactor y monitorizadas cada hora se reflejan en la Figura 26. Los valores
maximos de temperatura alcanzados en aguas con 0; 5; y 30 UNF de turbidez fueron de
52,6; 52,5; y 57,5 °C, respectivamente, registrandose todos ellos a las 7 horas de
exposicion (17:00 horas, hora local). Se determinaron valores de temperatura
significativamente superiores en aguas de 30 UNF en comparacion a los observados en
aguas de 0 y 5 UNF para tiempos de exposicion comprendidos entre 4-8 horas (14:00-
18:00 horas, hora local) (P<0,05).

La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacién de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 92,1£0,9% (ooquistes enteros,
96,6+1,8%; ooquistes IP negativos, 95,4+0,8%).

Las evoluciones de la inclusién/exclusién del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontaneo y de la viabilidad global obtenidas en aguas de 0; 5; y 30
UNF a los distintos tiempos de exposicién se muestran en la Figura 27. Se observd un
descenso estadisticamente significativo en el porcentaje de ooquistes IP negativos en aguas
de 0 UNF a partir de 4 horas de exposicion (14:00 horas, hora local) y hasta el final de los
ensayos, siendo esta disminucién mas pronunciada en el intervalo de tiempo comprendido
entre las 4-6 horas de exposicién (14:00-16:00 horas, hora local) (P<0,0001). De igual
forma, en aguas de 5 UNF se detecté una disminucion significativa en el porcentaje de
ooquistes IP negativos (P<0,001), pero a partir de las 6 horas de exposicién (16:00 horas,
hora local). En aguas de 30 UNF también se observé una reduccidn significativa en el
porcentaje de ooquistes IP negativos a partir de las 6 horas de exposicién (16:00 horas,

hora local), manteniéndose estos valores hasta el final del ensayo (P<0,005). Al maximo
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tiempo de exposicion (18:00 horas, hora local), no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de ooquistes IP negativos en aguas de 0 y 5 UNF, pero si

entre éstos y los detectados en aguas de 30 UNF (P<0,01).

Por otra parte y aunque se comprobd un incremento en el porcentaje de ooquistes
que se desenquistaron espontdneamente, sélo se observaron diferencias estadisticamente
significativas en aguas de 30 UNF de turbidez. Tampoco se detectaron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos en aguas con los diferentes niveles de turbidez

ensayados.

Finalmente, se comprobdé una disminucién significativa en los porcentajes de
viabilidad global a partir de 4 horas de exposicidon (14:00 horas, hora local) en los tres
niveles de turbidez ensayados (P<0,001), presentando una evolucidn similar a la observada
para los correspondientes porcentajes de ooquistes IP negativos. Asi, a un tiempo de
exposicion de 4 horas, la viabilidad global fue de 69,6+6,5% (ooquistes enteros,
84,5+7,9%; ooquistes IP negativos, 82,4+0,6%); 78,9+7,2% (ooquistes enteros,
90,8+6,5%; ooquistes IP negativos, 86,8+2,5%); y 66,5+11,4% (ooquistes enteros,
81,6+10,4%; ooquistes IP negativos, 81,2+3,8%) en aguas con 0; 5; y 30 UNF,
respectivamente. Tras 8 horas de exposicidon, los porcentajes de viabilidad global
detectados en aguas de 0 y 5 UNF de turbidez fueron de 21,8+3,1% (ooquistes enteros,
90,6+5,6%; ooquistes IP negativos, 24,1+4,0%) y de 31,3+12,9% (ooquistes enteros,
87,7+4,6%; ooquistes IP negativos, 35,8+15,2%), respectivamente, no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre ellos. En aguas con el mayor nivel de
turbidez, los porcentajes de viabilidad global se mantuvieron constantes a partir de las
6 horas de exposicion vy, tras 8 horas, este valor fue de 45,0+10,0% (ooquistes enteros,
78,1+6,4%; ooquistes IP negativos, 57,4+8,1%), presentando diferencias estadisticamente
significativas con los correspondientes porcentajes de viabilidad global detectados en aguas

con el menor nivel de turbidez (P<0,05).
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ooquistes de C. parvum utilizando un reactor solar de 25 | equipado con un CPC.
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3.3. Estudio comparativo de la eficacia de distintos reactores solares en la

inactivacion de los ooquistes de C. parvum

En este apartado, se comparan los valores obtenidos mediante la técnica de
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP en los estudios de evaluacion de
reactores solares de distinta capacidad equipados con CPC y los obtenidos empleando
botellas PET. Los resultados se expresan como porcentajes de reduccién de la potencial
viabilidad ooquistica con respecto a los valores iniciales de los aislados de C. parvum
utilizados en los distintos estudios.

Independientemente del reactor utilizado y de los niveles de turbidez ensayados, el
analisis global de los datos pone de manifiesto que a medida que aumenta el tiempo de
exposicion disminuye la viabilidad ooquistica, siendo esta reduccion mas notoria en aguas
con los menores niveles de turbidez. De igual forma, también se observa que a medida que
aumenta la turbidez del agua son necesarios tiempos de exposicién mas prolongados para
disminuir la viabilidad ooquistica (Tabla 13).

Los resultados obtenidos empleando los cuatro tipos de reactores solares demuestran
unos mayores porcentajes de reduccidon de la viabilidad ooquistica cuando se emplean
reactores solares de 2,5 | de capacidad equipados con CPC1 y CPC1,89, siendo
significativamente mayores a los detectados con los otros dos reactores y ya a partir del
menor tiempo de exposicion (4 horas) (P<0,05). Ambos reactores presentaron un patrén de
inactivacion ooquistica similar, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas entre
si, consiguiendo, al final de los ensayos, anular o practicamente reducir a cero la viabilidad
ooquistica en aguas con distintos niveles de turbidez. Los ensayos realizados empleando el
reactor solar de 25 | de capacidad, tras 8 horas de exposicidon, no mostraron diferencias
significativas con los determinados en botellas PET cuando aguas de 0 y 5 UNF de turbidez

se expusieron a la radiacion solar natural.

4, RESISTENCIA DE LOS OOQUISTES DE C. PARVUM A TEMPERATURAS
ALCANZABLES EN LOS PROCESOS DE DESINFECCION SOLAR DEL AGUA

Se evalud la supervivencia de los ooquistes de C. parvum cuando se expusieron a
temperaturas de 37; 40; 42; 44; 46; 48; y 50 °C durante periodos de 2; 4; 6; 8; 10; y 12
horas, calculandose al final de cada tiempo de exposicién la viabilidad global ooquistica,
previa determinacion de los porcentajes de ooquistes IP negativos y de desenquistamiento
espontaneo, y comprobando la infectividad en el modelo murino lactante tras el maximo
tiempo de exposicion.
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La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacion de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 83,3+£2,4% (ooquistes enteros,
91,2+6,2%; ooquistes IP negativos, 91,5+3,6%) y la infectividad comprobada mediante
bioensayos en ratdon fue del 100%, ofreciendo una intensidad media de infeccion de
5,1+0,5x10° ooquistes en la totalidad del intestino homogenizado.

Las evoluciones de la inclusién/exclusién del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontdneo y de la viabilidad global se muestran en la Figura 28. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la potencial viabilidad ooquistica
(porcentaje de ooquistes IP negativos) cuando los ooquistes se expusieron a temperaturas
de 37 y 40 °C. Sin embargo, y a partir de 6 horas de exposicion a 42 °C, se comprobo un
descenso significativo en el porcentaje de ooquistes IP negativos (84,7+0,6% vs
91,5+3,6%) (P<0,05), siendo del 70,0+£5,6% tras 12 horas de exposiciéon. Cuando los
ooquistes de C. parvum se expusieron a temperaturas elevadas (44-50 °C), se alcanzaron,
incluso a los menores tiempos de exposicion, los valores mas bajos en el porcentaje de
ooquistes IP negativos (P<0,05). Asi, tras 4 horas de exposicién a 50 °C, este valor fue de

58,3+1,5% y en torno a un 50% tras el maximo tiempo de exposicién (12 horas).

Por otra parte, las variaciones observadas en el desenquistamiento espontaneo
mostraron dos perfiles diferentes. Los ooquistes expuestos a temperaturas de 37; 40; y
50 °C no experimentan cambios estadisticamente significativos en el fendémeno del
desenquistamiento espontaneo durante las seis primeras horas del ensayo. Sin embargo,
tras este periodo de exposicion a 40 °C, se produce un incremento en el porcentaje de
desenquistamiento espontaneo (15,5+4,0% vs 8,8+6,2% correspondiente al valor inicial
del aislado), que es mas intenso tras 12 horas de exposiciéon (30,5+5,7% vs 8,8+6,2%). A
temperaturas intermedias, comprendidas entre 42-48 °C, se observo un incremento gradual
en el porcentaje de desenquistamiento espontdneo a medida que aumenta el tiempo de
exposicion (P<0,05), alcanzando un valor maximo de 53,8+12,4% tras 12 horas de

exposicion a 46 °C.

Consecuentemente, los valores de viabilidad global ooquistica experimentaron un
descenso estadisticamente significativo cuando los ooquistes se expusieron a valores de
temperatura comprendidos entre 40-50 °C (P<0,05), alcanzandose al final del ensayo un

valor de 24,7+10,7% cuando los ooquistes se expusieron a 46 °C.
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Figura 28. Cinéticas de inactivacidon de los ooquistes de C. parvum cuando se exponen a temperaturas

alcanzables en los procesos de desinfeccion solar del agua durante periodos de 2; 4; 6; 8; 10; y 12

horas.
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Los resultados de infectividad obtenidos en el modelo murino lactante con los
ooquistes expuestos durante 12 horas a las diferentes temperaturas ensayadas, revelan un
ligero descenso tras la exposicion de los mismos a 42-44 °C y una brusca caida de la
infectividad a 46 °C (19,4% vs 100%), anulandose a 48-50 °C. Por lo que respecta a la
intensidad de infeccidn, se observa que ésta disminuye a medida que aumenta la
temperatura, experimentando un fuerte descenso cuando los ooquistes se exponen a
temperaturas de 40-42 °C (P<0,05), alcanzdndose un valor de 0,2+0,1x10° ooquistes/
totalidad intestino homogenizado a 46 °C (Figura 29).
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Figura 29. Evoluciéon de la infectividad y de la intensidad de infeccion de los ooquistes de
C. parvum tras 12 horas de exposicion a temperaturas alcanzables en los procesos de desinfeccion solar
del agua.

5. APLICACION DE PROCESOS DE OXIDACION AVANZADOS EN LA DESINFECCION
SOLAR DE AGUAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES DE C. PARVUM

5.1. Resultados del empleo del fotocatalizador TiO>

Durante los dias 9 y 10 de julio de 2009, se realizaron en la PSA los estudios de
desinfeccién solar de aguas experimentalmente contaminadas con ooquistes purificados de
C. parvum empleando reactores solares de 14 | de capacidad equipados con un CPC1 en
modo recirculante en presencia/ausencia del fotocatalizador TiO,. Los dias durante los
cuales se realizaron los ensayos presentaron cierta nubosidad. Los valores promedio de
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radiacion global y UV acumuladas (entre las 10:00-18:00 horas, hora local) fueron de
23,0£1,8 MJ/m? y 897,2+29,6 KI/m?, respectivamente. Los valores méximos de radiacion
global y UV registrados fueron de 1058,7 y 42,1 W/m?, respectivamente (Figura 30). La
temperatura ambiental oscilé entre un valor minimo de 21,0 °C y un maximo de 31,0 °C.
Las temperaturas medias registradas en el interior de los reactores y monitorizadas cada
hora se reflejan en la Figura 31. Los valores maximos de temperatura alcanzados fueron de
38,4 °C (13:00 horas, hora local) y 37,6 °C (16:00 horas, hora local) en aguas contenidas
en reactores en presencia y ausencia del fotocatalizador, respectivamente, no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre los valores registrados durante los estudios.

La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacion de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 92,5+1,2% (ooquistes enteros,
97,2%+1,6%; ooquistes IP negativos, 95,2+0,8%).

Las evoluciones de la inclusién/exclusion del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontdneo y de la viabilidad global obtenidas en agua destilada en
presencia/ausencia del fotocatalizador TiO, a los distintos tiempos de exposicion se
muestran en la Figura 32. En ambas condiciones, se observé un descenso progresivo del
porcentaje de ooquistes IP negativos. Al final de los ensayos los valores obtenidos fueron de
52,7£3,5% vy 56,8+5,9% para muestras expuestas en los reactores con y sin
fotocatalizador, respectivamente, valores significativamente inferiores al correspondiente
valor inicial del aislado utilizado (P<0,0001).

Cuando se valord el fendmeno del desenquistamiento espontédneo se observd un
incremento en el porcentaje de ooquistes desenquistados durante las primeras 4-6 horas de
exposicion, alcanzandose los valores maximos tras 4 horas de exposicion en presencia del
fotocatalizador (20,7+4,3%; 14:00 horas, hora local) y tras 6 horas de exposicion, en
ausencia del mismo (18,5+3,5%; 16:00 horas, hora local). No se observaron diferencias
significativas entre ellos, pero si con respecto al valor inicial del aislado (P<0,0001).

Como consecuencia, se observo una disminucién en la viabilidad global ooquistica,
que mostré una trayectoria paralela en las muestras de agua ensayadas en
presencia/ausencia del fotocatalizador TiO,. Asi, para ambos ensayos, la viabilidad global
ooquistica experimenta un descenso progresivo a medida que transcurre el tiempo de
exposicion, siendo éste mas acusado durante las dos primeras horas de exposicion. Al final
de los ensayos, los valores de viabilidad global alcanzados fueron de 44,2+4,2% vy de
48,5+4,7% en presencia/ausencia del fotocatalizador, respectivamente, no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre ambos valores, pero si con respecto al valor
inicial del aislado (P<0,0001).
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Figura 30. Representacion grafica de los valores medios de radiacion global y UV registrados durante
los dias en los que se realizaron los estudios de desinfeccion solar de aguas contaminadas con ooquistes
de C. parvum utilizando reactores solares equipados con un CPCl en modo recirculante en
presencia/ausencia del fotocatalizador TiO,.
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Figura 32. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en aguas contenidas en reactores
solares equipados con un CPC1 en modo recirculante en presencia/ausencia del fotocatalizador TiO; y

expuestos a la radiacion solar natural.
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5.2. Resultados del empleo del oxidante H,O0:

5.2.1. En condiciones naturales de radiacion solar

Durante el periodo comprendido entre el 7-13 de julio de 2010, se realizaron en la
PSA los estudios destinados a evaluar la utilizacion del H>O2 en la desinfeccién solar de
aguas contaminadas experimentalmente con ooquistes purificados de C. parvum,
empleando para ello reactores solares de 500 ml y una concentracion de aproximadamente
500 mg/l de H,0,. Los dias durante los cuales se realizaron los ensayos fueron soleados y
con cierta nubosidad. Los valores promedio de radiacion global y UV acumuladas (entre las
11:00-16:00 horas, hora local) fueron de 15,4+1,6 MJ/m? y 600,0£60,8 KI/m?
respectivamente. Los valores maximos de radiacion global y UV registrados fueron de
1157,6 y 37,0 W/m?, respectivamente (Figura 33). La temperatura ambiental oscilé entre
un valor minimo de 24,5 °C y un maximo de 42,0 °C. Las temperaturas medias registradas
en el interior de los reactores y monitorizadas cada hora se reflejan en la Figura 34. Los
valores maximos de temperatura alcanzados fueron de 41,1; 40,6; 39,0; y 38,8 °C en
aguas expuestas en reactores en presencia y ausencia de H,O, y en los correspondientes
controles de exposicion en oscuridad, respectivamente. Se detectaron valores ligeramente
superiores en las muestras expuestas a la radiacion solar con respecto a los controles de
exposicion en oscuridad, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre

ellos.

La evolucion de la concentracién de H,0, determinada cada hora a lo largo del estudio
mediante el método colorimétrico del TiOSO4 se muestra en la Figura 35. Se comprobéd una
disminucion en la concentracion de H,0, en las muestras expuestas a la radiacion solar,
siendo esta reduccion estadisticamente significativa con respecto a las concentraciones
determinadas en los correspondientes controles de exposicién en oscuridad (P<0,05). Asi,
la concentracion de H,0, disminuyd desde un valor inicial de 553,9+34,9 hasta

395,5+1,4 mg/l tras 5 horas de exposicién a la radiacion solar (16:00 horas, hora local).

La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacién de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 95,5£1,5% (ooquistes enteros,
97,5+1,5%; ooquistes IP negativos, 97,1+2,7%). Las evoluciones de la inclusidon/exclusion
del colorante vital fluorogénico IP, del desenquistamiento espontaneo y de la viabilidad
global, obtenidas en agua destilada en presencia/ausencia de H,0; a los distintos tiempos
de exposicion se muestran en la Figura 36. Se observd un descenso estadisticamente
significativo (P<0,01) en la potencial viabilidad ooquistica (porcentaje de ooquistes IP

negativos) en muestras de agua expuestas a la radiacion solar en presencia/ausencia de
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H,0, a partir de las 2,5 horas de exposicidon con respecto a los correspondientes controles
de exposicion en oscuridad. Al final del estudio (16:00 horas, hora local), se determinaron
valores de 67,4%6,5 y 78,1+4,2% en muestras expuestas a la radiacion solar en
presencia/ausencia de Hy0,, respectivamente, no observandose diferencias
estadisticamente significativas entre ellas, pero si con los correspondientes controles de
exposicion en oscuridad (P<0,05).
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Figura 33. Representacion grafica de los valores medios de radiacion global y UV registrados durante
los dias en los que se realizaron los estudios de desinfeccion solar de aguas contaminadas con ooquistes
de C. parvum utilizando reactores de 500 ml en presencia/ausencia del oxidante H,0,.

Por otra parte, se comprobdé un incremento estadisticamente significativo en el
porcentaje de ooquistes que se desenquistaron espontdaneamente en las muestras
expuestas a la radiacion solar durante 5 horas en presencia/ausencia de H,0,, no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre ellas, pero si con respecto a
los correspondientes controles de exposicién en oscuridad (27,1+14,8 y 12,8+3,8% vs
7,9+£1,9y 4,5+£2,0%, respectivamente) (P<0,05).
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Figura 34. Perfiles de temperatura media registrados en el interior de reactores solares durante los
ensayos realizados en condiciones naturales para evaluar el empleo del H,0, en la desinfeccion solar de
aguas contaminadas con ooquistes de C. parvum.
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Figura 35. Evolucion de la concentracion de H,O, durante los ensayos realizados en condiciones
naturales para evaluar su empleo en la desinfeccidon solar de aguas contaminadas con ooquistes de
C. parvum.
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Figura 36. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en aguas contenidas en reactores
solares de 500 ml durante los ensayos realizados en condiciones naturales para evaluar el empleo del

H,0> en la desinfeccion solar de aguas.
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Consecuentemente, se observd una progresiva disminucion de la viabilidad global
ooquistica en las muestras de agua expuestas a la radiacion solar natural tanto en
presencia como en ausencia de H,0,, no observandose diferencias estadisticamente
significativas entre ellas a lo largo del estudio pero si con respecto a los correspondientes
controles de exposicion en oscuridad (P<0,005). En el control de exposicion en oscuridad
realizado en presencia de H,0,, se observd tras 5 horas de exposicidn una reduccion de la
viabilidad global ooquistica, la cual fue estadisticamente significativa con respecto a los
valores obtenidos en el correspondiente control de oscuridad sin H,0, (P<0,05). Asi, al final
del estudio, los porcentajes de viabilidad global calculados fueron de 56,9+11,4 vy
58,9+7,1% vs 79,3+6,7 y 90,6+6,5% en las muestras de agua expuestas a la radiacion
solar en presencia/ausencia de H,0, y los correspondientes controles de exposicion en

oscuridad, respectivamente.

5.2.2. En condiciones simuladas de radiacion solar

Reactores solares de 25 ml conteniendo agua destilada contaminada
experimentalmente con ooquistes purificados de C. parvum y una concentraciéon de
aproximadamente 500 mg/l de H,0;, se expusieron en un simulador de la radiacién solar
durante un periodo maximo de 5 horas. De acuerdo con la informacidon aportada por la
Dra. Fernandez Ibanez de la PSA, se establecié una intensidad de radiacion global de 350
W/m? (~33 W/m? de radiacién UV), de forma que el valor promedio de radiacién UV
acumulada tras 5 horas de exposicién fue de aproximadamente 594 KJ/m?. La temperatura
de la camara de exposicién se reguld, manteniéndose en un valor maximo de 40 °C.

La evolucion de la concentracion de H,0, determinada cada hora a lo largo del estudio
mediante el método colorimétrico del TiOSO4 se muestra en la Figura 37. Se comprobd una
disminucién en la concentracidn de H>O, en las muestras expuestas a la radiacion solar
simulada, siendo esta reduccién estadisticamente significativa con respecto a las
concentraciones determinadas en los correspondientes controles en oscuridad (P<0,05). La
concentraciéon de H,0, disminuyé desde un valor inicial de 569,8+14,8 mg/l hasta
481,4+11,7 mg/l tras 5 horas de exposicion en condiciones simuladas de radiacién solar.

La viabilidad global del aislado de C. parvum utilizado en la realizacién de estos
estudios y calculada de acuerdo con la Ec. 5 fue del 97,3+£1,1% (ooquistes enteros,
98,8+0,7%; ooquistes IP negativos, 98,5+0,8%); el desenquistamiento inducido calculado
de acuerdo con la Ec. 6 fue del 93,7+3,3%; vy la infectividad obtenida en el modelo murino
lactante del 100% con una intensidad media de infeccién de 2,3+1,3x10° ooquistes en la
totalidad del intestino homogenizado.
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Las evoluciones de la inclusién/exclusién del colorante vital fluorogénico IP, del
desenquistamiento espontaneo y de la viabilidad global, obtenidas en agua destilada en
presencia/ausencia del oxidante H,0, a los distintos tiempos de exposicidon se muestran en
la Figura 38. Se observd, un descenso estadisticamente significativo en el porcentaje de
ooquistes IP negativos en las muestras expuestas en presencia/ausencia de H;0; a la
radiacion solar simulada tras 2,5 horas de exposicidn, siendo esta disminucién mas intensa
en muestras de agua expuestas en presencia de H,O, (P<0,001). Tras el maximo periodo
de exposicion (5 horas), la potencial viabilidad ooquistica es practicamente nula en
muestras expuestas en presencia del oxidante (0,3%+0,7%), presentando diferencias
estadisticamente significativas con respecto al valor obtenido en las muestras expuestas a
la radiacién solar simulada sin el oxidante (11,2+3,2%) (P<0,05).
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Figura 37. Evolucion de la concentracion de H,O, durante los ensayos realizados en condiciones
simuladas de radiacidén solar para evaluar su empleo en la desinfeccion solar de aguas contaminadas
con ooquistes de C. parvum.

Por otra parte, se comprobdé un ligero incremento en el desenquistamiento
espontaneo tras 2,5 horas de exposicion en las muestras expuestas a la radiacion solar
simulada en ausencia del H,0, (5,4+1,7% vs 1,2+0,7%), manteniéndose dichos valores
hasta el final de los estudios (5,7+2,9%). En el resto de los ensayos realizados no se
observaron diferencias significativas con respecto al valor inicial del aislado utilizado.

La viabilidad global ooquistica presenté una evolucion similar a la observada en el
porcentaje de ooquistes IP negativos. Asi, tras 2,5 horas de exposicién, este parametro
disminuyé significativamente en muestras expuestas a la radiacién solar simulada en
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presencia/ausencia de H,0,, siendo este descenso mas acusado en las muestras expuestas
en presencia del oxidante (20,9+4,9% vs 73,6+2,7%) y alcanzando valores proximos a
cero al final de los ensayos (0,3+0,7%) (P<0,01). Sin embargo, tras el maximo periodo de
exposicion la viabilidad global ooquistica determinada en muestras sin H,O, fue de
10,6+3,2%. Ademas, se observd una reduccion en la viabilidad global tras 5 horas de
exposicion en el control de oscuridad realizado en presencia de H,0,, mostrando diferencias
estadisticamente significativas con los correspondientes valores obtenidos en el control en
oscuridad y ausencia de H,0, (P<0,05).

La valoracion del desenquistamiento inducido (Figura 39) demostrd un brusco e
importante descenso tras 2,5 horas de exposicidon en los ensayos realizados tanto en
presencia como en ausencia de H,0,, asi como en el control de oscuridad en presencia del
oxidante. Los porcentajes de desenquistamiento inducido obtenidos en estas condiciones no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si. Sin embargo, si se detectaron
diferencias con respecto a los correspondientes valores obtenidos en el control de oscuridad
y ausencia de H,0, (P<0,05). Tras el maximo periodo de exposicion, el porcentaje de
desenquistamiento inducido determinado en muestras de agua expuestas a la radiacion
solar simulada en presencia de H,0O, fue de 2,3+1,0% mientras que los valores obtenidos
para el resto de los ensayos no mostraron diferencias estadisticamente significativas con los

correspondientes valores obtenidos en el periodo anterior.

En la Figura 40 se muestran los resultados obtenidos en los bioensayos realizados en
ratones lactantes. Se observd que los ooquistes mantenidos en oscuridad originaron una
prevalencia e intensidad de infeccién similar a las obtenidas en las camadas control.
Descensos estadisticamente significativos, tanto en la infectividad como en la intensidad de
infeccion, se observaron a los dos tiempos de exposicion establecidos para ooquistes
mantenidos en oscuridad pero en presencia de H;0. (P<0,001). Asi, se obtuvieron
prevalencias de 36,0 y 18,5% tras 2,5 y 5 horas de exposicidn, respectivamente, e
intensidades de infeccién en torno a 0,05+0,1x10°% ooquistes en la totalidad del intestino
homogenizado. En los ensayos realizados bajo radiacion solar simulada en
presencia/ausencia de H,0,, se anuld la infectividad ooquistica, salvo en el estudio realizado
en ausencia de H,0; tras 2,5 horas de exposicion. En este caso, la prevalencia obtenida fue
de un 7,4% vy la intensidad de infeccién de 0,009+0,04x10° ooquistes en la totalidad del

intestino homogenizado.
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Figura 38. Cinéticas de inactivacion de los ooquistes de C. parvum en aguas contenidas en reactores

solares de 25 ml durante los ensayos realizados en condiciones simuladas de radiacién solar para

evaluar el empleo del H,0; en la desinfeccion solar de aguas.
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Figura 39. Efecto del H,0, sobre el desenquistamiento inducido de los ooquistes de C. parvum en

condiciones simuladas de radiacion solar.
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Uno de los principales problemas que afectan a la humanidad y que se prevee se
acentle en un futuro proximo, es la cada vez mas limitada disponibilidad de los recursos
hidricos. Como factores responsables de esta situacion sobresalen el crecimiento
demografico y el cambio climatico experimentados en estas Ultimas décadas, sin excluir la
gestion inadecuada del agua y el incremento del consumo por parte de los paises
industrializados. Datos aportados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) establecen que en el sector agricola se emplea un 70%
del agua dulce disponible a nivel mundial, alcanzando un valor del 95% en los paises en
vias de desarrollo (se estima un promedio de 2-5 | para satisfacer las necesidades hidricas
por persona y dia frente a 2000-5000 | para producir los correspondientes requerimientos
nutricionales). Ante esta situacién, diversos organismos internacionales propugnan la
politica de la no utilizacion de recursos hidricos de mayor calidad en usos que pudiesen
admitir el empleo de agua con propiedades mas bajas, promoviendo de esta forma una

mejor gestidn de este preciado y limitado recurso (FAO, 2011).

Por otra parte, la enfermedad diarreica (la sexta causa de mortalidad a nivel mundial)
se relaciona frecuentemente con el consumo de agua contaminada. En Africa, Asia,
Sudameérica y la region del Caribe, aproximadamente 1000 millones de personas, sobre
todo en zonas rurales, no disponen de acceso a agua de bebida limpia (OMS/UNICEF,
2000). Recientemente, la OMS y el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF)
reclamaron la necesidad de mejorar la calidad del agua de bebida y el establecimiento de
una sanidad basica con el fin de disminuir la mortalidad infantil y combatir el principal

mecanismo de transmision de las enfermedades diarreicas (OMS/UNICEF, 2005).

Es bien conocido que la radiacidon solar es un agente genotdxico, siendo las
radiaciones UV-A y UV-B los mas importantes componentes del espectro electromagnético
responsables de dafios bioldgicos y mutagénicos (Ravanat y col., 2001). Aunque la
radiacion de longitud de onda corta puede alterar la mayoria de las macromoléculas, entre
las que se incluyen proteinas, lipidos y acidos nucleicos, diferentes estudios demostraron
que el dafio en la estructura y funcion del ADN es el principal mecanismo responsable del
dafo celular y consiguiente pérdida de la viabilidad (Malloy y col., 1997; Friedberg y col.,
2006).

El disefio factorial 2x3 de primer orden utilizado en el estudio realizado bajo
condiciones simuladas de radiacion solar con el objetivo de evaluar los efectos combinados

de la turbidez del agua, la intensidad de la radiacion solar y el tiempo de exposicion sobre la
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supervivencia de los ooquistes de C. parvum en agua de bebida, demostrd que los tres
parametros independientemente, asi como las interacciones intensidad de radiacion-tiempo
de exposicidon y nivel de turbidez-intensidad de radiacidon son factores que influyen de forma
estadisticamente significativa sobre la viabilidad e infectividad de este enteropatdgeno de
transmision hidrica. Las ecuaciones empiricas obtenidas con los distintos parametros
evaluados demostraron que el mayor coeficiente con signo negativo correspondié a la
intensidad de radiacién. Se observd que, independientemente del tiempo de exposicion y
del nivel de turbidez, la menor intensidad de radiacién evaluada (200 W/m?,
correspondiente a dias totalmente nublados en areas ecuatoriales) no ejercié una influencia
estadisticamente significativa sobre la supervivencia ooquistica. Por el contrario, el
porcentaje de ooquistes IP negativos (potencialmente viables) y la infectividad,
determinada en el modelo murino lactante, tienden a disminuir cuando las muestras
hidricas se expusieron a una intensidad de radiacién =600 W/m? (correspondiente a dias
parcialmente nublados en dareas ecuatoriales). A la maxima intensidad de radiacion
evaluada (900 W/m?, correspondiente a dias soleados) se observaron descensos
estadisticamente significativos en la potencial viabilidad e infectividad ooquisticas, tanto
para los distintos niveles de turbidez como para los diferentes tiempos de exposicion
ensayados. Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con las recomendaciones
del Centro Mundial de Referencia del método SODIS, el cual establece que un area
geografica es adecuada para la aplicacién de esta técnica cuando recibe entre 3-5 horas de
radiacién solar superior a 500 W/m? (EAWAG, 2011).

Ademas, en aquellas zonas geograficas en las que la OMS recomienda el empleo del
método SODIS como una técnica alternativa para mejorar la calidad microbioldgica del agua
destinada al consumo humano, los valores de turbidez varian en un amplio rango. Por
ejemplo, en Kenia y dependiendo de las condiciones climaticas y el momento de la recogida
del agua, la turbidez puede variar entre 5-2000 UNF en un mismo dia (Joyce y col., 1996).
Estos autores demostraron que en muestras de agua con niveles de turbidez superiores a
200 UNF tan sélo un 1% de la radiacidon UV incidente penetra mas alld de 2 cm de la
superficie. De todas formas, Conroy y col. (1999) observaron una reduccién en el riesgo de
enfermedades diarreicas en nifios de la etnia Masai que habian consumido agua con niveles
de turbidez superiores a 200 UNF y previamente expuesta a la luz solar. A este respecto, en
el estudio experimental realizado se comprobd que la disminucidn de la infectividad de los
ooquistes de C. parvum comienza a manifestarse tras 8 horas de exposicion a una
intensidad de radiacién de 600 W/m? en aguas con el menor nivel de turbidez ensayado
(5 UNF) mientras que son necesarios tiempos de exposicion mas prolongados para
muestras de 100 y 300 UNF.
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En un reciente estudio llevado a cabo bajo condiciones naturales y durante dias con
distinta intensidad de radiacion solar, King y col. (2008) observaron una rapida inactivacion
de los ooquistes de C. parvum en agua (>90% de inactivacion en la primera hora). Sin
embargo, en nuestro trabajo realizado bajo condiciones simuladas, comprobamos que la
capacidad infectante de los ooquistes puede mantenerse en aguas turbias tras la exposicion

de las mismas durante 12 horas a la maxima intensidad de radiacién ensayada.

Las ecuaciones obtenidas son validas para predecir la potencial viabilidad e
infectividad de los ooquistes de C. parvum en el rango de condiciones ensayadas. El calculo
mediante ambas ecuaciones de los niveles de potencial viabilidad e infectividad ooquisticas
demuestra que ambos valores estan bien correlacionados, aunque la técnica de
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP sobreestima la infectividad cuando
ésta es menor del 100%. Teniendo en cuenta que los ensayos se realizaron a temperatura
controlada (no superior a los 30 °C), para extrapolar estas ecuaciones a condiciones de
campo es necesario la realizacion de estudios complementarios ya que los valores de
temperatura que se pueden alcanzar durante la aplicacién del método SODIS varian en
funciéon de la temperatura ambiente, topografia y microclima, estacion del afo y turbidez
del agua (EAWAG, 2011).

Con tal fin, se llevaron a cabo estudios en la PSA, el mayor centro de investigacion,
desarrollo y ensayos de Europa dedicado a las tecnologias solares, en dénde se aplicé la
técnica SODIS utilizando botellas PET y aguas turbias contaminadas experimentalmente con
ooquistes purificados de C. parvum. En estos estudios, la eficacia del método SODIS se
evalué determinando la potencial viabilidad ooquistica mediante la técnica de
inclusion/exclusion del colorante vital fluorogénico IP, indicador de la integridad de la pared
ooquistica (Campbell y col., 1992). Este método, relativamente econdémico, de rapida y
sencilla ejecucion, proporciona datos iniciales utiles en la investigacion de la influencia de
factores ambientales en la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium spp., aunque es
reconocido el hecho de que sobreestima la infectividad ooquistica en comparacion con los
cultivos celulares o los bioensayos en modelos murinos. Por esta razon, los valores de
viabilidad ooquistica que se obtengan seran conservadores al corresponder a valores mas
bajos de infectividad (Robertson y Gjerde, 2007).

Los resultados hallados en este trabajo realizado bajo condiciones de campo
demuestran que la potencial viabilidad ooquistica se reduce progresivamente a medida que
aumenta el tiempo de exposicién a la radiacion solar, detectandose el maximo porcentaje
de reduccién tras 12 horas de exposicidon en agua destilada (0 UNF)(87,4%). Al igual que en

los estudios anteriores, se observd que el incremento de la turbidez disminuye la accion de
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la radiacion solar. Asi, a medida que aumenta el nivel de turbidez e independientemente del
tiempo de exposicién, se comprobd la ausencia de reducciones considerables en la
viabilidad ooquistica. De esta forma y cuando empleamos aguas con el mayor nivel de
turbidez (300 UNF), la viabilidad se redujo tan sélo un 19,2% después de 4 horas de
exposicion y en torno al 40% tras 8 y 12 horas de exposicion.

Otro aspecto a tener en cuenta durante la aplicacion del método SODIS es la
elevacion de la temperatura del agua como consecuencia de la radiacion infrarroja del
espectro solar, un factor critico que determina la supervivencia de los ooquistes de
Cryptosporidium spp. en el ambiente (King y Monis, 2007; Peng y col., 2008). Ademas, es
conocido que cuando la temperatura ambiental supera los 20 °C puede favorecerse la
eficacia de la técnica SODIS (EAWAG, 2011), describiéndose un fuerte efecto sinérgico
entre los componentes oOptico y térmico de la radiacion solar a temperaturas superiores a
los 45 °C (Wegelin y col., 1994; McGuigan y col., 1998). Sin embargo, en pruebas de
campo realizadas en diferentes regiones geograficas, se comprobdé que temperaturas
superiores a 45 °C se alcanzan con muy poca frecuencia en areas montafiosas debido a su
orografia, a la existencia de altos niveles de nubosidad y a temperaturas inferiores a las que
se registran en altitudes mas bajas (EAWAG, 2011). Por este motivo, se realizd un ensayo a
temperatura controlada (20-25 °C) utilizando aguas con los niveles extremos de turbidez
(0 y 300 UNF) para asi, determinar el efecto que por si solo tiene el componente 6ptico de
la radiacion solar sobre la potencial viabilidad ooquistica. Los resultados demostraron que la
maxima reduccion de la viabilidad ooquistica se produjo en agua clara (0 UNF) tras
12 horas de exposicién (55,3%), mientras que en aguas muy turbias no rebasé el 13,9%,
valores ambos significativamente inferiores a los obtenidos cuando no se reguld la

temperatura.

Por otra parte, se evalué experimentalmente el efecto que sobre la viabilidad e
infectividad ooquisticas ejercen los perfiles de temperatura registrados en el interior de las
botellas PET durante los ensayos realizados bajo condiciones de campo. Los resultados
obtenidos tras los distintos tiempos de exposicion demostraron un aumento significativo en
el porcentaje de ooquistes que incorporaron el colorante vital fluorogénico IP (maximo en
torno al 30%), asi como un descenso de la infectividad y una disminucidon, también
significativa, en la intensidad de infeccion determinada en el modelo murino lactante y
observada ya al menor tiempo de exposicién (0,6+0,5 vs 4,6+1,9). Ademas, se comprobd
gue tiempos de exposicion superiores a 8 horas no influyen significativamente sobre la

viabilidad e infectividad ooquisticas.
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Una observacién realizada durante los estudios de campo fue la existencia del
fendmeno de desenquistamiento espontaneo, previamente descrito por Smith y col. (2005).
Dicho fendmeno consiste en que, en un pequefio porcentaje, los esporozoitos de C. parvum
pueden desenquistarse cuando los ooquistes se incuban a 37 °C en ausencia de cualquier
otro estimulo, haciendo por tanto imposible su supervivencia al encontrarse en un ambiente
diferente al que le ofreceria un hospedador susceptible. Teniendo en cuenta que bajo
condiciones de campo la temperatura superd los 37 °C durante aproximadamente 2,5; 6 y
7 horas en los ensayos de 4; 8 y 12 horas de exposicidn, respectivamente, la simulacion de
los perfiles de temperatura demostré un aumento significativo en el porcentaje de
desenquistamiento espontaneo con respecto al determinado en el aislado inicial. Este
resultado podria estar favorecido no sélo por el incremento de la temperatura sino también
por el efecto combinado de ésta con largos periodos de exposicion. Asi, se justificarian los
similares porcentajes de desenquistamiento obtenidos al final de los ensayos de 8 y
12 horas y que fueron significativamente superiores al obtenido durante el menor periodo

de exposicion.

Por otro lado, en un estudio realizado por Widmer y col. (2007) sobre la influencia de
distintos factores en el desenquistamiento de ooquistes de distintas especies del género
Cryptosporidium, se observd que la temperatura es un factor que favorece el
desenquistamiento de C. muris, especie de localizaciéon gastrica, pero no el de C. parvum.
Por tanto, los autores sugieren que la temperatura elevada por si sola no es un factor
esencial para el desenquistamiento de las especies de localizacién intestinal. Sin embargo,
los resultados obtenidos en el presente estudio llevado a cabo con un aislado de C. parvum
demuestran que las altas temperaturas (por encima de 40 °C) estimulan el proceso de
desenquistamiento espontaneo al obtener valores en torno a un 28% al final de los ensayos
de 8 y 12 horas de exposicidon, porcentajes significativamente superiores al determinado

inicialmente en el aislado empleado.

Ademas, el efecto de la temperatura podria justificar el descenso en la viabilidad
ooquistica detectado en el control de exposicion en oscuridad durante los ensayos
realizados con botellas PET y bajo condiciones naturales, ante las altas temperaturas
alcanzadas en el interior de las botellas expuestas en contacto con el tejado del laboratorio
(méximo de 44,9 °C). De esta forma, no se observd una reducciéon en la viabilidad
ooquistica en el correspondiente control de oscuridad cuando el ensayo se realizd a

temperatura controlada.
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Por otra parte y considerando los porcentajes de reduccién de la viabilidad ooquistica
obtenidos durante la evaluacion experimental del efecto térmico, junto con los
correspondientes valores determinados en el estudio del componente 6ptico de la radiacién
solar, demuestran la existencia de un sinergismo entre ambos efectos. Asi, los respectivos
valores de reduccién de la viabilidad ooquistica obtenidos tras la exposicion de agua en
botellas PET fueron superiores al valor resultante de la suma de los valores obtenidos tras
la evaluacion independientemente de los efectos éptico y térmico. Aunque este sinergismo
se observo a los tres tiempos de exposicion ensayados para aguas de 0 UNF de turbidez, es
mas notorio en el ensayo de 4 horas de exposicidon, tanto para aguas claras como muy

turbias.

Desde un punto de vista dptico, cuando las botellas PET se exponen al sol, tan sélo la
parte superior recibe la radiacidon, por lo que una importante fraccién de la misma no
alcanza el agua a tratar, impidiéndose, por tanto, que los microorganismos sean irradiados.
El disefio de los CPC garantiza que toda la superficie del reactor sea iluminada al concentrar
tanto la radiacion directa como la difusa, sin necesidad de su reorientacién en funcion del
movimiento del sol a lo largo del dia. Asi, se comprobd que el empleo de reactores solares
equipados con CPC representa una excelente alternativa para mejorar la eficacia del método
SODIS en la desinfeccion de agua de bebida contaminada con las formas infectantes de
C. parvum ya que, no so6lo permiten tratar mayores volimenes de agua y reducir el tiempo
de exposicidn, sino que también con alguno de los colectores ensayados se consigui6é anular

la viabilidad ooquistica.

De esta forma, los resultados de viabilidad ooquistica obtenidos en aguas con niveles
de turbidez de 0 y 5 UNF contenidas en el reactor de metacrilato de 25 | de capacidad
equipado con un CPC de FC=1 tras 8 horas de exposiciéon, son similares a los hallados
utilizando las botellas PET (24,1% vs 22,0% y 35,8% vs 36,7% para aguas de 0 y 5 UNF,
respectivamente). Ademas, las viabilidades ooquisticas determinadas en las mismas
condiciones fueron significativamente inferiores cuando se utilizaron reactores de vidrio
borosilicatado de 2,5 I. Asi, para el reactor equipado con el CPC1, la viabilidad ooquistica
tras 8 horas de exposicion fue del 7,9% para aguas de 0 UNF y del 6,1% para aguas de 5
UNF. Cuando se utilizé el reactor equipado con el CPC1,89, estos valores se redujeron

considerablemente siendo del 1,9 y 1,2%, respectivamente.

Kehoe y col. (2001) plantearon la posibilidad de que el volumen del reactor afectase a
la eficacia del método SODIS al considerar que la penetracion de la radiacion puede variar
con el didmetro del reactor utilizado y que los cambios de la temperatura estan

condicionados por el volumen de la columna de agua. Sin embargo, los autores no
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comprobaron diferencias significativas en la dinamica de inactivacién de E. coli al exponer
voliumenes de 0,5 y 1,5 | de agua a la luz solar. En nuestro estudio, cuando analizamos los
resultados obtenidos con el reactor de 25 | y los hallados utilizando reactores de 2,5 |,
equipados ambos con un CPC de FC=1, si observamos que el volumen expuesto a la
radiacion solar influye negativamente en la eficacia de la técnica. Asi, tras 8 horas de
exposicion se obtuvieron porcentajes de viabilidad global de 21,8% vs 2,5% y 31,3% vs
1,9% para aguas de 0 y 5 UNF, respectivamente. De igual forma, cuando comparamos los
resultados de viabilidad ooquistica obtenidos tras 4 horas de exposicion utilizando botellas
PET y el reactor de 25 | de capacidad se detectaron porcentajes inferiores de viabilidad
ooquistica en aguas expuestas en las botellas (30,8% vs 82,4% y 46,1% vs 86,8% para
aguas de 0 y 5 UNF, respectivamente), tendiendo éstos a igualarse tras 8 horas de

exposicion.

Por otra parte, la radiacion UV-A que alcanza el sistema también esta condicionada
por la transmitancia del reactor y la reflectividad del espejo (Navntoft y col., 2008). Por lo
que respecta a la transmitancia, los tubos de vidrio borosilicatado de 2,5 | evaluados
transmiten entre el 89-90% de la radiacién UV-A (regién 320-400 nm), asi como un 45%
de la radiacion UV-B (regién 280-320 nm). Sin embargo, el reactor de 25 |, fabricado con
metacrilato, es opaco a la luz UV-B y transmite un menor porcentaje de la radiacién UV-A
de forma similar al material del que estan constituidas las botellas PET (Ubomba-Jaswa y
col., 2010).

En cuanto a la reflectividad del espejo, ésta puede variar en funcion del material
utilizado en su construccion, siendo en la mayoria de los casos superior al 80% (Rabl y col.,
1979). Las laminas de aluminio anodizado de los CPC evaluados presentan una reflectividad
del 87% para la radiacion UV-A y del 90% para las regiones visible e infrarroja del espectro
solar. La principal ventaja de estos sistemas es que reflejan la radiacién UV-A (directa y
difusa) que llega a la superficie terrestre incluso en dias con nubosidad, por lo que la
radiacion solar puede alcanzar el agua y actuar sobre los microorganismos presentes
(Navntoft y col., 2008). Debido a que el método SODIS se emplea bajo condiciones
naturales, un problema que se plantea es el deterioro del material de la superficie
reflectante. Navntoft y col. (2008) realizaron un estudio con el fin de evaluar la influencia
que la degradacion del espejo tiene sobre la eficacia de la técnica SODIS, utilizando para
ello reactores de vidrio borosilicatado sobre colectores que habian sido empleados durante
tres afios consecutivos. Los autores comprobaron que tras el tiempo transcurrido no se

detectaron descensos significativos en la reflectividad.
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Durante la realizacion de los ensayos con los distintos tipos de colectores, también se
monitorizé cada hora la temperatura registrada en el interior de los reactores. Al evaluar la
eficacia de los reactores de 2,5 | de capacidad equipados con CPC de diferente FC,
comprobamos un incremento en la temperatura del agua, que fue ligeramente superior en
aguas turbias (100 UNF). Como se comentd anteriormente, la turbidez del agua es un
reconocido factor limitante de la eficacia de la técnica SODIS al atenuar la penetracion de la
radiacion UV-A (Joyce y col., 1996; Kehoe y col., 2001), habiéndose comprobado en el
estudio realizado con botellas PET bajo condiciones de campo. Sin embargo, los resultados
obtenidos con ambos sistemas de concentracion de la radiacion solar demuestran que la
turbidez no influyé negativamente en la eficacia del proceso, al detectar valores de

viabilidad préximos a cero, incluso en aguas con el mayor nivel de turbidez.

Teniendo en cuenta que esta tecnologia estd destinada a paises sin recursos
econdmicos y partiendo de la base de que el coste de las botellas PET es practicamente
nulo, en la construccidn de estos sistemas se deberdn considerar los siguientes aspectos: i)
minimizar el coste de los materiales; ii) que presenten alta resistencia a las condiciones
ambientales; vy iii) que requieran un escaso mantenimiento. Segun informacion aportada
por el personal implicado en el disefo de estos colectores (Dra. Fernandez Ibafiez de la PSA
y Dr. Navntoft de la Comisidon Nacional de Energia Atdmica de Argentina), se estima que el
coste de un prototipo de estos sistemas es del orden de 200 ddlares USA y, asumiendo que
la vida media del mismo es de unos 10 afios, se calcula que un litro de agua tratada
representa un gasto de 0,002 ddlares USA. Esta tecnologia implica una inversion superior a
la que suponen el empleo de las botellas PET y los filtros de cerdamica (<0,001 ddlares
USA/I). Sin embargo, tiene un coste similar a los filtros de arena y es mas econémico que el
sistema de tratamiento mediante coagulacién/cloracién, el cual supone un gasto superior a
0,01 ddlares USA/I (OMS, 2007; Sobsey y col., 2008; Ubomba-Jaswa y col., 2010).

Como se ha comentado a lo largo de este apartado, la temperatura es un factor
abidtico clave que afecta a la supervivencia de los ooquistes de Cryptosporidium en el
ambiente (King y Monis, 2007). En una reciente revision sobree los efectos de la
temperatura en la viabilidad de los ooquistes de C. parvum presentes en el agua, en el
suelo y en las heces, Peng y col. (2008) concluyen que la temperatura puede ser el factor
abidtico mas determinante para la supervivencia ooquistica en el ambiente. Los estudios
incluidos en esta revision se clasificaron en los que se ensayaron temperaturas de
congelacion, otros en los que la temperatura oscilé entre 0 y 37 °C, y aquéllos en los que se
utilizaron temperaturas superiores a 45 °C. Los tiempos de exposicion variaron entre uno o
varios minutos para temperaturas elevadas y semanas e incluso meses para temperaturas
de congelacién y ambientales. De esta forma, los resultados del estudio de resistencia de

los ooquistes de C. parvum a temperaturas alcanzables durante los procesos de
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desinfeccion solar del agua (37-50 °C) demostraron la fuerte influencia que este factor tiene
en el fendmeno del desenquistamiento espontdaneo y por lo tanto en la viabilidad e
infectividad ooquisticas. Asi, un alto porcentaje de ooquistes se desenquistaron en agua
destilada expuesta durante diferentes periodos de tiempo a temperaturas comprendidas

entre 40-48 °C, siendo mas notable cuando la temperatura se mantuvo a 46 °C.

La aplicacién de la técnica de inclusidon/exclusién del colorante vital fluorogénico IP
demostré que cuando las suspensiones ooquisticas se expusieron a temperaturas superiores
a 44 °C durante mas de 4 horas, el porcentaje de ooquistes que incorporé dicho colorante
aumentd a valores comprendidos entre un 25-50%, comparado con el 8,7% del aislado
inicial. Los incrementos en la temperatura no sélo aumentan la permeabilidad de la pared
ooquistica (Jenkins y col., 1997) sino que también pueden desnaturalizar proteinas
esenciales para la supervivencia de Cryptosporidium y afectar al metabolismo energético de
los ooquistes. Fayer y col. (1998) demostraron que la capacidad de los ooquistes para
iniciar la infeccion estd intimamente relacionada con las reservas energéticas de
carbohidratos en forma de amilopectina, la cual se consume en relacion directa con los
valores de temperatura ambiental. Los autores también concluyen que la amilopectina
constituye la reserva energética necesaria para el desenquistamiento y la posterior invasion
de la célula hospedadora por los esporozoitos, y que, cuando su contenido desciende por
debajo de niveles criticos, los esporozoitos carecen de suficiente energia para iniciar la
invasion celular (Vetterling y Doran, 1969). Por otra parte, King y col. (2005) establecieron
una estrecha relacion entre la infectividad ooquistica y la concentracion del nucledtido
adenosin trifosfato (ATP), demostrando que la inactivacion del parasito a temperaturas
elevadas esta en funcion de una mayor actividad metabdlica del ooquiste. Esta observacion
podria explicar el hecho de que los porcentajes de desenquistamiento espontdneo obtenidos
a 50 °C fueran ligeramente inferiores o similares a los obtenidos a 37 °C. Sin embargo, el
porcentaje de ooquistes que incorporaron el colorante IP después de 4 horas de exposicidon
a 50 °C fue considerablemente mayor al observado a 37 °C (41,6% vs 10,4%). Ademas, a
la temperatura maxima ensayada y al mayor tiempo de exposicion evaluado (50 °C,
12 horas), se observo que los ooquistes estaban colapsados y adheridos entre si formando

acumulos.

Por otra parte, Jenkins y col. (2003) demostraron que los ooquistes de C. parvum
almacenados en agua a 15 °C durante 7 meses son capaces de infectar a ratones y cultivos
celulares, incluso cuando la concentracién de amilopectina es extremadamente baja. Asi, en
nuestro estudio se consiguié implantar la infeccion en el modelo murino lactante tras la
exposicion de los ooquistes a 48 °C durante 8 horas, aunque a intensidades de infeccidn
muy bajas. Sin embargo, la exposicion durante 12 horas a esta temperatura anuld

completamente la infectividad ooquistica.
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La viabilidad global ooquistica disminuyé a medida que la temperatura y el tiempo de
exposicion aumentaron, alcanzandose el menor valor tras la exposicion de los ooquistes a
46 °C durante 12 horas (24,7%). Este descenso se debié fundamentalmente al alto
porcentaje de ooquistes desenquistados (53,8%), ya que la incorporacion del colorante vital
fluorogénico IP por los ooquistes intactos fue de un 46,5%. A temperaturas superiores a
46 °C se observo un ligero incremento en el nimero de ooquistes permeables al IP; sin
embargo, los niveles de desenquistamiento descendieron significativamente, posiblemente
debido al dafio causado por las altas temperaturas. No obstante, los resultados obtenidos
en las infecciones experimentales demostraron una prevalencia del 19,4% en ratones
inoculados con los ooquistes expuestos a 46 °C durante 12 horas, mientras que la
infectividad se anuld a partir de los 48 °C. Estas diferencias entre los valores de viabilidad
global e infectividad ooquisticas pueden ser consecuencia del caracter conservador del
método de inclusion/exclusidon del colorante vital fluorogénico IP o de otros dafos causados
por las altas temperaturas y no detectados con la metodologia aplicada.

Las propiedades fotocataliticas que presenta el TiO, permiten su utilizacion en
numerosas aplicaciones, siendo una de las principales la eliminacién de componentes
organicos contaminantes del agua. Recientemente, ha aumentado el interés de su empleo
con fines de desinfeccién de superficies, aire y agua (Chong y col., 2010; Gamage y Zhang,
2010). Esta actividad desinfectante del TiO, ha sido comprobada frente a un amplio rango
de virus bacteriéfagos, bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, hongos unicelulares y
filamentosos y protozoos. Sin embargo, ciertos estados de desarrollo de estos organismos,
concretamente las endosporas bacterianas, las esporas flngicas y los ooquistes/quistes de
protozoos, son generalmente mas resistentes que las formas vegetativas, posiblemente
debido a un mayor grosor de la pared celular (Foster y col., 2011).

Diversos estudios realizados a escala de laboratorio demostraron la eficacia de la
desinfeccion fotocatalitica frente a Cryptosporidium. Otaki y col. (2000) reportan la
inactivacion de los ooquistes al utilizar TiO, inmovilizado y aplicar radiaciones UV-A y UV-C,
comprobando una inactivacién ooquistica significativamente mas rapida cuando se emplea
la radiacién UV-C y sugiriendo un mecanismo sinérgico de desinfeccidon. Posteriormente,
Curtis y col. (2002) describen una reduccidén del 26% en la viabilidad de C. parvum tras la
exposicion durante una hora a la radiacion UV-A en el interior de un fotorreactor que
contenia electrodos de Ti/TiO,. Recientemente, diversos trabajos demuestran, no sélo el
efecto sinérgico entre la radiacion UV y el TiO, sino también la notable mejora que implica
la presencia de hipoclorito sédico a muy bajas concentraciones (Ryu y col., 2008; Navalon y
col., 2009). Ademas, Sunnotel y col. (2010) comprueban unos porcentajes de inactivacion
ooquistica del 73,7-78,4% tras 3 horas de exposicidon a la radiacion UV-A en presencia de

TiO2 inmovilizado.
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Bajo condiciones naturales de radiacién solar y utilizando reactores de vidrio
borosilicatado de 2 ml de capacidad conteniendo un soporte flexible de plastico sobre el que
se inmovilizaron particulas de TiO,, Méndez-Hermida y col. (2007) comprobaron una mayor
eficacia desinfectante frente a C. parvum en presencia de este fotocatalizador. Asi, tras 8 y
16 horas de exposicion a la radiacion solar natural en dias nublados, se comprobd que la
viabilidad ooquistica se redujo desde un valor inicial del 98,3% al 37,7 y 11,7% vs 81,3 y
33,0% en presencia/ausencia del fotocatalizador, respectivamente. Los autores observaron
la existencia de variaciones morfoldgicas en la pared ooquistica similares a las detectadas
en estudios previos y responsables en algunos casos de un desenquistamiento espontaneo
(McGuigan y col., 2006). Esta observacion fue también confirmada por Sunnotel y col.
(2010), quienes detectan mediante microscopia electrénica de barrido la rotura de la linea
de sutura de la pared ooquistica y justifican asi la existencia de ooquistes vacios tras la
exposicion al tratamiento fotocatalitico. Ademas, Méndez-Hermida y col. (2007) sugieren
que los dafios experimentados en la pared ooquistica y revelados por un incremento en su
permeabilidad pueden facilitar la penetracion de productos con alto poder oxidante

derivados de la exposicion a la radiacion UV.

En nuestro estudio, en el que se evalué el uso del fotocatalizador TiO, en la
desinfeccidn solar de aguas contaminadas con ooquistes de C. parvum mediante reactores
solares equipados con un CPC1 en modo recirculante, se observd que tras el maximo
tiempo de exposicion (8 horas), los valores de potencial viabilidad ooquistica no
presentaron diferencias estadisticamente significativas en presencia/ausencia del
fotocatalizador (52,7+3,5% vs 56,8+5,9%). Ademas, tampoco se observaron diferencias
cuando se valoré el fendmeno del desenquistamiento espontaneo y, consecuentemente, en
los valores de viabilidad global calculados. Este resultado podria justificarse por la
demostrada eficacia de los reactores equipados con CPC frente a Cryptosporidium,
enmascarando tal vez el efecto de la desinfeccidon fotocatalitica con TiO, observado por
otros autores, ya que en los dias en los que se realizaron los ensayos y, a pesar de
presentar ciertos periodos de nubosidad, se registraron valores de radiacion global muy
elevados (995 W/m?). Sin embargo, en estudios previos, cuando se emplearon los mismos
reactores solares equipados con CPC pero sin el fotocatalizador, los valores de viabilidad
global ooquistica obtenidos fueron inferiores. Este hecho puede ser debido a unas mejores
condiciones atmosféricas que permitieron alcanzar no sélo valores elevados de radiacion
solar, sino también un incremento notable de la temperatura del agua en el interior de los
reactores. También, no se debe obviar el hecho de que el agua sometida a la desinfeccion
solar en estos Ultimos estudios se encontraba en modo estatico, a diferencia de aquellos en
los que se evalud el empleo de TiO,, en los que la recirculacién del agua disminuye el

tiempo de permanencia de los ooquistes en la parte iluminada del sistema. Asi, Rincon y
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Pulgarin (2004) y Fernandez y col. (2005) comprobaron que cuando se emplean reactores
solares equipados con CPC en modo recirculante similares al utilizado en nuestro estudio,
no se consigue una desinfeccion total al comprobar la existencia de un recrecimiento de

E. coli K-12, hecho que atribuyen a la existencia de zonas de sombra en el sistema.

Otra estrategia planteada en estos Ultimos afios con el fin de acelerar el proceso de
desinfeccidon solar del agua es la incorporacion de ciertos aditivos facilmente disponibles,
econdmicos y, por supuesto, seguros, entre los que se encuentra el H,0,. Todas las células
vivas estan expuestas a H,0, intracelular como consecuencia de su propio metabolismo y
cuya concentracion se mantiene estable en funcidén de su velocidad de produccién, de su
difusidon en el espacio citosdlico y/o matriz mitocondrial y por la eliminaciéon por ciertos
compuestos antioxidantes y enzimas especificas como la catalasa, la superdxido dismutasa,
la glutation peroxidasa y la glutation S-transferasa (Entrala y col., 1997; Cadenas y Davies,
2000). La introduccion de H,0, exdgeno supone un aporte extra de productos altamente

oxidantes.

Se demostré que la administracion de compuestos antioxidantes a animales
experimentalmente infectados con C. parvum agrava la infeccion (Leicht y He, 1999;
Gookin y col., 2005). Este hecho sugiere que la actividad antioxidante puede desempenar
un importante papel en la supervivencia intracelular y en la patogenicidad de C. parvum
mediante la proteccion de la accion de las ROS generadas durante los procesos de

inflamacién. Sin embargo, son escasos los conocimientos relacionados con los mecanismos

implicados en esta actividad.

Entrala y col. (1997) realizaron un amplio estudio sobre las enzimas antioxidantes
presentes en los ooquistes de C. parvum. Estos autores detectaron una actividad
superoxido dismutasa termoestable que atribuyeron a la presencia de compuestos
antioxidantes, como el manitol o el a-tocoferol. Ademds, observaron una actividad
consecuente con la presencia de una enzima superdxido dismutasa dependiente de hierro.
Esta actividad superdxido dismutasa fue inicialmente descrita por Ogunkolade y col. (1993)
al observar ciertas bandas electroforéticas en geles de almidén y, recientemente, Kang y
col. (2008) identificaron un gen mitocondrial que codifica una enzima superdxido dismutasa
dependiente de hierro, caracterizando las propiedades bioquimicas de la proteina
recombinante. Es probable que esta enzima mitocondrial desempefie un papel primario en
la supervivencia del parasito mediante la eliminacién del exceso de radicales superdxido
generados en la mitocondria. Aunque estos radicales no atraviesan la membrana celular, en
el caso de que penetrase H,0, exdgeno, éste reaccionaria con el hierro u otros

componentes celulares, generando un estrés oxidativo interno (Ohno y Gallin, 1985).
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Por otra parte, Entrala y col. (1997) no observaron una actividad catalasa especifica
de una enzima. Sin embargo, detectaron en la fraccidn insoluble de un extracto obtenido a
partir de ooquistes de C. parvum una actividad catalasa inespecifica termoestable en
presencia de H,0,, sugiriendo la existencia de procesos quimicos de oxidacion de sustratos
enddgenos por parte de H.0,. A este respecto, es interesante mencionar que en un estudio
previo, Entrala y col. (1995) observaron una alteracién de las caracteristicas de tincién de
los ooquistes de C. parvum tras la exposicion de los mismos a este oxidante. Ademas, y
también en la fraccidon insoluble, se detectdé un consumo de H,0O, dependiente de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) a niveles similares a los observados en
otros protozoos parasitos en los que este sistema de destoxificacidon es mas importante que
la actividad especifica de la enzima catalasa (Fairfield y col., 1988; Emtage y Bremner,
1993; Entrala y col., 1997).

Recientemente, Lee y col. (2011) detectaron un incremento en la expresion de la
enzima tiorredoxin peroxidasa cuando los ooquistes de C. parvum se expusieron a dosis
elevadas de radiacion gamma. Las tiorredoxin peroxidasas pertenecen a la superfamilia de
las peroxirredoxinas, la cual contiene enzimas antioxidantes altamente conservadas e
implicadas en la eliminacion de perdéxidos (McGonigle y col., 1998). La posterior
caracterizacién de esta enzima reveld una mayor actividad antioxidante en Cryptosporidium

con respecto a la que presenta en otros organismos parasitos (Joung y col., 2011).

Por lo que respecta al empleo de H,0, en los procesos de desinfeccidon solar del agua,
Sichel y col. (2009), utilizando reactores solares de vidrio borosilicatado de 500 ml,
comprobaron la inactivacién de esporas de F. solani tras 2 horas de exposicién a la
radiacion solar natural en presencia de H,O; a una concentracién de 500 mg/I, observando
también un cierto efecto tras 5 horas en oscuridad. Recientemente, Polo-Lépez y col.
(2011) detectan, empleando los mismos reactores solares, este efecto fungicida a

concentraciones inferiores de H,0, (10 mg/l) tras 3 horas de exposicion a la radiacion solar.

En nuestro estudio, llevado a cabo bajo las mismas condiciones y utilizando una
concentracién de H,0O, de 500 mg/I, si bien detectamos una cierta acciéon del H,0O, sobre los
ooquistes de C. parvum en ausencia de radiacion, no observamos diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad global ooquistica cuando se exponen a la
radiacion solar natural, a pesar de comprobar un descenso progresivo en la concentracion
de H,0,. Sin embargo, se observd la existencia de numerosos ooquistes que no
incorporaron el colorante vital fluorogénico IP pero mostraron importantes alteraciones

morfoldgicas que cuestionaron su viabilidad.
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Por otra parte, los resultados obtenidos en los ensayos realizados bajo condiciones
simuladas de radiacion solar empleando reactores de vidrio borosilicatado de 25 ml
demostraron una disminucidon significativa de la viabilidad global ooquistica tras 2,5 y
5 horas de exposicidon en presencia de H,0,. Este descenso se atribuye fundamentalmente
al incremento del nimero de ooquistes que incorporaron el colorante vital fluorogénico IP,
ya que los valores correspondientes al fendmeno de desenquistamiento espontaneo no

mostraron notables diferencias con respecto a los del aislado de C. parvum utilizado.

Teniendo en cuenta las observaciones realizadas durante los ensayos de campo, en el
estudio llevado a cabo bajo condiciones simuladas de radiacion solar se valor6 el
desenquistamiento inducido provocado por la accion de ciertos estimulos que simulan las
condiciones del hospedador y que proporcionan valores de viabilidad ooquistica. De esta
forma, pudimos comprobar un descenso significativo en el porcentaje de ooquistes
desenquistados tras 2,5 horas en presencia de H,0; y en oscuridad, ofreciendo valores muy
similares a los obtenidos cuando los ooquistes se expusieron a la radiacién solar simulada,

tanto en presencia como en ausencia del oxidante.

La inhibicidon del desenquistamiento de C. parvum tras el tratamiento de los ooquistes
con bajas concentraciones de H,O, fue comprobada previamente por Kniel y col. (2003). Es
conocido que ciertas proteasas estan implicadas en los procesos de desenquistamiento vy, al
menos, en un primer paso de la invasion celular por parte del parasito. Asi, durante la
incubacidon de los ooquistes de C. parvum a 37 °C se observd un incremento en la
concentracidon de proteasas de tipo cisteina y serina, por lo que se sospecha su intervencion
en la rotura de proteinas de la pared ooquistica y consecuentemente en el
desenquistamiento (Forney y col., 1996a, 1996b). El aminoacido cisteina es altamente
reactivo y susceptible a procesos de oxidacion debido a su grupo sulfidrilo. El hecho de que
el H,0, oxide grupos sulfidrilo podria inhibir el desenquistamiento de C. parvum al afectar a

proteasas de tipo cisteina previamente identificadas e implicadas en el desenquistamiento.

Kniel y col. (2004) comprobaron, utilizando una concentracion igual a la empleada en
el presente estudio y manteniendo la temperatura a 4 °C, una reduccién de hasta el 22,2%
en el porcentaje de desenquistamiento inducido al cabo de 2 horas. En nuestros ensayos
tras un tiempo de exposicion ligeramente superior (2,5 horas), los porcentajes de
desenquistamiento inducido obtenidos fueron notablemente inferiores (5,8+0,8%). Esta
diferencia puede ser debida a la temperatura mantenida durante la exposicidn a la radiacion
solar simulada (alrededor de 40 °C), temperatura que podria favorecer la formacion de ROS
al aumentar la velocidad de fotolisis del H,0,. Sin embargo, es sorprendente el hecho de

que Kniel y col. (2004) no observen estados de desarrollo de Cryptosporidium en
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monocapas de células HCT-8. Resultados mas coherentes con el porcentaje de
desenquistamiento inducido se obtuvieron en nuestro trabajo utilizando el modelo murino
lactante. De esta manera, se comprobaron reducciones significativas tanto en la infectividad
como en la intensidad de infeccidon con respecto a los correspondientes valores obtenidos
con el aislado control. Otros trabajos realizados a temperaturas que oscilaron ente 22-24 °C
y empleando concentraciones de H>O, muy superiores a la utilizada en nuestros estudios
(6% vs 0,05%) demuestran la anulacidén de la infectividad ooquistica, tanto en monocapas
celulares como en bioensayos en ratén, tras 4-13 minutos de incubacién (Weir y col., 2002;
Alum y col., 2011). Finalmente, en el presente trabajo la combinacién de la radiacién solar
simulada y el H,0, origind los menores valores de desenquistamiento inducido y anuld
practicamente la infectividad ooquistica tras 2,5 horas de exposicién, demostrando una
mejora del método SODIS al reducir notablemente el tiempo de exposicion necesario para

lograr la inactivacion de los ooquistes de C. parvum.
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Primera

La valoracion conjunta, bajo condiciones simuladas de radiacion solar y temperatura
controlada, de los efectos de la turbidez del agua, la intensidad de radiacidn y el tiempo de
exposicion sobre la supervivencia de los ooquistes de C. parvum durante los procesos de
desinfeccion solar del agua de bebida demostrd, en el intervalo de valores considerados,
que la intensidad de radiacidén, el tiempo de exposicidon y su interaccion son factores
limitantes de la misma, siendo necesarias intensidades de radiacion iguales o superiores a

600 W/m? para disminuir significativamente la infectividad ooquistica.
Segunda

La aplicacion del método SODIS a aguas turbias contaminadas experimentalmente
con ooquistes de C. parvum contenidas en botellas PET disminuyd significativamente la
supervivencia de este enteropatdégeno de referencia, por lo que su empleo puede reducir la
difusion hidrica de la cryptosporidiosis y de otras protozoosis intestinales en aquellas zonas

geograficas que presenten las condiciones ambientales requeridas para su utilizacion.
Tercera

Independientemente de la radiacién solar, la temperatura desempena un importante
papel en la inactivacion de los ooquistes de C. parvum durante la aplicaciéon del método
SODIS al inducir un desenquistamiento espontaneo y afectar consecuentemente a la
supervivencia ooquistica. Por tanto, se aconseja que cuando en estudios de campo se
utilicen técnicas de desenquistamiento inducido para evaluar la viabilidad ooquistica, se
valore previamente este fendmeno que puede desencadenarse cuando la temperatura del

agua supera los 37 °C.
Cuarta

El empleo de reactores solares equipados con CPC en la desinfeccion de aguas
contaminadas con ooquistes de C. parvum mejora significativamente la eficacia del método
SODIS, ya que no solo ofrece la posibilidad de tratar un mayor volumen de agua y reducir
el tiempo de exposicidn, sino que, en algunos casos, minimiza el efecto negativo de la
turbidez. Por tanto, esta tecnologia representa una alternativa para mejorar la calidad
microbiolégica del agua de bebida a nivel domiciliario en paises en vias de desarrollo.
Ademas, la inversidon econdmica requerida se encuentra entre los margenes de coste

establecidos para otros métodos aconsejados por la OMS.
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Quinta

La exposicion de los ooquistes de C. parvum durante diferentes periodos de tiempo a
temperaturas alcanzables en los procesos de desinfeccidn solar del agua demuestra la
elevada resistencia que presenta este enteropatégeno de transmision hidrica, ya que son

necesarios valores de temperatura superiores a 46 °C para anular la infectividad ooquistica.
Sexta

A pesar de los elevados valores de desenquistamiento espontaneo y de las
alteraciones observadas en la integridad de la pared y morfologia ooquisticas tras la
exposicion de las formas infectantes de C. parvum a temperaturas alcanzables durante los
procesos de desinfeccion solar del agua, se comprobd la existencia de un reducido nimero
de formas parasitarias con capacidad para implantar la infeccion en el modelo murino

lactante, evidenciandose por tanto la baja dosis infectante de este enteropatégeno hidrico.
Séptima

La desinfeccion fotocatalitica utilizando TiO, inmovilizado y empleando reactores
solares equipados con CPC en modo recirculante no ofrecié mejoras significativas con
respecto a los correspondientes controles, cuya eficacia también fue inferior a la obtenida
con los mismos reactores en modo estatico. Este hecho puede ser debido a que la
recirculacién del agua conlleve un descenso del tiempo de permanencia de los ooquistes de
C. parvum en la parte iluminada del sistema y a que, tal vez, la demostrada efectividad de
los CPC enmascare la propia accion del fotocatalizador.

Octava

La aplicacion de técnicas de desenquistamiento inducido e infectividad permitid
comprobar la mejora que supone la incorporacién del H,O, en los procesos de desinfeccién
solar del agua de bebida, al reducir el tiempo de exposiciébn necesario para inactivar las
formas infectantes de C. parvum. De esta forma, se demostré que los ooquistes que
presentaron alteraciones morfoldgicas importantes observadas bajo condiciones de campo

eran inviables a pesar de no incorporar el colorante vital fluorogénico IP.
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INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LOS OOQUISTES
DE C. PARVUM EN CONDICIONES SIMULADAS DE RADIACION SOLAR

Mediante un disefio factorial 2x3 de primer orden y bajo condiciones simuladas de
radiacion solar y una temperatura constante de 30 °C, se evalud la influencia que la
turbidez del agua (5; 100; y 300 UNF), la intensidad de radiacién (200; 600; y 900 W/m?
de radiacion global, equivalentes a las intensidades de radiacion solar descritas para areas
ecuatoriales en dias total y parcialmente nublados y soleados, respectivamente) y el tiempo
de exposicion (4; 8; y 12 horas) tienen sobre la supervivencia de los ooquistes de
C. parvum durante los procesos de desinfeccion solar del agua de bebida. Mediante la
aplicacion de la técnica de inclusidon/exclusidon del colorante vital fluorogénico IP, se observd
que la potencial viabilidad ooquistica oscilé entre un minimo del 54,0% (5 UNF; 900 W/m?;
y 12 horas) y un maximo del 91,7% (200 W/m?; 4 horas, independientemente del nivel de
turbidez). De igual forma, se comprobé que el menor valor de infectividad ooquistica
(30,8%) se obtuvo para unas condiciones de 5 UNF de turbidez, 900 W/m? de intensidad de
radiacion y 12 horas de exposicion. Se demostr6 que los tres parametros
independientemente, asi como las interacciones intensidad de radiacion-tiempo de
exposicion y nivel de turbidez-intensidad de radiacion son factores que influyen de forma
estadisticamente significativa sobre la viabilidad e infectividad de los ooquistes de
C. parvum. Las ecuaciones empiricas obtenidas con los distintos parametros evaluados
demostraron que el mayor coeficiente con signo negativo correspondié a la intensidad de
radiacion. Asi, se observé que, independientemente del tiempo de exposicién y del nivel de
turbidez, la menor intensidad de radiacién evaluada (200 W/m?) no ejercié una influencia
estadisticamente significativa sobre la supervivencia ooquistica. Por el contrario, el
porcentaje de ooquistes IP negativos (potencialmente viables) y la infectividad determinada
en el modelo murino lactante tienden a disminuir cuando las muestras hidricas se
expusieron a una intensidad de radiacion =600 W/m?2. A la maxima intensidad de radiacion
evaluada (900 W/m?), se observaron descensos estadisticamente significativos en la
potencial viabilidad e infectividad ooquisticas, tanto para los distintos niveles de turbidez
como para los diferentes tiempos de exposicién ensayados. Las ecuaciones obtenidas son
validas para predecir la potencial viabilidad e infectividad de los ooquistes de C. parvum en

el rango de condiciones ensayadas.
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DESINFECCION SOLAR DE AGUAS TURBIAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES DE
C. PARVUM UTILIZANDO BOTELLAS PET

Se estudidé la eficacia de la técnica SODIS en la desinfeccion de aguas turbias
contaminadas experimentalmente con las formas infectantes de C. parvum, evaluando, de
forma conjunta e independiente, los efectos dptico y térmico de la radiacion solar. Para ello,
botellas PET conteniendo aguas con distintos niveles de turbidez (0; 5; 100; y 300 UNF) y
contaminadas experimentalmente con 5x10° ooquistes purificados de C. parvum se
expusieron durante 4; 8; y 12 horas a la radiacién solar en uno de los tejados de las
instalaciones de la PSA, perteneciente al CIEMAT del Ministerio de Ciencia e Innovacion y
situada en el Desierto de Tabernas, Almeria (latitud, 37°05’54” N; longitud, 2°21’32" O;
altitud, 500 m). De forma similar, aguas con los niveles de turbidez extremos e igual indice
de contaminacion, se expusieron en el interior de un bafio de agua a temperatura
controlada (20-25 °C). Por otra parte, viales de 1,5 ml conteniendo 2x10° ooquistes de
C. parvum resuspendidos en un ml de agua destilada se expusieron durante los mismos
periodos de tiempo a los perfiles medios de temperatura registrados en el interior de las
botellas PET durante los ensayos realizados en condiciones de campo. La viabilidad
ooquistica se determind mediante la técnica de inclusion/exclusion del colorante vital
fluorogénico IP. Ademas, en el ensayo del efecto térmico, se valordé el fendmeno del
desenquistamiento espontaneo y la infectividad ooquistica utilizando un modelo murino

lactante.

El analisis de los resultados obtenidos tras la aplicacion del método SODIS (efectos
optico y térmico) demostré que a medida que aumenta el tiempo de exposicion disminuye
la viabilidad ooquistica. Asi, y con respecto a la viabilidad inicial del aislado utilizado, se
obtuvieron reducciones del 66,4%; 76,0%; y 87,4% en aguas de 0 UNF para tiempos de
exposicion de 4; 8; y 12 horas, respectivamente. En aguas con distintos niveles de
turbidez, aunque la viabilidad ooquistica también disminuyd, los porcentajes de reduccién
fueron inferiores. De esta forma, en aguas de 300 UNF, se determinaron porcentajes de
reduccién de la viabilidad ooquistica del 19,2%; 40,9%; y 42,4% para tiempos de
exposicion de 4; 8; y 12 horas, respectivamente. Cuando se evalué tan sdlo el efecto
optico, también se observaron reducciones en la viabilidad ooquistica, alcanzandose valores
inferiores a los obtenidos mediante la técnica SODIS. Porcentajes de reduccion del 13,2%;
41,2%; y 55,3%, se hallaron en aguas claras para tiempos de exposicion de 4; 8; y 12
horas, respectivamente. Sin embargo, para aguas con el mayor nivel de turbidez, la
reduccién maxima obtenida tras 12 horas de exposicion fue del 13,9%. De igual forma, al
estudiar el efecto térmico, se observaron reducciones en la viabilidad ooquistica,

principalmente a tiempos de exposicidon prolongados. Asi, se obtuvieron porcentajes de



Resumen 167

reduccién del 6,4% tras 4 horas de exposicién y del 28,6% y 26,9% después de 8 y 12

horas de exposicion, respectivamente.

Considerando independientemente los resultados obtenidos durante la evaluacién de
los efectos dptico y térmico, se comprobd tras la aplicacion del método SODIS un fuerte
efecto sinérgico después de 4 horas de exposicién tanto en aguas claras como en aguas
muy turbias. De esta forma, la aplicacion del método SODIS a aguas de 0 UNF provocé una
reduccion en la viabilidad ooquistica del 66,4% tras 4 horas de exposicién, mientras que las
correspondientes reducciones cuando se evaluaron los efectos dptico y térmico de forma
independiente fueron del 13,2% y 6,4%, respectivamente. El efecto sinérgico es menos
notorio al aumentar los tiempos de exposicion, no detectandose en aguas muy turbias tras

8 y 12 horas de exposicion.

DESINFECCION SOLAR DE AGUAS TURBIAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES DE
C. PARVUM UTILIZANDO REACTORES SOLARES EQUIPADOS CON CPC

Con el fin de mejorar la eficacia del método SODIS en la desinfeccion de aguas
contaminadas experimentalmente con las formas infectantes de C. parvum, se evalud el
empleo de colectores solares bajo condiciones naturales de radiacion solar. Para ello,
reactores solares de vidrio borosilicatado de 2,5 | de capacidad se llenaron con aguas de
distintos niveles de turbidez (0; 5; y 100 UNF) contaminadas experimentalmente con
2,5x10°% ooquistes purificados de C. parvum/| y se colocaron horizontalmente sobre el eje
focal de dos CPC, CPC1 y CPC1,89 que presentaron FC de la radiacion solar de 1 y 1,89,
respectivamente. Las muestras se expusieron a la radiacion solar durante un tiempo
maximo de 12 horas, distribuidas en periodos de 6 horas durante dos dias consecutivos
(11:00-17:00 horas, hora local). Ademas, se evalud un reactor solar de metacrilato de 25 |
de capacidad equipado con un CPC de FC=1, que se llend con aguas de 0; 5; y 30 UNF de
turbidez contaminadas con 2-10x10° ooquistes purificados de C. parvum/|. Las muestras se
expusieron a la radiacion solar durante un tiempo maximo de 8 horas (10:00-18:00 horas,
hora local).

Los resultados obtenidos utilizando los reactores solares de 2,5 | de capacidad
equipados con CPC1 y CPC1,89 mostraron un patron de inactivacion ooquistica similar,
comprobandose un descenso fuerte y estadisticamente significativo en la viabilidad global
de los ooquistes de C. parvum en aguas de 0; 5; y 100 UNF tras un tiempo de exposicion
de 4 horas. Asi, la viabilidad global fue de 4,6+2,4%; 3,9+1,9%; y 8,1£1,6% y 7,0+0,9%;
4,8%+1,5%; y 13,00% en aguas de 0; 5; y 100 UNF utilizando los reactores equipados con
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CPC1 y CPC1,89, respectivamente. A tiempos de exposicion superiores y empleando ambos
sistemas, la viabilidad global se anulé o fue practicamente nula en todas las aguas
ensayadas. Los resultados obtenidos con el reactor solar de 25 | de capacidad equipado con
un CPC demostraron que tras 8 horas de exposicion, se produjo un descenso significativo en
la viabilidad global. Asi, se obtuvieron valores de viabilidad global de 21,8+3,1%;
31,3£12,9%; y 45,0+10,0% en aguas de 0; 5y 30 UNF, respectivamente.

El analisis comparativo de los datos obtenidos con los hallados en el estudio previo
utilizando botellas PET de 1,5 | de capacidad, demostré que el empleo de reactores
equipados con CPC mejora la eficacia de la técnica SODIS en la inactivacion de los
ooquistes de C. parvum, al ofrecer la posibilidad de tratar un mayor volumen de agua,
reducir el tiempo de exposicion y en algunos casos, minimizar el efecto negativo de la
turbidez. Ademas, estos sistemas, al concentrar la radiacién solar, pueden ser utilizados

durante periodos de elevada nubosidad.

RESISTENCIA DE LOS OOQUISTES DE C. PARVUM A TEMPERATURAS ALCANZABLES EN LOS
PROCESOS DE DESINFECCION SOLAR DEL AGUA

Se valord la supervivencia de los ooquistes de C. parvum cuando se expusieron a
temperaturas alcanzables durante los procesos de desinfeccion solar. Asi, los ooquistes de
C. parvum se sometieron a temperaturas de 37; 40; 42; 44; 46; 48; y 50 °C durante
periodos de 2; 4; 6; 8; 10; y 12 horas, calculandose al final de cada tiempo de exposicidon
la viabilidad global ooquistica, previa determinaciéon de los porcentajes de ooquistes IP
negativos y de desenquistamiento espontaneo, y comprobando la infectividad en un modelo

murino lactante tras el maximo tiempo de exposicion.

La aplicacién de la técnica de inclusidon/exclusién del colorante vital fluorogénico IP
demostré que cuando las suspensiones ooquisticas se expusieron a temperaturas superiores
a 44 °C durante mas de 4 horas, el porcentaje de ooquistes que incorporé dicho colorante
(ooquistes potencialmente inviables) alcanzé valores comprendidos entre un 25-50%. Las
variaciones observadas en el fendmeno del desenquistamiento espontaneo mostraron dos
perfiles diferentes. Asi, ooquistes expuestos a temperaturas de 37; 40; y 50 °C no
experimentaron cambios estadisticamente significativos en dicho fendmeno durante las seis
primeras horas del ensayo. Sin embargo, tras este periodo de exposicion a 40 °C, se
produjo un incremento en el porcentaje de desenquistamiento espontaneo, que fue mas
intenso tras 12 horas de exposicion (30,5+5,7%). A temperaturas comprendidas entre

42-48 °C, se observdé un incremento gradual en el porcentaje de desenquistamiento
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espontaneo a medida que aumento el tiempo de exposicion, alcanzando un valor maximo
de 53,8+12,4% tras 12 horas de exposicion a 46 °C.

La viabilidad global ooquistica disminuyd a medida que la temperatura y el tiempo de
exposicion aumentaron, alcanzandose el menor valor tras la exposicion de los ooquistes a
46 °C durante 12 horas (24,7+10,7%). Este descenso se debié fundamentalmente al alto
porcentaje de ooquistes desenquistados (53,8+12,4%). Ademas, la incorporacion del
colorante vital fluorogénico IP fue de un 46,5+9,8%. A temperaturas superiores a 46 °C se
observé un ligero incremento en el nimero de ooquistes permeables al IP; sin embargo, los
niveles de desenquistamiento descendieron significativamente, posiblemente debido al dafio
causado por las altas temperaturas. No obstante, los resultados obtenidos en las infecciones
experimentales demostraron una prevalencia del 19,4% en ratones inoculados con
ooquistes expuestos a 46 °C durante 12 horas, mientras que la infectividad se anul6 a
partir de los 48 °C. Estas diferencias entre los valores de viabilidad global e infectividad
ooquisticas pueden ser consecuencia del caracter conservador del método de
inclusidon/exclusién del colorante vital fluorogénico IP o de otros dafos causados por las

altas temperaturas y no detectados con la metodologia aplicada.

APLICACION DE PROCESOS DE OXIDACION AVANZADOS EN LA DESINFECCION SOLAR DE
AGUAS CONTAMINADAS CON OOQUISTES DE C. PARVUM

Mediante reactores solares de 14 | de capacidad equipados con un CPC1 en modo
recirculante disponibles en las instalaciones de la PSA, se evalud el uso del fotocatalizador
TiO, inmovilizado en la desinfeccion solar de aguas experimentalmente contaminadas con
ooquistes de C. parvum. Se observd que, tanto en presencia como en ausencia del
fotocatalizador, el porcentaje de ooquistes IP negativos (potencialmente viables) descendié
progresivamente mostrando un perfil practicamente idéntico bajo ambas condiciones. Asi, al
final de los ensayos, los correspondientes valores fueron de 52,7+£3,5% y 56,8+5,9% en
presencia/ausencia del fotocatalizador. Cuando se valor6 el fendémeno del
desenquistamiento espontaneo se observd un incremento en el porcentaje de ooquistes
desenquistados durante las primeras 4-6 horas de exposicién, alcanzandose los valores
maximos tras 4 horas en presencia del fotocatalizador (20,7+4,3%) y tras 6 horas en
ausencia del mismo (18,5+3,5%). Consecuentemente, tras el maximo tiempo de exposicidon
ensayado (8 horas), los valores de potencial viabilidad ooquistica no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en presencia/ausencia del fotocatalizador (52,7+3,5% vs

56,8+5,9%). Este resultado podria justificarse por la demostrada eficacia frente a
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Cryptosporidium de los reactores equipados con CPC, enmascarando tal vez el efecto de la
desinfeccidn fotocatalitica con TiO, observado por otros autores. No se debe obviar el hecho
de que el agua sometida a la desinfeccion solar se encontraba en modo recirculante, lo que

disminuyé el tiempo de permanencia de los ooquistes en la parte iluminada del sistema.

Por otra parte, se evalud la utilizacion del H,0, (500 mg/l) en la desinfeccién solar de
aguas contaminadas experimentalmente con ooquistes de C. parvum. Bajo condiciones
naturales de radiacion solar, si bien se detecté una cierta accidon desinfectante del H,0; en
ausencia de radiacion, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
viabilidad global ooquistica en presencia de radiacion solar, a pesar de comprobar un
descenso progresivo en la concentracion de H,0,. Sin embargo, numerosos ooquistes que
no incorporaron el colorante vital fluorogénico IP mostraron importantes alteraciones

morfoldgicas que cuestionaron su viabilidad.

Teniendo en cuenta estas observaciones, en el estudio llevado a cabo bajo
condiciones simuladas de radiacion solar se valoro el desenquistamiento inducido provocado
por la accion de ciertos estimulos que simulan las condiciones del hospedador y que
proporcionan valores de viabilidad ooquistica. De esta forma, pudimos comprobar un
descenso significativo en el porcentaje de ooquistes desenquistados tras 2,5 horas en
presencia de H,0, en oscuridad, ofreciendo valores muy similares a los obtenidos cuando
los ooquistes se expusieron a la radiacidon solar simulada, tanto en presencia como en
ausencia del oxidante. Ademas, se comprobd una disminucion significativa de la viabilidad
global ooquistica atribuida fundamentalmente al descenso del ndimero de ooquistes IP
negativos (0,3+0,7%, tras 5 horas de exposicion a la radiacién solar simulada en presencia
de H,0,), ya que los valores correspondientes al fendmeno de desenquistamiento
espontaneo no mostraron notables diferencias con respecto a los del aislado de C. parvum

utilizado.

Descensos estadisticamente significativos, tanto en la infectividad como en la
intensidad de infeccidn, se observaron tras la inoculacién de ratones lactantes con ooquistes
mantenidos en oscuridad en presencia de H,0,. En los ensayos realizados bajo radiacion
solar simulada en presencia/ausencia de H»>0,, se anuld la infectividad ooquistica después
de 5 horas de exposicion. Los resultados demuestran que la incorporacién de este oxidante
supone una mejora del método SODIS al reducir notablemente el tiempo de exposicion

necesario para lograr la inactivacién de los ooquistes de C. parvum.
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Tampon fosfato salino (PBS) 0,04 M pH 7,2
Fosfato monopotasico (Sigma-Aldrich Co.) 0,04M 5,65 g/l 76 mi
Fosfato disddico (Sigma-Aldrich Co.) 0,04M 5,44 g/l 24 mi
Cloruro sodico (Sigma-Aldrich Co.) 0,04M 2,34 g/l 100 ml

Ajustar a pH 7,2 y conservar a temperatura ambiente

Gradiente de cloruro de cesio (CICs)

Inicialmente, se preparan dos soluciones de CICs (A) y Tris EDTA (B):

- Solucién A: se disuelve CsCl (Sigma-Aldrich Co.) en agua destilada en una concentracién de

1,8 g/ml. Se agita suavemente hasta la completa disolucion de la sal, aproximadamente en una

hora.

- Solucién B: consiste en una solucidon tampon Tris elaborada a partir de Tris 50 mM y EDTA 10
mM en agua destilada [Tris (Sigma-Aldrich Co.): 6,055 g/l; EDTA (Sigma-Aldrich Co.): 2,923 g/I,

pH 7,2].

A partir de estas dos soluciones, se preparan tres soluciones de CICs de distinta densidad:

Densidad (g/ml) Solucién A (ml) Solucién B (ml)
Solucioén 1 1,40 4,0 4,0
Solucién 2 1,10 3,0 21,0
Solucién 3 1,05 1,5 22,5

Solucién verde malaquita al 0,16%

Verde malaquita (Sigma-Aldrich Co.)
Dodecil sulfato sédico (SDS) (Sigma-Aldrich Co.)

Agua destilada

Tampon TAE 1x (Bio-Rad Laboratories)

Tris 40mM
Acido acético 20mM
EDTA 1mM, pH 8,3

0,16 g
0,10g
100 ml
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Solucidn de trabajo de ioduro de propidio (IP)

IP (Sigma-Aldrich Co.) 1 mg
PBS 0,1M pH 7,2 1ml

Liquido de digestion

Pepsina (Sigma P-7125) 0,05¢
Cloruro sédico 0,09¢g
Agua destilada 10 ml
Acido clorhidrico concentrado 70 pl

Preparacion extemporanea. Atemperar a 37 °C antes de su empleo

Bicarbonato sédico al 2,2%

Bicarbonato sédico 2,29
Agua destilada csp 100 ml

Conservar a temperatura ambiente
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