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Abstract

The reusability of waters with agricultural and industrial aims is a necessity, due to the increasing
demand for water and the shortage of this vital resource. The Lake of Valencia, located in the Central
Region of the country, in one of the most populated areas in Venezuela, it is a reservoir of fresh water, that
is expected, to be used in agriculture, sporting activities or as an alternative water supply for the cities
located in its river basin. The reuse of this water can cause problems for public health, since the lake
receives water from several rivers that receive residual water discharge from the populations located along
them, which could contain pathogenic microorganisms. In order to determine the microbiological quality
of this water, and to permit the formulation of active microorganism control policies, samplings in five
zones of the Lake and its tributary rivers were made, to detect virus and parasites. Microorganisms were
determined following standards techniques, that demonstrated that in three of the zones of the Lake and
in its tributary rivers, there was presence of enteric virus, bacteriophage and Giardia. The other two zones
resulted negative the first year and positive the second year, when the volume of the sample processed was
increased. The results demonstrate a high microbial contamination in this reservoir and the necessity to
give lake water adequate treatment before using it as drinking water.
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Estudio preliminar de la presencia de virus
y parasitos en el Lago de Valencia y sus rios
tributarios

Resumen

La reutilizacion de las aguas con fines agricolas e industriales es una necesidad, debido a la deman-
da creciente de agua y a la escasez de este vital recurso. El Lago de Valencia, ubicado en la Region Central
del pais, en una de las areas mas pobladas de Venezuela, es un reservorio de agua dulce, que se espera,
puede ser empleado en actividades agricolas, deportivas o como una alternativa para el abastecimiento de
agua para las ciudades ubicadas en su cuenca. El reuso de esta agua puede traer problemas de salud pu-
blica, ya que el lago recibe agua de varios rios, que a su vez reciben las descargas de aguas residuales de
las poblaciones a su alrededor, las cuales pueden contener microorganismos patogenos. Con el proposito
de conocer la calidad microbiologica de esta agua, que permitiera la formulacién de politicas de accion
para controlar los microorganismos, se hicieron muestreos en cinco zonas del Lago y en sus rios tributa-
rios, para detectar virus y parasitos. Estos microorganismos fueron determinados siguiendo técnicas es-
tandares, que demostraron que en tres de las zonas del Lago y en sus rios tributarios, habia presencia de
virus entéricos, bacteriéfagos y Giardia. Las otras dos zonas fueron negativas el primer ano y positivas el
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segundo ano, cuando se incrementé el volumen de muestra que se proceso. Los resultados demuestran
una alta contaminacion microbiana de las aguas en este reservorio y la necesidad de darles un tratamien-

to adecuado antes de ser reutilizadas.

Palabras claves: Enterovirus, Giardia lamblia, bacteriéfagos, indicadores de calidad de agua.

Introduccion

El Lago de Valencia es el cuerpo de agua na-
tural mayor de Venezuela, es un reservorio de
agua dulce de vital importancia para la region
Central, una de las areas mas pobladas del pais,
donde se encuentra ubicado, ocupando una su-
perficie de 356 Km? [1]. El aumento de la pobla-
cion en su cuenca, asociado a una rapida expan-
sion de la industria y la agricultura, ha producido
una alta contaminacion de sus aguas, ya que el
lago recibe 16 tributarios entre ellos los rios
Guey, Cano Central, Maracay y Los Guayos, que
le hacen un aporte importante de agua durante
todo el ano, a través de los cuales las descargas
domésticas de las zonas pobladas existentes en
la cuenca, llegan a este reservorio natural [2].

En el agua contaminada con desechos fe-
cales, pueden estar presentes mas de 140 seroti-
pos de virus y diversos parasitos [3, 4]. Entre los
virus que pueden estar presentes en el agua y
que tienen mayor impacto en la salud publica,
debido al gran numero de epidemias que han
causado, se encuentran los siguientes: hepatitis
A, calicivirus, adenovirus, rotavirus y los entero-
virus: poliovirus, echovirus y coxsackie [5, 6, 7,
8, 9, 10]. Entre los parasitos que se encuentran
en el agua contaminada, Giardia lamblia, ha
sido uno de los mas implicados en brotes epidé-
micos [11, 12] y es también uno de los mas re-
portados en nuestro pais como causante enfer-
medades entéricas [13].

Debido al peligro que representan los mi-
croorganismos presentes en el aguay a la imposi-
bilidad de estudiarlos todos, se ha venido em-
pleando a los coliformes totales y fecales como in-
dicadores de contaminacién microbiolégica [14].
Sin embargo, estos indices no son adecuados
para indicar la persistencia de virus ni de parasi-
tos en el ambiente [15, 16], ya que esta bien esta-
blecido que los virus entéricos y los parasitos, a
diferencia de las bacterias indicadoras, permane-
cen estables en el ambiente por periodos mas
prolongados de tiempo [14]. Diversos investiga-

dores han propuesto el empleo de colifagos como
indicadores de contaminacion viral [17,18,19].

Como consecuencia del déficit de agua para
consumo humano y agricola en la region central
del pais, el Gobierno de Venezuela considero ne-
cesario formular un plan para el saneamiento
ambiental del Lago de Valencia, como una alter-
nativa para el abastecimiento de agua en las ciu-
dades ubicadas en su cuenca y para utilizacion
en actividades agricolas y deportivas [20]. Debido
a que, como se menciondé anteriormente, las
aguas contaminadas pueden tener numerosos
virus y parasitos, con el fin de aportar informa-
cion concreta sobre su presencia, de manera que
permitiera la formulaciéon de politicas de accion
para controlarlos de tal forma que esta agua pu-
diera ser reutilizada sin peligro para la salud pa-
blica, se hacia necesario el estudio de estos mi-
croorganismos en este reservorio. El objetivo de
este trabajo fue detectar en diversas zonas del
Lago de Valencia y en sus principales rios tribu-
tarios, la presencia de virus entéricos, colifagos y
parasitos.

Materiales y Métodos

Toma de muestras

Se realizaron dos campanas de muestreo en
dos anos consecutivos. En el primer afo, en dos
oportunidades diferentes (marzo y octubre), se
captaron muestras en las estaciones 5, 6, 12, 20
y 33 (Figura 1), de 10 L de agua para determinar
virus y de 4 L para parasitos. En el segundo ano,
en el mes de abril, se analizaron las mismas esta-
ciones incrementandose el volumen de muestra
de agua a 120 L, debido a que dos de las estacio-
nes de muestreos habian dado resultados negati-
vos para ambos tipos de microorganismos. Ade-
mas se analizaron muestras de 100 mL de agua
para la deteccion de colifagos en las estaciones
anteriormente mencionadas y en las siguientes:
8, 12A, 36 y 40. También, se captaron igual volu-
men de muestras en los principales rios que des-
cargan al lago para la deteccion de los tres tipos
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Figura 1. Estaciones de muestreo en el Lago de Valencia.

de microorganismos. Los puntos de muestreo
fueron sugeridos por personal del Ministerio de
Ambiente y los Recursos Naturales (MARN) a car-
go del plan de saneamiento del lago de Valencia.

Analisis microbiolégico

La determinacion de los virus, se realizo
empleando la técnica de adsorcion-elucion [21]
como se describe a continuacion: el agua se pas6
a través de filtros de membranas Zeta-plus
(CUNO, Meridian, CT); los virus adsorbidos en los
filtros, fueron eluidos usando Extracto de carne
(Difco, Detroit.Mich) al 3% en 10% de Caldo trip-
tosa fosfato (Difco), pH 10. El eluido fue neutrali-
zado con HC1 1Ny guardado a -70°C hasta el mo-
mento de su inoculacion en la linea celular MA-
104.

Las muestras para el analisis de parasitos
fueron concentradas mediante la técnica de flo-
culacién con carbonato de calcio, siguiendo la
técnica descrita por Vessey y col. [22]. Alos 4 Lde
muestra se le agrego cloruro de calcio y carbona-
to de sodio 1My se agit6. Posteriormente se midio6
el pH de la suspension y se llevo a 10 con solucién
NaOH, 3N. Se dejo en reposo por 4 horas, al cabo
de las cuales se eliminé el sobrenadante y el sedi-
mento se trat6 con solucién de acido sulfamico al
10% y se agito hasta observar la disoluciéon total
del floculo. Finalmente, la mezcla resultante se

transfirio a botellas de 250 mL y se centrifugé a
7300 Xg por 10 minutos. Después de la centrifu-
gacion, se eliminoé el sobrenadante y al sedimento
resultante se le anadié 100 mL de solucién Fosfa-
to Salino estéril 1X. Esta mezcla se centrifugé ala
misma velocidad utilizada anteriormente, se eli-
mino el sobrenadante, dejando 5 mL de muestra
concentrada que se filtraron a través de una
membrana de 5 pm de poro (Nucleopore, Plea-
senton, CA). La membrana se colore6é con un an-
ticuerpo monoclonal contra Giardia (Meridian,
Cincinnati,OH) y con un conjugado FITC anti-
globulina. Los filtros se montaron en portaobje-
tos de vidrio y se examiné toda la superficie em-
pleando un microscopio de fluorescencia (filtro
excitador 450 nm - filtro supresor 540 nm). Los
quistes fueron identificados por la fluorescencia
verde-manzana alrededor de sus paredes, por su
forma y tamano.

Cuando se analizaron muestras de 120 L
tanto para virus como para parasitos, el agua se
hizo pasar por un sistema de filtracién, constitui-
do por: una bomba de gasolina (Homelite- Tex-
tron, Charlotte, N.C.), un filtro tipo cartucho
DPPPY1 de 1 de poro (CUNO, Meriden CT) para
concentrar los parasitos, un filtro Zeta-plus
(CUNO, Meriden, CT) para la concentracién de vi-
rus, y un flujémetro (Kent C-700) para determi-
nar el volumen de muestra procesada. Los virus
adsorbidos a los filtros Zeta-plus, fueron eluidos
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siguiendo la técnica ya descrita [21] y los parasi-
tos fueron recuperados eluyendolos del filtro con
una solucion de agua desionizada y tween 80 al
20%. El filtro fue cortado a la mitad y las fibras
fueron lavadas en el eluente original. El eluido se
reconcentro por centrifugacion a baja velocidad y
el pellet se resuspendi6é en una solucién salina
con 1% de tween 80 y 1% de sodium dodecil sul-
fato (SDS) y se coloco en un gradiente de citrato
de potasio de 1,3 g/mL de gravedad especifica. El
sobrenadante recuperado de la flotacion, se colo-
re6 para IF como se describié anteriormente.

Para el analisis de colifagos, se siguio el
procedimiento descrito en el Standard Methods
(11]

Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se presentan los resultados
obtenidos del estudio de la determinacién de vi-
rus entéricos. Se demostro la presencia de estos
microrganismos en las estaciones 5y 6 en todos
los muestreos realizados. Las estaciones 12y 20
fueron negativas para presencia de virus, duran-
te el primer ano de trabajo y positivas en el se-

gundo. La estacion 33 fue una vez positiva y otra
negativa durante el primer ano de muestreo y po-
sitiva en el segundo ano. Todas las muestras pro-
venientes de las aguas de los rios tributarios, fue-
ron positivas para la presencia de virus entéricos.

Los virus son excretados en altas concen-
traciones en las heces de los individuos, alcan-
zando valores hasta de 10'° UFP/ mL [23], sin
embargo al llegar a los cuerpos de agua se dilu-
yen, por lo que para detectarlos en aguas recrea-
cionales o superficiales se recomienda emplear
volimenes de 50 L [14]. En este trabajo fueron
suficientes solo 10 L de muestra para demostrar
presencia de virus en las estaciones 5y 6, en los
dos muestreos del primer ano y en la estaciéon 33
una vez en el mismo periodo. En el segundo afio,
cuando se procesaron 120 L de muestra, ademas
de las estaciones anteriores, también resultaron
positivos para presencia de virus, la 12 y 20. Delo
anterior se deduce que las estaciones 5y 6 estan
altamente contaminadas puesto que los resulta-
dos obtenidos son positivos en todas las mues-
tras procesadas; la 33 lo esta medianamente, ya
que durante el primer afio de muestreo resulto
una vez positiva y otra negativa, mientras que el

Tabla 1
Presencia de virus entéricos

Estaciones Virus entéricos ECP
Primer ano Segundo ano
ler muestreo 2do muestreo

B + + +

+ + +

12 - - +

20 - - +

33 + - +

Rio Los Guayos n.a n.a +

Rio Los Guayos/Quigua n.a n.a +

Cano Charal n.a n.a +

Cano Central n.a n.a +

Rio Guey/Brisas del Lago n.a n.a +

Rio Guey n.a n.a +

Rio Maracay n.a n.a +

Rio Turmero n.a n.a +
+ = presencia; - = ausencia; n.a= no analizado.
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Tabla 2
Presencia de Colifagos en el Lago de Valencia

Colifagos UFP/100 mL

Estaciones 1°" ano 2° ano
5 + -
6 - 3,5x10”
12 - -
20 - -
33 - 1,0 x 10°
8 n.a 7,50 x 10*
12A n.a 3,25 x 10°
17 n.a 1,68 x 10°
36 n.a 3,62 x 10”
40 n.a 7,50 x 10"
Rio Los Guayos n.a 5,3 x 10°
Rio Los Guayos/Quigua n.a 4,4 x 10*
Canio Charal n.a 1,2 x 10*
Cano Central n.a 1,1x 10
Rio Guey/Brisas del lago n.a 4,5 x 10*
Rio Guey n.a 5,2 x 10*
Rio Maracay n.a 4,4x10*
Rio Turmero n.a 8.4 x 10*

+ = Presencia. - =ausencia. n.a = no analizado.

segundo ano resulté positiva; las estaciones 12y
20 son las menos contaminadas debido a que
fueron negativas para presencia de virus, duran-
te el primer ano de trabajo y positivas en el se-
gundo cuando se emplearon 120 L de muestra.
Estudios previos realizados en el Lago de Mara-
caibo [24], habian sugerido que 10 L de muestra
era un volumen adecuado ya que en nuestro pais
los niveles de contaminacion de los cuerpos de
agua son elevados.

Eluso de bacteriéfagos se ha venido propo-
niendo como indicadores alternativos de la cali-
dad virologica del agua, ya que, la presencia de
coliformes que habia sido empleada durante lar-
go tiempo como el indicador de polucion fecal ha
sido muy criticado [15], al comprobarse que los
virus entéricos, sobreviven durante periodos mas
largos que las bacterias en ambientes marinos
[25-27] y ha sido dificil establecer correlacion en-
tre niveles de bacterias y enterovirus. En este tra-

bajo se decidi6 incorporar el analisis de fagos,
mediante la técnica descrita en el Standard
Methods [11], con el fin de verificar su presenciay
contribuir asi al establecimiento de técnicas mas
rapidas, faciles de implementar y economicas,
que permitan conocer la calidad virolégica del
agua. Los resultados se presentan en la Tabla2y
se observa que estos microrganismos alcanzaron
valores hasta de 10* UFP /100mL en los rios tri-
butarios, mientras en las estaciones del lago, se
encontraron valores entre 10’ y 10%. Los colifa-
gos estuvieron ausentes de las estaciones 12, 20
y 33, durante el primer afio de muestreo. En el se-
gundo ano de muestreo, no se aislaron de las es-
taciones 5, 12 y 20. Los resultados obtenidos
coinciden, a excepcion de la estacién 5, con los de
virus entéricos. Las estaciones 12 y 20 se com-
portaron como las menos contaminadas, ya que
no presentaron colifagos durante ninguno de los
muestreos efectuados.
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Tabla 3
Presencia de Giardia en el Lago de Valencia y en sus rios tributarios

Estaciones Presencia de Giardia
Primer ano Segundo ano
1 muestreo 2° muestreo

5 + + +

+ + +

12 - - +

20 = - +

33 + + +

Rio Los Guayos n.a n.a +

Rio Los Guayos/Quigua n.a n.a +

Cano Charal n.a n.a +

Cano Central n.a n.a +

Rio Guey/Brisas del lago n.a n.a +

Rio Guey n.a n.a +

Rio Maracay n.a n.a +

Rio Turmero n.a n.a +
+ = Presencia. - =ausencia. n.a= no analizado.

Los resultados de la observaciéon de Giar-
dia se presentan en la Tabla 3. Las estaciones 5,
6 y 33 fueron positivas en todos los muestreos;
las estaciones 12 y 20, al igual que para el caso
de virus entéricos y colifagos, fueron negativas
en el primer afio de muestreo y positivas en el se-
gundo ano, cuando se emplearon mayores volu-
menes de muestra. Todas las muestras prove-
nientes de los rios, también fueron positivas
para la presencia de Giardia. Estos resultados
confirman la contaminacién de las estaciones 5,
6y 33. Los resultados obtenidos no son sorpre-
sivos, ya que en nuestro pais la Giardiasis tiene
caracter endémico.

Conclusiones
y Recomendaciones

En las estaciones 5, 6 y 33 del Lago de Va-
lencia, se detecto la presencia de virus, bacterio-
fagos y Giardia. La estacion 6 es la mas contami-
nada de ellas, ya que los tres grupos de microor-
ganismos fueron encontrados en todas las opor-
tunidades en que fue muestreada. En las estacio-

nes 12y 20 se detect6 la presencia de virus enté-
ricos y Giardia cuando se emplearon volimenes
mayores de muestras.

Se detect6 la presencia de virus y parasitos
en todas las muestras provenientes de los rios tri-
butarios al Lago de Valencia. Debido al riesgo que
significa para la salud, la presencia de virus y pa-
rasitos, es necesario evaluar permanentemente
su presencia en el agua, con el fin de conocer la
variedad y cantidad de microorganismos presen-
tes y asi poder tomar decisiones ajustadas a la
realidad,acerca del tratamiento y uso que deba
darsele al agua.

La reutilizacion de las aguas con fines agri-
colas e industriales es una necesidad imperativa
con el fin de permitir que el agua de mejor calidad
sea empleada para el consumo humano. La pre-
sencia de microorganismos patoégenos en ellas, si
bien es un obstaculo muy importante que no
debe dejarse de lado, puede ser controlado me-
diante evaluaciones periodicas y un tratamiento
adecuado.

Es recomendable buscar técnicas que per-
mitan mayor agilidad en los resultados, menor
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costo y procesamiento de mayor numero de
muestras en un tiempo mas corto. También lo es,
el realizar estudios de monitoreo que cubran las
diferentes épocas del ano (sequia y lluvia) lo cual
debe afectar seriamente los niveles microbianos
de las aguas.
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