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1.1. Introduccion

La criptosporidiosis es una enfermedad gastrointestinal causada por protozoos del género Cryptosporidium que
puede afectar a humanos y a una amplia diversidad de animales vertebrados e invertebrados (Widmer et al.,
2020). Es una de las principales causas de diarrea en el mundo (GBD Diarrhoeal Diseases Collaborators, 2015). La
incidencia y gravedad de la enfermedad estd intimamente asociada a dos factores:

1. Condiciones higiénico-sanitarias: la enfermedad es mas frecuente en comunidades con acceso limi-
tado a agua potable y saneamiento inadecuado.

2. Estado inmunitario: la enfermedad es mas frecuente en personas inmunodeprimidas.

En areas desfavorecidas de paises de renta baja, la criptosporidiosis es la segunda causa de muerte por diarrea
en nifios menores de 5 afios (Kotloff et al., 2013), afectando sobre todo a aquéllos con déficits nutricionales. En
paises de renta media y alta con adecuadas condiciones higiénico-sanitarias la enfermedad es raramente mortal,
siendo los nifos y los pacientes inmunodeprimidos las poblaciones mas vulnerables. Cryptosporidium spp. es uno
de los principales patégenos vinculados a brotes de enfermedad gastrointestinal de transmisién hidrica y
alimentaria en el mundo (Zahedi et al., 2020). En Europa, la mayoria de los casos de criptosporidiosis ocurren
durante los meses de finales del verano y principios del otofio, estando asociados a desplazamientos vacacionales
y uso de aguas recreativas (Caccio y Chalmers, 2016).

Los casos de criptosporidiosis son de declaracion obligatoria en Espafia. Desde el aifio 2016 y hasta el afio 2022
inclusive, se notificaron a la Red Nacional de Vigilancia en Salud Publica (RENAVE) un total de 4 739 casos
confirmados, si bien el nimero real de infecciones es probablemente mayor debido a una infradeteccién de
casos asintomaticos o leves, asi como probablemente a una infranotificacién de las detecciones en alguna CCAA.
En Espafia, en 2023, las incidencias acumuladas mas altas se registraron en menores de entre 1y 4 afios, mas de
130y de 85 casos por 100 000 habitantes para nifios y nifias respectivamente, reduciéndose a menos de 5 casos
por 100 000 habitantes a partir de los 14 afios para ambos sexos. (Ministerio de Sanidad. Centro de Coordinacién
de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2023).
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Histéricamente, el diagndstico de la criptosporidiosis se ha basado en la identificacion por microscopia
convencional de las formas transmisibles del parasito (los ooquistes) en heces. Mdas recientemente, las técnicas
de deteccion rdpida (p.e., inmunocromatografia) y las basadas en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
estan adquiriendo preponderancia debido a su mayor sensibilidad y coste-efectividad (Dacal et al., 2020). La
deteccién de los ooquistes de Cryptosporidium en muestras ambientales, como en agua, es mas compleja y
requiere protocolos especificos de concentracion, purificacion y deteccién del patégeno (Quintero-Betancourt
et al., 2003).

1.2. Agente

El género Cryptosporidium estd constituido por al menos 46 especies, de las que 24 han sido descritas en
humanos (Tabla 1). También se han descrito mas de 120 genotipos de caracter taxondmico incierto, de los cuales
3 han sido hallados en humanos (Tabla 1).

La especie antrépica Cryptosporidium hominis y |la especie zoondsica C. parvum causan aproximadamente el 90%
de las infecciones humanas caracterizadas globalmente (Ryan et al., 2021). C. hominis y C. parvum son también
las dos especies mas comunmente identificadas en muestras clinicas humanas asociadas a brotes de enfermedad
gastrointestinal de origen hidrico (Bourli et al., 2023). Otras especies como C. canis, C. cuniculus, C. felis o C.

meleagridis causan infecciones normalmente esporddicas en nifios o individuos inmunocomprometidos.

Tabla 1.Hospedadores, principales y secundarios, de especies y genotipos de Cryptosporidium descritas en el ser humano.
Fuente: cortesia David Carmena (adaptado de Fredes Martinez, 2016)

Especie/genotipo Hospedador Hospedador Frecuencia hallada Implicado en brotes
principal* secundario en humanos transmitidos por el agua de
consumo?
C. andersoni Bovidos - Esporadica No
C. baileyi Aves - Esporadica No
C. bovis Bovidos - Esporadica No
C. canis Perros Otros canidos Esporadica No
C. cuniculus Conejos Liebres Moderada Si
C. ditrichi Roedores - Esporadica No
C. equi Caballos - Esporadica No
C. erinacei Erizos Caballos Esporadica No
C. fayeri Marsupiales - Esporadica No
C. felis Gatos Otros félidos Esporadica No
C. hominis Humanos Primates no humanos| Muy frecuente Si
C. meleagridis Aves Humanos Moderada No
C. mortiferum Ardillas - Esporadica No
C. muris Roedores - Esporadica No
C. occultus Roedores Camélidos Esporadica No
C. parvum Rumiantes Humanos, roedores Muy frecuente Si
C. sciurinum Hurones - Esporadica No
C. scrofarum Jabalies Cerdos Esporadica No

! Hospedador: organismo que aloja a un pardsito en cualquiera de sus fases evolutivas. Se considera “hospedador principal” aquel
organismo en el que es mas frecuente la infeccidon y “hospedador secundario” al organismo en el cual el parasito se encuentra con menor
frecuencia o, aunque pueda desarrollarse, no es lo habitual.

2 Organizacion Mundial de la Salud (2009) y Puleston et al. (2014).
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Especie/genotipo Hospedador Hospedador Frecuencia hallada Implicado en brotes
principal* secundario en humanos transmitidos por el agua de
consumo?
C. suis Cerdos Jabalies Esporadica No
C. tyzzeri Roedores - Esporadica No
C. ubiquitum Rumiantes Humanos Moderada No
C. viatorum Humanos Roedores Moderada No
C. wrairi Roedores - Esporadica No
C. xiaoi Ovejas Cabras Esporadica No
Genotipo raton Il Roedores - Esporadica No
Genotipo ratén IV Roedores - Esporadica No
Genotipo mofeta Mofetas Mustélidos Esporadica No
1.3. Reservorio

Las especies de Cryptosporidium difieren en su especificidad y rango de hospedador. Respecto a las de relevancia
en salud publica, el principal reservorio de C. hominis es el ser humano. Esta especie también ha sido
ocasionalmente hallada en el tracto intestinal de primates no humanos y rumiantes domésticos (Widmer et al.,
2020). Por su parte, C. parvum infecta una gran variedad de mamiferos, siendo el ganado (principalmente
terneros y corderos) las fuentes de mayor riesgo de infeccion humana. Los animales de compaiiia son reservorios
de especies de Cryptosporidium potencialmente patogénicas para el hombre, aunque la tasa de eventos de
transmision zoondsica es considerada baja (de Lucio et al., 2017). Los animales salvajes pueden tener relevancia
como fuentes de contaminacién ambiental con ooquistes infectivos del parasito, suponiendo un riesgo de
transmision para otros animales y, dependiendo de la especie de Cryptosporidium circulante, incluso para el
hombre.

1.4. Modo de transmision

Como otros protozoos entéricos, Cryptosporidium es un organismo de transmisién fecal-oral. Presenta tres
estadios de desarrollo caracteristicos: el ooquiste (fase infectiva), el esporozoito (fase invasiva) y el trofozoito
(fase replicativa). Es considerado un parasito monoxénico (que cumple su ciclo biolégico en un tnico hospedador)
y heterogenético (que combina fases de reproduccidn asexual y sexual) (Koster et al., 2024a). El mecanismo de
transmision es fecal-oral, de forma directa persona-persona o animal-persona o indirecta, a través del consumo
de agua y alimentos contaminados o por habitos higiénicos (por ejemplo, lavado de manos) deficientes.

La infeccion con Cryptosporidium se inicia cuando un hospedador susceptible ingiere un ooquiste viable, cuyos
cuatro esporozoitos son liberados en el intestino delgado (Figura 1 9) donde invaden las células epiteliales
formando una vacuola parasitéfora intracelular, pero extracitoplasmatica. En ellas el parasito se transforma en
un trofozoito (Figura 1 ) que se divide asexualmente formando merontes de tipo | (Figura 1 ©). Los merontes
tipo | infectan células adyacentes del epitelio intestinal y vuelven a reproducirse asexualmente para generar
nuevos merontes tipo I, o bien merontes tipo Il (Figura 1 “=). Los merontes tipo Il forman cuatro merozoitos;
cuando éstos infectan nuevos enterocitos comienzan un ciclo de reproduccion sexual transformandose en
microgametos masculinos y macrogametos femeninos para formar ooquistes de pared gruesa (Pg) y ooquistes

de pared delgada (Pd) (Figura 1 9). Los ooquistes de pared gruesa contienen cuatro esporozoitos, son
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ambientalmente resistentes y se excretan junto con las heces del hospedador perpetuando el ciclo del parasito.
Los ooquistes de Pd son autoinfectivos y contribuyen a mantener la infeccién durante periodos prolongados.

. Reproduccion
- \ asexual

ﬂ:\ Y rOZOitC ) v
e Y SO D
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o <
o "
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Se excretan con las heces “f —
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Figura 1. Ciclo vital de Cryptosporidium spp. Fuente: Késter et al. (2024b)

Aunque mucho menos frecuente, la infeccién del tracto respiratorio también es posible por inhalacién de
ooquistes del parasito a partir de aerosoles o por contacto con fomites contaminados (Sponseller et al., 2014).

1.5. Patogenicidad

La presencia o ausencia de sintomatologia y la gravedad de la infeccidn dependen de factores como la carga
parasitaria, la virulencia de la especie/genotipo del parasito, la respuesta inmunoldgica del hospedador y la
interacciéon con su microbiota intestinal (K&ster et al., 2024a). En individuos inmunocompetentes, la
criptosporidiosis suele producir gastroenteritis autolimitada con diarrea acuosa, dolor abdominal, vomitos,
fiebre, nduseas y pérdida de peso. Estos sintomas suelen durar 2—3 semanas y son resueltos espontaneamente
por la respuesta inmunitaria del hospedador. Sin embargo, en algunos pacientes pueden prolongarse durante 4
0 mas semanas. En pacientes inmunocomprometidos [Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) +, receptores
de trasplante de drgano sélido, inmunodeficiencia de células T, neoplasias hematoldgicas malignas] la
criptosporidiosis suele manifestarse como una diarrea severa y crénica que incrementa la morbilidad y
mortalidad en esos pacientes de alto riesgo. Ademas, han sido descritas complicaciones extraintestinales con
afectacidn del tracto biliar, como pancreatitis, colangitis esclerosante y colecistitis acalculosa. La criptosporidiosis
pulmonar es rara, pero puede presentarse con sintomas de tos y disnea en pacientes VIH+ (KOster et al., 2024b).
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1.6. Control

No existe en la actualidad ninguna vacuna disponible contra la criptosporidiosis. La nitazoxanida es el Unico
medicamento actualmente aprobado para el tratamiento de la enfermedad, pero solo en individuos
inmunocompetentes mayores de un afio (Rossignol, 2010). Ademas, su efectividad es limitada en pacientes
inmunocomprometidos [por ejemplo, pacientes con Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)].

Las medidas recomendadas para minimizar el riesgo de infeccidn por Cryptosporidium deben ir dirigidas a la
implementacion de medidas de higiene personal adecuadas, y a evitar el consumo de agua no tratada o alimentos
frescos incorrectamente procesados y el contacto con materia fecal de origen humano o animal, incluyendo:

e Ellavado de manos frecuente, sobre todo antes de ingerir alimentos y después de defecar.
e Evitar ingerir agua durante el uso de piscinas o parques acuaticos.

e En caso de padecer diarrea, evitar el bafio en piscinas y en aguas de bafio.

e Asegurarse de que los niflos de corta edad estén limpios antes de meterse en el agua.

e Evitar beber agua no tratada proveniente de arroyos, rios, lagos y pantanos.

e Extremar las medidas de higiene personal, incluyendo el lavado de manos, después del contacto con
animales de granja y mascotas o con sus heces.

e Evitar beber productos de origen animal o vegetal no pasteurizados o sin el control sanitario ade-
cuado.

e Extremar las precauciones en viajes a paises endémicos con agua de consumo y saneamiento defi-
cientes, evitando el consumo de agua de grifo, hielo y alimentos frescos no procesados, en particular
verduras y hortalizas.

e Reducir la exposicién fecal-oral durante la realizacion de practicas sexuales, particularmente si estan
involucradas personas con diarrea.

1.7. Factores que facilitan la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium en el ambiente

Hay toda una serie de factores bioldgicos, ambientales, climaticos, hidrograficos y comunitarios implicados en la
presencia de Cryptosporidium en el medio ambiente una vez éste ha sido contaminado a partir del reservorio
humano o animal, que deben ser considerados a la hora de evaluar su relevancia en salud publica en un
abastecimiento (Carmena, 2010).

Entre los factores bioldgicos de relevancia, se incluyen la tasa de excrecién de Cryptosporidium desde un
hospedador infectado, la estabilidad y resistencia de los ooquistes en el ambiente, su alta infectividad para un
hospedador susceptible y su potencial zoondsico (es decir, su capacidad de transmisién entre un animal y el
hombre y viceversa).

La excrecion de ooquistes en un hospedador competente en el pico de la infeccion es extremadamente elevada
(rango: 105-10% ooquistes/g de heces) y prolongada en el tiempo (semanas). Los individuos jévenes (por
ejemplo, terneros < 1 mes, nifios < 4 afios) son los mas vulnerables a la infeccidn y a sus consecuencias (diarrea).
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Por este motivo, el ganado puede contribuir en gran medida a la contaminacién ambiental (incluyendo aguas
superficiales para consumo humano) con ooquistes infectivos del parasito si sus excretas no son manejadas
correctamente (Rose, 2002). La misma afirmacion es extrapolable a las aguas residuales humanas no tratadas
convenientemente. Los individuos adultos pueden actuar ocasionalmente como portadores asintomaticos de la
infeccion, pero tienen importancia epidemiolégica como diseminadores de ooquistes capaces de infectar a
individuos jévenes y perpetuar el ciclo de transmisién del parasito.

Los ooquistes de Cryptosporidium son extremadamente resistentes a las condiciones medioambientales
adversas, pudiendo mantener su viabilidad durante meses en el medio acuatico (Robertson et al., 1992; Chauret
et al., 1995; Medema et al., 1997). Los ooquistes también pueden sobrevivir en aguas de estuario hasta 12
semanas a 20 °C y una salinidad de 10 partes por millén (ppm), reduciendo su viabilidad a 4 semanas en agua de
mar con una salinidad de 30 ppm (Fayer et al., 1998).

Con respecto a la dosis minima infectante se ha visto que puede ser de 1 a 30 ooquistes (Fredes Martinez, 2016).
Este hecho contribuye a la propagacién de la enfermedad incluso en escenarios epidemioldgicos con bajos niveles
de contaminacién ambiental.

La procedencia del agua del abastecimiento y las actividades agricolas y ganaderas préximas a las cuencas hidricas
constituyen un factor ambiental a tener en cuenta. Por ejemplo, las actividades agricolas en las que se aportan
heces de animales muestran que los cursos hidricos que reciben descargas de aguas residuales o escorrentias de
ganado tienen concentraciones de ooquistes de 10 a 100 veces superiores que las zonas sin dicha actividad
(LeChevallier et al., 1991; Rose et al, 1991).

La presencia de ooquistes de Cryptosporidium en aguas superficiales ha sido estimada en el rango de 4-100 % de
las muestras examinadas, con concentraciones que oscilan entre 0,1-10 000 ooquistes/L, dependiendo del
impacto de aguas residuales no tratadas y de la actividad ganadera en la zona. Debido a su mayor exposicion, las
aguas superficiales son mas vulnerables a la contaminacion. Sin embargo, algunos estudios han encontrado que
el agua subterranea, que se pensaba que era una fuente mas protegida frente a la contaminacién por este
protozoo, mostraba porcentajes de positividad frente a Cryptosporidium entre el 9,5 y el 22% de las muestras
analizadas, aunque en bajas concentraciones (Hancock et al., 1997; Rose, 2002).

Entre los factores climaticos que pueden afectar a la presencia de Cryptosporidium en el agua de consumo se
incluyen la temperatura (las temperaturas mas bajas favorecen la supervivencia de los ooquistes con capacidad
infectiva) y la frecuencia e intensidad de precipitaciones (las escorrentias causadas por lluvias torrenciales
pueden incrementar la concentracion de ooquistes en cursos hidricos en zonas con una alta actividad agricola y
ganadera).

De forma general, la presencia de ooquistes de Cryptosporidium en el agua de consumo supone un riesgo de
salud publica cuando:

e Son viables. No todos los ooquistes presentes en la matriz acuatica contienen esporozoitos infectivos.

e Son infectivos. No todos los ooquistes esporulados son capaces de causar infeccidon en un hospedador
competente.

e Pertenecen a una especie infectiva para el ser humano. Solo un nimero relativamente limitado de
especies de Cryptosporidium (principalmente C. hominisy C. parvum) son capaces de infectar al hombre
consistentemente. Este hecho pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios moleculares
periddicos para conocer la frecuencia y diversidad de especies en las cuencas hidricas usadas como
fuente de abastecimiento para uso humano.

e Se encuentran en concentraciones suficientes para causar infeccion.
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2. Presencia de Cryptosporidium en agua

2.1. Presencia de Cryptosporidium en el agua de consumo.

2.2. Caracterizacion de brotes de criptosporidiosis en agua de consumo publicados en
la literatura.

2.3. Caracterizacion de brotes de criptosporidiosis en piscinas e instalaciones de uso

recreativo descritos en la literatura.

A la hora de estudiar el origen de los brotes de criptosporidiosis de transmisidn hidrica en nuestro pais, hay dos
perfiles claramente diferenciados. Una gran proporcién de los casos estan relacionados con el bafio en piscinas y
aguas recreativas. Por otro lado, se han identificado brotes (alguno de gran magnitud) relacionados con el
consumo de agua de la red de abastecimiento [Ministerio de Sanidad. Centro de Coordinacion de Alertas y
Emergencias Sanitarias (CCAES), 2023; Pefiuelas Martinez et al., 2024]. El origen de la contaminacién por
Cryptosporidium y otras circunstancias que intervienen en la aparicion de los brotes, como factores ambientales,
no necesariamente guardan relacion, por lo que conviene estudiarlas por separado.

2.1. Presencia de Cryptosporidium en el agua de consumo

El estudio de los brotes relacionados con el agua de consumo en el pasado -ver mas adelante algunos ejemplos
publicados en la literatura- ha puesto de manifiesto que en muchos de estos brotes los sistemas de tratamiento
también pueden ser vulnerables cuando los procedimientos de coagulacién y filtracién no operan ni se mantienen
correctamente. En el caso del agua de consumo que procede de abastecimientos dotados con Estacion de
Tratamiento de Agua Potable (ETAP), uno de los posibles motivos de la presencia de ooquistes en el agua de
salida de esta es la recirculacion repetida del agua de lavado de los filtros en la cabecera de la ETAP. Esta situacion
hace que se acumulen cantidades crecientes de ooquistes en los filtros de arena, llegando a colmatarlos y
convirtiéndolos en emisores de Cryptosporidium, en vez de una barrera de contencion de estos.

El riesgo de aparicion de brotes a nivel local relacionados con el consumo de agua de la red de abastecimiento
estara influenciado por la capacidad que tengan las plantas de tratamiento de agua para hacer frente a eventos
meteoroldgicos extremos (por ejemplo, lluvias torrenciales) y su correcto mantenimiento y funcionamiento en
estas condiciones inusuales. A pesar de que el agua de consumo de la red de abastecimiento en Espafia es de una
alta calidad, la resiliencia de las ETAP a condiciones ambientales adversas es una cuestidn prioritaria, ya que se
prevé que el cambio climatico aumente la frecuencia de eventos extremos relacionados con precipitaciones,
sequia y temperatura.

En general, el tratamiento de eleccion para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium en agua de consumo es la
ozonizacién, aunque también puede ser util la radiacién ultravioleta (UV). Es importante tener en cuenta que
estos procedimientos no eliminan fisicamente los ooquistes del parasito de la matriz acudtica, por lo que pueden
seguir siendo detectados (aunque inactivos y no infectivos) en muestras postratamiento.
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El riesgo de brotes de transmisién hidrica en zonas de abastecimiento sin ETAP, normalmente en ntcleos urbanos
mas pequefios o zonas rurales, se considera mayor, especialmente si el tratamiento del agua es Unicamente con
derivados del cloro, ya que éstos no inactivan, a las concentraciones y tiempos de exposicién habituales, los
ooquistes de Cryptosporidium. El pequefio tamafo de los ooquistes de Cryptosporidium (4—6 micras de didmetro)
tampoco facilita su eliminacion en los procesos de filtracion de manera consistente (Rose, 2002). Sin embargo, a
pesar de que el pequefio tamafio de los ooquistes dificulte su eliminacion del agua, ésta es posible gracias a la
aplicaciéon de diferentes tratamientos previos (los cuales se detallan en secciones posteriores de la guia), entre
los que cabe mencionar la coagulacién-floculaciéon y los distintos tipos de filtracion.

Parametros como la turbidez del agua del abastecimiento y la presencia de otros patédgenos como Clostridium
perfringens (incluidas sus esporas) han sido propuestos como indicadores de la posible presencia de
Cryptosporidium spp. en el agua (valor paramétrico de 0 Unidades formadoras de colonias (UFC)/ 100 mL, en la
salida de la ETAP o depésito de cabecera). Segun la legislacion vigente, “cuando la determinacién de Clostridium
perfringens sea positiva y exista una turbidez mayor de 4 Unidades nefelométricas (UNF) se determinaran, en la
salida de la ETAP o depdsito de cabecera, Cryptosporidium u otros microorganismos o parasitos que sefale la
autoridad sanitaria” (Real Decreto 3/2023, de 10 de enero, por el que se establecen los criterios técnico-sanitarios
de la calidad del agua de consumo, su control y suministro. BOE nim. 9 de 11/01/2023, 2023).

2.2. Caracterizacion de brotes de criptosporidiosis en agua de consumo

publicados en la literatura

La contaminacidn de aguas destinadas a la produccion de agua para consumo humano con material fecal de
ganado bovino o humano, asociada con brotes de diarrea causados por este pardsito, esta bien documentada en
la literatura a nivel mundial desde hace tiempo. De hecho, algunos estudios han mostrado como algo frecuente
encontrar ooquistes de Cryptosporidium spp. en aguas para consumo humano.

Los factores implicados en el origen de brotes de criptosporidiosis de transmisidn hidrica, de forma individual o
combinada se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Algunos brotes de criptosporidiosis por agua de consumo en los que se estudid el origen de la presencia del pardsito
en el agua de consumo (adaptado de Organizacion Mundial de la Salud, 2009) y otros reportados en bibliografia mds reciente

Origen Localizacion Ao Ne de casos / | Referencia Comentario
documentado ! brotes
Por Wiltshire, 1991 516 casos Richardson et al. Agua tratada por métodos convencionales
contaminacion Oxfordshire, confirmados | (1991) (coagulacion/filtracion y desinfeccion).
de la fuente de Reino Unido Posiblemente ligado a la recirculacién del agua
agua debido a de retrolavado del filtro, entre otros factores
fuertes lluvias o | Milwaukee, 1994 403 000 Mac Kenzie et al. Causado por heces de ganado en aguas
nieve derretida Wisconsin, E.E. casos (1994) superficiales que pasaban por la planta de
u.u. estimados tratamiento convencional justo después de un
cambio de coagulante
E.E. U.U. (todo 1948- 548 brotes Curriero et al.
el pais) 1994 comunicados | (2001)
Por Texas, E.E. U.U. | 1984 D'Antonio et al. La fuente de agua era un pozo artesiano y se
contaminacion (1985) sospechaba que estaba contaminada con
de pozos con aguas residuales. La desinfeccién por cloracién
aguas residuales fue el Unico tratamiento
E.E. U.U. (17 1993 Datos de 30 Kramer et at. (1996)
estados de todo | 1994 brotes
el pais) comunicados
Por practicas de | Wiltshire, 1991 516 casos Richardson et al. Ver mas arriba
tratamiento Oxfordshire, confirmados | (1991)
inadecuadas Reino Unido
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Origen Localizacion Ao N2 de casos / | Referencia Comentario
documentado ! brotes
Canada 1993- 35 brotes Craun et al. (1998)
1996 comunicados
E.E. U.U. 1984-
1994
Reino Unido 1986—
1995
Por deficiencias | Reino Unido 1989 9 000 casos Badenoch (1990) Informe encargado por el Parlamento Britdnico
enel comunicados a un grupo de expertos con motivo del
tratamiento importante aumento de casos de
criptosporidiosis ocurrido el afio anterior y las
implicaciones en el abastecimiento de agua de
consumo
Talen, Oregon, 1992 43 casos Leland et al. (1993) Deficiencias mecdnicas y operativas en una de
E.E. U.U. confirmados las plantas de filtracion de agua de la pequefia
ciudad de Talen (6.000 hab.) junto con
condiciones inusualmente deficientes del
suministro de agua debido a los bajos caudales
de los arroyos
Canada 1993- 35 brotes Craun et al. (1998)
1996 comunicados
E.E. U.U. 1984-
1994
Reino Unido 1986—
1995
Por fugas o Canada 1993 35 brotes Craun et al. (1998)
conexiones 1996 comunicados
cruzadas en el E.E. U.U. 1984
sistema de 1994
distribucién Reino Unido 1986~
1995
Por Milwaukee, 1994 403 000 Mac Kenzie et al. Ver mas arriba.
combinaciones Wisconsin, E.E. casos (1994)
de algunodelos | U.U. estimados
anteriores
Sistema de Suecia 2010 Aproximada | Widerstrém et al. Sospecha como causa la contaminacidn de las
suministro de mente (2014) aguas superficiales por aguas residuales
agua potable 27 000 casos humanas y un posterior déficit en el
tratamiento en la planta de tratamiento de
agua (cloraminacion y ozonizacidn), a pesar de
cumplir con las normas suecas sobre el
tratamiento de agua destinada a agua de
consumo. La solucion a largo plazo para
reducir los parasitos fue la instalacion de un
sistema de desinfeccidn del agua de radiacion
UV.
Sistema de Irlanda 2012 12 casos Mahon y Doyle Sospecha como causa un fallo en la planta de
suministro de (2017) tratamiento de agua.
agua
Sistema de Reino Unido 2013 23 casos Chalmers et al.
suministro de confirmados | (2019)
agua potable
Sistema de Oregon 2013 119 casos Benedict et al. Origen: lago/embalse/presa.
suministro de (Estados (2017) El sistema de suministro de agua es de tipo
agua potable Unidos) comunitario (sistema publico de agua que sirve
a las personas residentes de una comunidad,
zona residencial o parque de casas moviles
durante todo el afio)
Sistema Virginia 2013 19 casos Benedict et al. Origen: pozo. Entorno agricola/granja.
individual de (Estados (2017) Los sistemas de agua individuales son sistemas
agua potable Unidos) pequefios que no son propiedad ni estdn
gestionados por una empresa de servicios
publicos de agua y que tiene menos de 15
conexiones o sirve a menos de 25 personas.
Sistema Ohio (Estados 2014 100 casos Benedict et al. Origen: rio/arroyo. Entorno agricola/granja.
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Origen
documentado *

Localizacion

Ao

N2 de casos /
brotes

Referencia

Comentario

individual de
agua potable

Unidos)

(2017)

Cryptosporidium spp. fue detectado en las
muestras de agua, pero no se detecto en
ninguna muestra clinica.

Sistema de
suministro de
agua potable

Francia

2017

2 brotes
sucesivos,
(100 casos
en total)

Watier-Grillot et al.

(2022)

Toda la red estaba contaminada con
Cryptosporidium spp., encontrandose el nivel
mas alto en las aguas subterrdneasy en el
agua que sale de la planta de tratamiento. Se
identificaron diversas actividades
contaminantes dentro de los perimetros de
proteccion del recurso hidrico. Se instal6 una
unidad de ultrafiltracion a la salida de la planta
de tratamiento de agua y algunas semanas
después, no se encontraron quistes de
Cryptosporidium en el sistema de suministro
publico de agua potable.

Sistema de
suministro de
agua potable

Italia

2019

80 casos

Franceschelli et al.
(2022)

Sistema de suministro que utiliza agua de
manantial que recibié un tratamiento de
desinfeccion insuficiente para inactivar el
parasito.

El sistema de suministro se abastece de varios
manantiales. Se sospecha que el origen de la
contaminacion podria estar en ellos, aunque se
necesitarian mas investigaciones para saberlo
con certeza. Uno de los manantiales estaba
cerca de una zona agricola y otro de ellos se
encontraba en mal estado, sin zona de
proteccién y con agua estancada en la
captacioén y riesgo de escorrentia.

Sistema de
suministro de
agua potable

Espaia

2023

539 casos
(69 casos
confirmados)

Pefiuelas Martinez
et al. (2024)

1En ocasiones, en el estudio se refleja una combinacién de factores como origen del brote (por ejemplo, lluvias torrenciales y unas practicas
inadecuadas de tratamiento).

2.3.

Caracterizacion de brotes de criptosporidiosis en piscinas e
instalaciones de uso recreativo descritos en la literatura

Los factores implicados en el origen de brotes de criptosporidiosis de transmisidn hidrica en piscinas e
instalaciones de uso recreativo se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Brotes de criptosporidiosis en piscinas e instalaciones de uso recreativo

Instalacion Problema Localizacién Afo N2 de casos | Referencia Comentario
detectado u
origen del
Cryptosporidium
Piscina Por Mallorca, 2003 391 casos Galmes et No se encontraron fallos en la
contaminacion del | Baleares, (214 al. (2003) infraestructura de suministro de agua
agua de la piscina Espafia positivos al hotel. Se encontraron ooquistes de
sin documentar para Cryptosporidium en el agua de la
origen del Cryptospori piscina. La piscina se cerro, vacié y
problema dium). desinfectd. Se cambiaron los filtros.
Todos ellos Posteriormente, las autoridades
huéspedes autorizaron su llenado y reapertura.
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mantenimiento

Instalacion Problema Localizacién Afo N2 de casos | Referencia Comentario
detectado u
origen del
Cryptosporidium

alojados en

el hotel.

Piscina Accidente fecal Ohio, E.E. 2000 Mas de 700 Mathieu et Accidentes fecales documentados.
u.u. casos con al. (2000)

clinica Los registros indicaban que la piscina
cumplia con las regulaciones
sanitarias locales.
El estudio de casos y controles para
investigar los factores de riesgo
relacionados encuentra que la
ingesta de agua de la piscina fue el
factor de riesgo mas importante (OR
5.1; IC al 95%: 2,1-12.5).

Piscina Accidente fecal Surrey, 2004 33 casos Louie et al. El sistema de tratamiento de agua de
Canada (2004) cada una de las piscinas utilizaba

filtros de arena, ozonizaciény
cloracion y todos se encontraban
operativos durante el periodo
estimado de exposicién.
Habian ocurrido dos accidentes
fecales durante el periodo de
exposicion.

Piscina Sin accidente fecal | Colorado, E.E. | 2009 21 casos Boehmer et | Brote relacionado con la celebracion
y piscina con un u.u. al. (2009) de una fiesta en una piscina. En el
buen estudio de cohortes realizado, 21 de
mantenimiento los 37 asistentes a la fiesta (57%)

desarrollaron la enfermedad.

La piscina cumplia los estandares de
cloracion de las guias y de manera
adicional utilizaba radiacion con luz
uv.

No se reporté accidente fecal.

Los autores del estudio lo consideran
un ejemplo de un brote de
criptosporidiosis en una piscina
comunitaria con buen
mantenimiento.

Piscina Identificados Inglaterra 2016 22 casos Bagnall et
fallos en el al. (2021)
tratamientoy
manejo del agua
de piscinas

Parque Fallo en el sistema | Nidgara, 2010 12 casos Hopkins et Sistema de desinfeccién con UV no

acuatico o métodos de Canada al. (2013) operativo coincidiendo con un
desinfeccion episodio de ensuciamiento del agua.

Parque Fallos en los California, 2004 Mas de 250 Wheeler et Las PCR realizadas identifican C.

acuatico procedimientos y E.E. U.U. casos al. (2004) parvum subtipo llc, subtipo
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Instalacion

Problema
detectado u
origen del
Cryptosporidium

Localizacién

N2 de casos

Referencia

Comentario

antropondtico, es decir, adaptado al
ser humano

La mayoria de los vigilantes
estuvieron enfermos antes que los
clientes y admitieron haber estado en
el agua con sintomas, lo que
demuestra que la contaminacion del
agua por personal enfermo puede
haber contribuido a la aparicién del
brote.

Aunqgue no se documentaron
accidentes fecales, se sabe que es
facil que ocurran y que pueden pasar
sin ser detectados debido a las
caracteristicas de la diarrea acuosa
por Cryptosporidium.

Las inspecciones realizadas
descubrieron un inadecuado
mantenimiento de los registros de la
calidad del agua con fallos en los
procedimientos y en el
mantenimiento.

El parque se cerrd voluntariamente
en la temporada 2004 reabriéndose
al afio siguiente tras cumplir con el
conjunto de medidas incluida
hipercloraciéon semanal de todas las
atracciones acudticas.

Fuente
transitable

Contaminacion
del agua

Barcelona

2018

71 casos

Agencia de
Salud
Publica de
Barcelona,
2018

El brote fue vinculado a una fuente
ornamental transitable situada en el
barrio de Sant Andreu, Barcelona. El
brote afecté a 71 personas con una
media de edad de 7 afios.

En la investigacion ambiental se
evidencio la no aptitud del agua de la
fuente para el bafio, atendida la
elevada turbidez (>5 UNF) y una
desinfeccion inadecuada (valores de
cloro libre residual oscilantes y cloro
libre combinado >0,6 ppm). Los
resultados de las muestras de agua
analizadas confirmaron la
contaminacion fecal del agua de la
fuente por la presencia de
microorganismos aerobios (>3 000
UFC/L) al 100% de las muestras
recogidas, presencia de coliformes
(desde presencia hasta 200 NMP/100
mL al 75% de las muestras), presencia
de Clostridium perfringens (50%
muestras) y presencia de
Pseudomonas aerugionsa (50-200
UFC/100 mL, 100% muestras).
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Instalacion

Problema
detectado u
origen del
Cryptosporidium

Localizacién

N2 de casos

Referencia

Comentario

Ademis, estudios complementarios
de una muestra confirmaron también
la presencia de Cryptosporidium spp.
y Giardia.
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3. Presencia de Cryptosporidium en abastecimientos
con ETAP

3.1. Consideraciones generales sobre las diferentes etapas de tratamiento
realizado en una ETAP

3.1.1. La captacidn y la fase de pretratamiento
3.1.2. Fase de coagulacion-floculacion

3.1.3. Fase de filtracion

3.1.4. Fase de desinfeccion

3.2. Medidas preventivas

3.2.1. Fase de captacidn y pretratamiento
3.2.2. Fase de coagulacion-floculacion
3.2.3. Fase de filtracion

3.24. Fase de desinfeccion

3.3. Medidas correctoras ante diferentes escenarios posibles

Escenario 1: Deteccion de Cryptosporidium en agua de abastecimiento sin brote
de gastroenteritis aguda (GEA)

Escenario 2: Deteccidn de Cryptosporidium en agua de abastecimiento con brote
de GEA vy sin confirmacion de Cryptosporidium por examen de heces como el
agente causal

Escenario 3a: Brote de GEA en la comunidad con confirmacion de Cryptosporidium
en el examen de heces como agente causal y con presencia de Cryptosporidium en
el agua del abastecimiento

Escenario 3b: Brote de GEA en la comunidad con/sin confirmacion de
Cryptosporidium como agente causal (coprocultivo) y sin estudio previo de la
presencia de Cryptosporidium en el agua de abastecimiento

21



Recomendaciones ante la presencia de Cryptosporidium en agua

Una ETAP es el conjunto de procesos unitarios de tratamiento de potabilizacidn, situados antes de la red de
distribucion y/o del depédsito de cabecera, y que ademas contenga mas procesos unitarios de tratamiento que la
filtracidén y desinfeccidn, incluidas las desalinizadoras y las plantas de tratamiento de abastecimientos propios no
conectados a la red de distribucion publica (Real Decreto 3/2023, de 10 de enero).

El objetivo de una ETAP es el tratamiento del agua bruta captada de los embalses y otras fuentes de aguas
superficiales y subterraneas para que sea apta para consumo humano, es decir, para convertirla en agua potable.
En una zona de abastecimiento, las ETAP se localizan entre la captacién de agua y los depdsitos y redes de
distribucion que la suministran a los usuarios.

3.1. Consideraciones generales sobre las diferentes etapas de
tratamiento realizado en una ETAP

3.1.1. Lacaptacidny la fase de pretratamiento

Agua de captacion son las aguas de las zonas protegidas en las masas de agua que vayan a ser destinadas a la
produccion de agua de consumo, independientemente del tratamiento requerido. La masa de agua es la unidad
de gestion efectivamente identificada y delimitada en los planes hidrolégicos de cuenca en vigor. Estas masas
pueden ser:

e Masa de agua superficial (lago, laguna, embalse, corriente, rio o canal, parte de una corriente, rio o
canal, aguas de transicion o aguas costeras).

e Masade agua subterranea en un acuifero o acuiferos (pozo excavado, pozo entibado, manantial, galeria
de filtracion).

La masa de agua superficial es mas habitual para abastecer zonas urbanas -dado el gran volumen de agua que
requieren-y la masa de agua subterranea es mas habitual en zonas rurales. Ambas pueden actuar como agua de
captacion de una ETAP.

Hay algunos aspectos de las diferentes modalidades de aguas de captacién que pueden tener influencia en la
presencia de Cryptosporidium en el agua de abastecimiento de la ETAP.

Se ha comprobado que las concentraciones de ooquistes de Cryptosporidium mas elevadas se encuentran mas
frecuentemente en aguas de zonas urbanas o agricolas que en aguas de zonas sin influencia de actividad humana
(LeChevallier et al., 1991; Rose et al, 1991).

El 12% de los suministros de agua subterranea en EE. UU. estaban contaminados con Cryptosporidium o Giardia
(Hancock et al., 1997), principalmente en galerias de infiltracion y pozos horizontales (afectados por la
contaminacién del agua superficial).

Los ooquistes de Cryptosporidium pueden mantener su infectividad durante meses en aguas superficiales
(Robertson et al., 1992; Chauret et al., 1995; Medema et al., 1997).

En condiciones naturales, la tasa de reduccién de la viabilidad de los ooquistes de Cryptosporidium en agua es de
0,005 a 0,037 unidades logaritmicas por dia. Los ooquistes también sobreviven bien en aguas de estuario (mas
de 12 semanas a 20 °Cy una salinidad de 10 ppm), pero menos en agua de mar (4 semanas a una salinidad de 30
ppm) (Fayer et al., 1998).
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Cryptosporidium se encuentra presente en la mayoria de las aguas superficiales. El nivel de concentracién esta
normalmente relacionado con la presencia en la cuenca de fuentes de contaminacién fecal, especialmente aguas
residuales de origen humano y escorrentias de tierras agricolas con estiércol de ganado vacuno u ovino.

Diferentes eventos meteorolégicos (tormentas, deshielo) pueden provocar escorrentias de las tierras agricolas y
desbordamiento de los sistemas de alcantarillado. Esto da lugar a un aumento repentino y brusco de la
contaminacion de las aguas superficiales con materia fecal de origen humano y animal. Varios autores han
demostrado que durante estos eventos la concentracion de ooquistes de Cryptosporidium puede ser entre 10 y
100 veces mayor que la detectada en condiciones normales (Atherholt et al., 1998; Ferguson et al., 1996;
Kistemann et al., 2002). Las precipitaciones torrenciales o los deshielos pueden no solo provocar un aumento de
la escorrentia, sino también un desplazamiento rapido de los ooquistes desde la fuente hasta el agua potable o
los pozos de agua subterranea (Cox et al., 2004; Medema y Stuyfzand, 2003).

La posible ocurrencia de eventos pico (altas concentraciones de ooquistes en la matriz acuatica durante periodos
de tiempo breves) debe tenerse en cuenta en el estudio sanitario y la estimacidn de los niveles de
Cryptosporidium segln el uso de la cuenca. Este fenédmeno también es importante a la hora de ejecutar los
muestreos de campo, que deben ser realizados tan pronto como se confirme la presencia en el agua de
concentraciones inusuales de ooquistes del parasito. Para este fin, el uso de una metodologia de muestreo
adecuada es esencial para garantizar que las estimaciones realizadas son correctas.

El pretratamiento de aguas brutas comprende un cierto nimero de operaciones fisicas 0 mecanicas que tiene
por objeto separar del agua la mayor cantidad posible de materias, que, por su naturaleza o tamafio, crearian
problemas en etapas posteriores. Entre ellas podemos destacar el desbaste, el desarenado y la predecantacion
(Degremont, 1979). Ninguna de estas etapas, por su propia naturaleza, funciones y caracteristicas, influye en la
reduccién/eliminacion de los ooquistes de Cryptosporidium.

Con caracter general, se dispondran las medidas para prevenir o reducir los efectos de las contaminaciones
accidentales causadas por la industria, por instalaciones ganaderas, por los tanques de aguas pluviales de las
depuradoras urbanas y otras.

3.1.2. Fase de coagulacion-floculacion

Los sistemas de tratamiento convencionales también pueden ser vulnerables a concentraciones inusualmente
altas de ooquistes de Cryptosporidium cuando los sistemas de coagulacion y filtracién no se operan y mantienen
cuidadosamente (Craun et al., 1998). El tratamiento convencional a gran escala con coagulacién, eliminacién de
fléculos vy filtracion granular rapida consigue reducciones de la concentracién de ooquistes de Cryptosporidium
de >2,3 log (LeChevallier y Norton, 1992).

La coagulacién consiste en afiadir al agua un producto (coagulante) capaz de neutralizar la carga de los coloides
presentes en la misma y formar un precipitado. A este proceso le sigue la floculacién, procedimiento por el cual
se aglutinan las sustancias coloidales presentes, facilitando su decantacidn y posterior filtrado (Degremont,
1979).

La coagulacion y filtracidn constituyen, por lo tanto, operaciones criticas para lograr la eliminacién fisica de los
ooquistes de Cryptosporidium (Huck et al., 2002; Abramovich et al., 2004).

Las sales a base de aluminio o hierro (cloruro férrico) o los polimeros organicos son los productos quimicos
coagulantes mas comunmente utilizados en el tratamiento del agua. El enrejado de precipitados es el sistema
que consiste en hacer pasar el agua por rejas con aberturas de diferentes didmetros para la eliminacién de
fléculos. Este sistema se considera el mecanismo 6ptimo de coagulacién para la eliminacion de quistes/ooquistes
de protozoos en sistemas de tratamiento de agua (Jakubowski y Craun, 2002; Butkus et al., 2003).
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La coagulacién mejorada se define como el proceso por el cual se obtiene una mejor eliminacién de los
precursores de desinfectantes y subproductos de la desinfeccion mediante un tratamiento convencional
modificado que incluye la reduccidn del pH a 5-6 y el uso de dosis mas altas de coagulantes (States et al., 2002).

La flotacién por aire disuelto (DAF, siglas del inglés Dissolved Air Flotation) es un proceso de clarificacion
alternativo a la sedimentacién que permite la eliminacién de particulas de fléculos fragiles que se encuentran en
el agua mediante la adherencia a burbujas de aire (Braghetta et al., 1997; Edzwald et al., 2000; French et al.,
2000). Los estudios a escala en laboratorios y plantas piloto han demostrado que el DAF es mucho mas eficaz que
la sedimentacion para la eliminaciéon de quistes/ooquistes de protozoos (Plummer et al., 1995; Edzwald y Kelley,
1998; Edzwall et al., 2000).

Plummer et al. (1995) demostraron que la eliminacidon de ooquistes de Cryptosporidium era mas eficiente a un
pH de 5 cuando se utilizaron dosis de coagulante superiores a las que se aplican actualmente para disminuir la
turbidez.

La filtracién combinada con una coagulacién, floculacion y clarificacién eficaces se puede utilizar como barrera
para Cryptosporidium y otros protozoos patogenos. En muchos casos, la clarificacion y filtracion asistidas por
coagulacidn pueden ser la Unica barrera de tratamiento existente contra estos microorganismos (Australian
Drinking Water Guidelines 6, 2011 Version 3.8 Updated September 2022).

3.1.3. Fase de filtracion

La fase de filtracidn constituye un punto de control critico (PCC), dentro del proceso de potabilizacién del agua,
para el riesgo de Cryptosporidium (Australian Drinking Water Guidelines 6, 2011 Version 3.8 Updated September
2022).

Como se comentd en apartados anteriores, en el caso del agua de consumo que procede de abastecimientos con
ETAP, y una vez que el agua llega a la planta de tratamiento, uno de los posibles motivos de la presencia de
ooquistes de Cryptosporidium en el agua de consumo a la salida de esta es la recirculacidn repetida del agua de
lavado de los filtros a la cabecera de la ETAP. Esta situacidn hace que se acumulen cantidades crecientes de
ooquistes en los filtros de arena, llegando a colmatarlos y convirtiéndolos en emisores de Cryptosporidium en vez
de actuar como una barrera de contencidn de estos.

La eliminacién fisica de los ooquistes de Crytosporidium y otros protozoos como Giardia se logra, en ultima
instancia, mediante filtros convencionales correctamente operados, siempre que se aplique un pretratamiento
eficaz del agua (Betancourt, 2004). Los filtros, dentro de un proceso de tratamiento de agua convencional, se
consideran la ultima barrera para prevenir la entrada de quistes/ooquistes de protozoos al sistema de
distribucion de agua (Cornwell et al., 2003).

Las ETAP que utilizan carbon activo granulado (CAG) y filtros rapidos de arena tienen una mayor probabilidad de
producir efluentes en los que se detecten quistes/ooquistes que aquellas plantas que utilizan filtros de medios
duales o mixtos (LeChevallier et al., 1991).

La aplicacién de recubrimientos electropositivos a medios de filtracion granulares proporciona una mejora de 2,9
veces en el coeficiente de filtracion para la eliminacién de ooquistes de Cryptosporidium. El aumento de la
eliminacién se atribuyd al cambio en el potencial zeta (de electronegativo a electropositivo) resultante del
recubrimiento, que disminuyd la repulsidn electrostdtica entre la arena y los ooquistes electronegativos de
Cryptosporidium (Shaw et al., 2000).

Se ha demostrado que la filtracidon con tierra de diatomeas es mds efectiva que otros medios de filtracion
convencionales o granulares para reducir las concentraciones de quistes/ooquistes de Cryptosporidium y otros
protozoos como Giardia (Schuler y Ghosh, 1990; Ongerth y Hutton, 1997, 2001).
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Por otra parte, las tecnologias de filtracién por membranas, como la microfiltracién y la ultrafiltracién, son
capaces de eliminar los quistes/ooquistes de protozoos de interés silos componentes del sistema asociados estan
intactos y funcionan correctamente, proporcionando eliminaciones logaritmicas de quistes/ooquistes que oscilan
entre mas de 4 log y 6 log (Jacangelo et al., 1995, 1997).

Asi, los sistemas de filtracién directa y de filtracion convencional obtienen reducciones logaritmicas de ooquistes
de Cryptosporidium de 2 log, mientras que los sistemas de filtracion por membranas consiguen reducciones > 4
log (Australian Drinking Water Guidelines 6, 2011 Version 3.8 Updated September 2022).

En zonas en las que el agua es captada de fuentes con riesgo significativo de contaminacidn por protozoos
patogenos, el objetivo de turbidez tras filtracion de <0,2 UNF, por si solo, puede no reducir el riesgo a niveles
aceptables. Pueden requerirse otros tratamientos complementarios, como la filtracion por membrana, la
desinfeccion por radiacidn UV o por ozonizacidn (Australian Drinking Water Guidelines 6, 2011 Version 3.8
Updated September 2022).

3.1.4. Fase de desinfeccion

La desinfeccidon del agua de consumo es el proceso por el cual se inactivan o destruyen los microorganismos
patogenos que pudieran estar presentes, de forma que no produzca infeccion. El proceso de desinfeccién del
agua no ocurre de forma instantdnea, sino que requiere un tiempo, y la velocidad a la que transcurre estd
influenciado por factores como:

i La concentracidn del desinfectante.
ii. El tiempo de exposicidn al desinfectante.
iii. El pH y la temperatura del agua.

La inactivacion de los microorganismos sometidos, en condiciones ideales, a un desinfectante, suele seguir una
tasa de inactivacién que viene dada por la Ley de Chick-Watson, que establece que el nimero de microorganismos
inactivados por unidad de tiempo es proporcional al nimero de los microorganismos remanentes. Aunque en la
practica se produzcan desviaciones, la Ley de Chick-Watson es una referencia para analizar la cinética del proceso
a partir de la concentracion inicial de microorganismos y la concentracion final al cabo de un tiempo de contacto
con el desinfectante. A esta relacidn se la conoce como factor CT (producto de la Concentracidn del bactericida
en mg/L, como media residual, por el tiempo de contacto T en minutos), (Ramirez, 2017).

La desinfeccién del agua se logra con desinfectantes quimicos vy fisicos.

Un desinfectante ideal deberia:
. Inactivar eficazmente microorganismos patdgenos en un amplio rango de condiciones fisicas y quimicas.
. Permitir el control de su eficacia de forma continuada.

° Proporcionar proteccidon continua contra microorganismos patdgenos que puedan contaminar las
instalaciones del sistema de distribucién en fases posteriores.

. Proporcionar un residuo de desinfectante que sea estable y facil de detectar y cuantificar.
. Producir niveles minimos de subproductos.

. Estar facilmente disponible, ser seguro de manipular y adecuado para un uso generalizado.
. No degradar su calidad o resistencia durante el almacenamiento.

. Ser asequible (tanto en términos monetarios como de costos operativos).

25



Recomendaciones ante la presencia de Cryptosporidium en agua

Actualmente, ningun desinfectante cumple todos estos criterios simultdneamente. Elegir el apropiado es una
decisidon importante para una gestion eficaz de la calidad del agua potable en cualquier abastecimiento. Entre los
factores que influyen en esta decisién se incluyen: la calidad del agua de origen que se estd tratando, las
caracteristicas del sistema de abastecimiento y otras circunstancias locales especificas (Australian Drinking Water
Guidelines 6, 2011 Version 3.8 Updated September 2022).

Los procesos de desinfeccion mas comiunmente utilizados son la cloracién y la cloraminacién, pero también se
utilizan el diéxido de cloro, el ozono y la desinfecciéon UV.

En el caso de Cryptosporidium, existen evidencias de que los ooquistes son extremadamente resistentes al cloro.
No se observé inactivacion incluso después de 18 horas de contacto con cloro a niveles muy superiores a las
concentraciones normales de este desinfectante en el agua de consumo (0,2-1 mg/L), y no se observd
inactivacion con cloraminas (Betancour, 2004). Por lo tanto, la cloracién (en las concentraciones y tiempos de
exposicion normalmente usados en las ETAP) es inefectiva para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium.

El dioxido de cloro es ligeramente mas efectivo, pero aln requiere un CT alto de 75—-1 000 mg/L x min para una
inactivacion del 99% de los ooquistes (Organizacién Mundial de la Salud, 2009).

Tabla 4. Valores de CT para la inactivacién de Cryptosporidium con didxido de cloro (mg/L x min) (USEPA, 1999)

Log Temperatura del agua (°C)

<0,5 1 2 3 5 7 10 15 20 25 30
0,25 159 153 140 128 107 90 69 45 29 19 12
0,5 319 305 279 256 214 180 138 89 58 38 24
1,0 637 610 558 511 429 360 277 179 116 75 49
1,5 956 915 838 767 643 539 415 268 174 113 73
2,0 1275 1120 1117 1023 858 719 553 357 232 150 98
2,5 1594 1525 1396 1278 1072 899 691 447 289 188 122
3,0 1912 1830 1675 1534 1286 1079 830 536 347 226 147

El ozono se puede utilizar eficazmente para la desinfeccion. Asi, dosis relativamente bajas (0,331 mg/L) y tiempos
de exposicion muy cortos (1 min) son capaces de inactivar hasta el 99% de los quistes/ooquistes. No obstante, un
estudio de Haas y Kaymak (2003) sugiere que, en aguas pretratadas destinadas al consumo humano con bajas
concentraciones de organismos, la tasa de inactivacion es menor que la observada en estudios donde la
concentracidon de microorganismos se incrementa artificialmente con el fin de observar varios 6rdenes de
magnitud de inactivacién (Betancour, 2004). La eficacia del ozono se reduce a temperaturas mas bajas y los
valores de CT necesarios para la inactivacion de ooquistes de Cryptosporidium a bajas temperaturas son, por lo
tanto, altos. Ademas de la temperatura, la eficacia del ozono también depende del pH y de la turbidez del agua.

Sin embargo, el rango practico de los valores de CT son limitados, ya que CT elevados pueden dar lugar a la
formacion de altas concentraciones de subproductos (geno)tdxicos (Organizacion Mundial de la Salud, 2009).

Tabla 5. Valores de CT para la inactivacién del 99% (2 log) para varios microorganismos con ozono*

Microorganismo Valores de CT (mg/L x min) Referencia
Escherichia coli 0,02 USEPA 1999
Virus entéricos 0,6 USEPA 1999

Giardia 0,5-0,6 Wickramamayake et al. (1984)
Cryptosporidium 32 USEPA 2010

1A una temperatura del agua de 5 °C. un pH de 7 para Giardia y pH entre 6-9 para otros organismos. Los valores de la tabla se basan en
valores publicados y deben considerarse como los valores minimos necesarios para lograr una desinfeccion eficaz. 7
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Tabla 6. Valores de CT para la inactivacién de Cryptosporidium con ozono (mg/L x min) (USEPA, 1999)

LOG Temperatura del agua (°C)
<0,5 1 2 3 5 7 10 15 20 25 30

0,25 6,0 5,8 5,2 4,8 4,0 3,3 2,5 1,6 1,0 0,6 0,39
0,5 12 12 10 9,5 7,9 6,5 4,9 3,1 2,0 1,2 0,78
1,0 24 23 21 19 16 13 9,9 6,2 3,9 2,5 1,6
1,5 36 35 31 29 24 20 15 9,3 5,9 3,7 2,4
2,0 48 46 42 38 32 26 20 12 7,8 49 3,1
2,5 60 58 52 48 40 33 25 16 9,8 6,2 3,9
3,0 72 69 63 57 47 39 30 19 12 7,4 4,7

Mads recientemente se ha demostrado que la desinfeccion con luz UV es eficaz contra Cryptosporidium. Esta
tecnologia esta siendo adoptada con mas frecuencia para el tratamiento del agua potable. Se ha visto que dosis
relativamente bajas de UV (19 mJ/cm?) inactivan 2—4 log (99-99,99%) de los ooquistes de Cryptosporidium y de
los quistes de Giardia (Craik et al., 2000; Linden et al., 2002).

La USEPA ha desarrollado una guia detallada sobre la aplicacién de UV para la inactivacion de Cryptosporidium,
incluida la relacion entre dosis y log reduccidn, asi como aspectos de disefio de plantas, validacidn de procesos y
cuestiones operativas (USEPA, 2006). La eficacia de la desinfeccién con UV dependera de los valores de turbidez,
color, hierro y absorbancia UV del agua.

Tabla 7. Dosis para alcanzar una inactivacion del 99% (2 log) de varios microorganismos con radiacion UV

Patdégeno diana Dosis para agua de bebida en (mJ/cm?) para alcanzar una reduccién de 2 log
Cryptosporidium 5,8
Giardia 5,2
Virus 100
Escherichia coli 9

Tabla 8. Valores de CT para la inactivacién de Cryptosporidium con radiaciéon UV (mJ/cm?) (USEPA, 1999)

LOG Dosis UV (mJ/cm?) Dosis UV (mJ/cm?) Dosis UV (mJ/cm?)
Cryptosporidium Giardia Virus

0,5 1,6 1,5 39

1,0 2,5 2,1 58

1,5 3,9 3,0 79

2,0 5,8 5,2 100

2,5 8,5 7,7 121

3,0 12 11 143

3,5 15 15 163

4,0 22 22 186

Se ha demostrado que la exposicién de los ooquistes de Cryptosporidium a una secuencia de diferentes
desinfectantes es mas efectivo que el uso de cualquiera de los desinfectantes individualmente. Este fenédmeno,
conocido como sinergismo, sugiere que el efecto combinado de multiples desinfectantes supera la suma de sus
efectos individuales (Finch et al., 1994; Liyanage et al., 1997). También se ha comprobado que la combinacién de
procesos de desinfeccidén y otras condiciones ambientales adversas, como las que ocurren durante la filtracion
con arena, puede disminuir aun mas la infectividad de los ooquistes. Estos hallazgos sugieren que el estrés
acumulativo al que se enfrentan los ooquistes en ambientes naturales y de tratamiento juegan un papel crucial
en la reduccion de su viabilidad e infectividad (Parker et al, 1993).
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Tabla 9. Eficiencia en la eliminacion de Cryptosporidium de diferentes procesos del tratamiento [adaptado de
USEPA Cryptosporidium: Drinking Water Health Advisory, 2001]

Descripcion del proceso de tratamiento Eliminacion lograda (log)
Estudios en laboratorio Estudios en plantas piloto Estudios en plantas reales
Balance comparativo
Coagulacién + Floculacion <1,0 1,4-1,8 0,4-1,7
Coagulacidn + Filtracion 2,7-5,9 1,6-4,0
2,5-3,8
2,7-2,9¢
Coagulacion + Floculacién + Filtracion 4,2-5,2 1,6-4,0
>5,3 <0,5-3,0
2,1-2,8¢ 1,0-2,5
Coagulacidn + Aire Disuelto Flotacion 2,0-2,6
Filtracion lenta de arena >3,7
Filtracion de tierra de diatomeas >4,0
Coagulacién + Microfiltracidn >6,0
Ultrafiltracion >6,0

1Rango de eficiencias de eliminacion promedio segun las fuentes de agua del embalse y del rio. Fuente: Adaptado de Frey et al. (1998)

3.2. Medidas preventivas

A continuacién, se presenta una recopilacion de las recomendaciones recogidas en la literatura para las
diferentes fases de captacion y tratamiento que podrian implementarse en funcién de las caracteristicas de las
instalaciones del abastecimiento concreto y de las evaluaciones de riesgo que se realicen.

3.2.1. Fase de captacidn y pretratamiento

e Instalar corriente arriba drenajes para minimizar la contaminacién de la escorrentia.

e Asegurar que la cdmara de captacion estd cubierta y construida de manera que el agua no pueda entrar a
través de la toma.

e Instalar turbidimetros que permitan operar valvulas automaticas de corte.

e Vallado de la zona de captacidén para evitar la entrada tanto de animales como de personas ajenas a la
instalacion. Inspecciones y reparaciones regulares.

e Uso de sistemas automaticos para detectar fendmenos de contaminaciones accidentales procedentes de
inundaciones o alertar sobre ellos.

e Estudio de las repercusiones de la actividad humana y la informacién sobre las presiones significativas o que
superan un umbral definido a partir del cual se puede poner en riesgo el cumplimiento de los objetivos
medioambientales en una masa de agua, recopilada de conformidad con las secciones 3.2 y 5.2 del capitulo
I del titulo | del Reglamento de la Planificacién Hidroldgica, aprobado por el Real Decreto 907/2007, de 6 de
julio.

e Control adecuado de las aguas en las zonas de captacién: Incluir en el Programa de control de aguas
destinadas a abastecimiento (Real Decreto 817/2015, de 11 de septiembre) a Cryptosporidium, cuando se
considere pertinente.

e Evaluacion y clasificaciéon sistematica del riesgo potencial de contaminacién de las aguas de captacion por
Cryptosporidium mediante la aplicacion de un enfoque que evalue la fuente (humana o animal), la cuenca
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y los factores hidrogeoldgicos. Utilizacion de los mapas nacionales de vulnerabilidad de las aguas
subterrdneas y los esquemas de zonificacién existentes para evaluar el riesgo de contaminacion con
Cryptosporidium.

Evaluar el riesgo de Cryptosporidium de cada fuente y establecer un procedimiento para actualizar la
revision de la evaluacidon de riesgos. Revisidn de los sistemas de monitoreo en funcion del nivel de riesgo.

3.2.2. Fase de coagulacion-floculacion

Las operaciones de tratamiento de agua deberan realizarse en todo momento, de manera que se minimice la

turbidez en el agua final, incluyendo:

Prestar atencidn a otros pardmetros que reflejan el rendimiento de la coagulacién quimica, mediante los
procesos de control especificos que resulten aplicables.

Verificar periédicamente los procesos de coagulacidn-floculacién para cumplir con las condiciones
cambiantes de la calidad del agua de origen y otros factores ambientales.

Las plantas de tratamiento de agua deben operar dentro de su capacidad de disefio sin que se vean
afectados los procesos de separacién de sélidos y liquidos, que son responsables de la eliminacién de la
turbidez y los sélidos coagulantes.

La coagulacion en si no debe ser comprometida ni evitada en ninguna circunstancia.

En situaciones en las que se necesite incrementar el volumen de agua a tratar por aumento de la demanda
(de forma que suponga una sobrecarga operativa de la ETAP) o evitar los procesos de separacion sélido-
liquido, se debe iniciar un régimen de monitoreo estricto para garantizar que no se excedan los objetivos
de turbidez de los procedimientos internos de trabajo. Si hay indicios de que estos objetivos no se
alcanzardn, se debe emitir un aviso inmediato de alarma.

Como recomendacidon para monitorizar las fases de coagulacidn-floculacion, puede seguirse la siguiente tabla,

adaptada de la guia australiana (Australian Drinking Water Guidelines 6, 2011 Version 3.8 Updated September

2022).

Tabla 10. Ejemplo de un programa de monitoreo operativo (caracteristicas y frecuencias)

Coagulacion pH Diario/Continuo Optimizar el pH para una coagulacion eficaz de los coagulantes
(entrada al tanque de seleccionados cuando cambie la calidad del agua bruta.
floculacion) Proporcionar alarma si el pH esta fuera de los limites establecidos.
Floculacion Caracteristicas Diario/Basado en Optimizar las caracteristicas del fléculo para una clarificacién o
(ultimo compartimento)|  del fléculo eventos filtracion eficaz cuando se produzcan cambios en la calidad del agua
bruta o en las condiciones operativas.
Clarificador Turbidez Diario/Continuo Confirmar que las operaciones de dosis de coagulante, correccion de
(salida de agua Color Diario/Basado en pH, floculacién y clarificacion estén optimizadas cuando se produzcan
clarificada) Observacién eventos cambios en la calidad del agua bruta o en las condiciones de
visual de operacion. Proporcionar alarma si la turbidez supera el limite
fléculos o establecido.
mantas Evaluar si es necesario realizar ajustes en el proceso para mejorar la
floculadas. estabilidad del proceso de clarificacion.

3.2.3. Fase de filtracion

En esta fase es fundamental que los equipos de filtracién se encuentren en buen estado operativo para que

puedan llevar a cabo su funcién de manera efectiva, siendo el parametro “turbidez” un buen indicador del

rendimiento de los filtros, recorddndose que, como ya se indico en el apartado de Consideraciones generales
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para la Fase de filtracién, no debe entenderse que una turbidez baja por si sola indique necesariamente la

reduccioén del riesgo a niveles aceptables en determinadas circunstancias.

Es por ello que la mayor parte de las medidas preventivas a adoptar descritas a continuacidn (Australian Drinking

Water Guidelines 6, 2011 Version 3.8 Updated September 2022) estan dirigidas a su estricto control y

seguimiento:

Monitorizar de manera continua la turbidez del agua filtrada. Es muy recomendable la instalacion de
turbidimetros en continuo a la salida de cada filtro individual, ya que monitorizar Unicamente el efluente
combinado de todos los filtros podria no detectar problemas en el rendimiento de un filtro en concreto
(Mosse y Murray, 2008).

Definir un limite critico (LC) que indique un funcionamiento inaceptable del proceso que suponga que haya
un riesgo significativo para la salud. Mediciones de turbidez que superen ese LC son indicativas de una
pérdida de control en el proceso que puede comprometer la inactivacion/eliminacion del patégeno. Para
asegurar que no se superan los LC se pueden establecer limites objetivo fijados por el operador. A ese limite
objetivo se le puede incorporar también un periodo de tiempo en el que dicho limite ha de superar de
manera continua el valor para que se genere una alarma (Mosse, 2009).

Instalar un sistema de alarma que avise al operador cuando la turbidez de un filtro individual supere el limite
objetivo de manera continua, o bien durante un tiempo superior al periodo de tiempo establecido.

Gestionar de manera apropiada las aguas de lavado de filtros. Evitar la recirculacién.

Minimizar los incrementos de turbidez durante las puestas en marcha iniciales y operativas de los filtros,
para evitar aumentos repentinos de flujo. Controlar que no se produzcan aumentos puntuales de turbidez
en el momento de entrada en servicio de los filtros (Badenoch, 1995; Bouchier, 1998).

Inspeccionar regularmente los equipos y llevar a cabo un correcto mantenimiento de estos.
Formacion adecuada del personal que lleva a cabo el control y mantenimiento de los equipos de filtracion.

Realizar ensayos diarios de integridad de las membranas segln las indicaciones del fabricante
(microfiltracién/ultrafiltracién).

Calibrar de forma periddica los turbidimetros.

3.2.4. Fase de desinfeccion

Mantenimiento de rutina de los elementos del sistema de dosificacidn.
Sustituir cualquier elemento del sistema de dosificacidn si se sospecha un mal funcionamiento de este.
Disponer de elementos duplicados.

Sistema de alarma para advertir si la concentracidn de desinfectante disponible es incorrecta (en continuo
o manual).

Controles manuales periédicos en las concentraciones de desinfectante disponible, especialmente durante
los periodos de variabilidad en la calidad del agua.

Calibrar de forma periddica el dosificador y el analizador.
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3.3. Medidas correctoras ante diferentes escenarios posibles

Para ilustrar las medidas correctoras derivadas de la presencia de Cryptosporidium en abastecimientos con
ETAP, se plantean tres posibles escenarios:

1. Escenario 1: Deteccidn de Cryptosporidium en agua de abastecimiento sin brote de gastroenteritis
aguda (GEA)

2. Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium en agua de abastecimiento con brote de GEA y sin confir-
macién de Cryptosporidium por examen de heces como el agente causal

3. Escenario 3a: Brote de GEA en la comunidad con confirmacién de Cryptosporidium en el examen de
heces como agente causal y con presencia de Cryptosporidium en el agua del abastecimiento

4. Escenario 3b: Brote de GEA en la comunidad con/sin confirmacion de Cryptosporidium como agente
causal (coprocultivo) y sin estudio previo de la presencia de Cryptosporidium en el agua de abasteci-
miento

Escenario 1: Deteccién de Cryptosporidium en agua de abastecimiento sin brote de
gastroenteritis aguda (GEA)

Las actuaciones cuando se detecta Cryptosporidium en el agua (agua bruta y/o tratada) tras la evaluacidn de
eventos recogidos en el plan sanitario del agua del abastecimiento (PSA) y su evaluacién del riesgo, seran las
siguientes:

1. Informar a las autoridades sanitarias, que en el caso de presencia de Cryptosporidium en el agua
tratada, prohibird el uso de consumo (bebida, lavado de dientes, cocinar, lavar alimentos que se
consumiran crudos, bafios de niflos de corta edad, inmunodeprimidos, etc.), hasta que se descarte la
presencia de Cryptosporidium en agua. Del mismo modo, alertaran a las unidades de epidemiologia.

2. Determinar la especie y genotipo del parasito detectado en el agua del abastecimiento puede ser de
gran ayuda, no solo para identificar posibles fuentes de contaminacién, sino también para valorar la
posibilidad de afeccién en humanos.

3. Tomar las medidas correctoras y actuaciones siguientes en el abastecimiento:

o Enlafase de captacidn y pretratamiento:

=  Valorar la posibilidad de utilizacion de otros recursos y emplearlos si existen.

=  Puesta fuera de servicio y observacion de la evolucién de la calidad del agua de la
captacion.

o Enlafase de coagulacion-floculacion:

=  Pruebadejarras (ensayo de laboratorio que permite simular las etapas de coagulacion-
floculacién) para seleccionar los productos quimicos y sus dosis, para control y
optimizacion de coagulantes.
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Uso de productos quimicos auxiliares, tales como coadyuvantes coagulantes,
coadyuvantes floculantes o coadyuvantes de filtracién.

Ajuste del pH.

Verificar las diferentes velocidades de alimentacién de productos quimicos y puntos
de alimentacidn.

o Enlafase de filtracion:

Revision del estado de los filtros y estimacién de los valores de turbidez para
comprobar que se ajustan a lo establecido en el PSA del abastecimiento. En caso de
que alguno de los filtros no proporcione un adecuado rendimiento, estudio de la
posible causa y actuacion sobre ella para solventar el problema (por ejemplo: lavados
sucesivos del filtro, reponer relleno). Mientras tanto, dejar el filtro afectado fuera de
servicio.

Reducciéon del caudal de agua a tratar por cada uno de los filtros, para evitar una
posible sobrecarga.

Introduccidén de métodos de filtracidn adicionales, o potenciacidn de los ya existentes.
Uso de coadyuvantes de filtracion.

En caso de recirculacion del agua de lavado de filtros, suspensidn de esta practica y
gestion adecuada de las aguas.

o Enlafase de desinfeccion:

Valorar el aumento de la dosis de desinfectante residual en red, teniendo en cuenta
la generacion de subproductos de la desinfeccion.

Valorar afiadir un sistema de desinfeccién eficaz frente a Cryptosporidium (UV, ozono)
en funcion del nimero de ooquistes a la entrada de la planta y ajustar parametros (pH,
turbidez, color).

Limpieza, desincrustacion y desinfeccién de depdsitos afectados.

Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium en agua de abastecimiento con brote de GEA y
sin confirmacion de Cryptosporidium por examen de heces como el agente causal

Aplicar las medidas correctoras propuestas en el escenario 1, mas:

brote.

Recomendar a las autoridades sanitarias la elaboracién de un plan de comunicacion a la poblacién con
las medidas de precaucion que se estimen necesarias en cada momento en funcién de la evolucion del

Para la investigacion del agente causal del brote: recomendar exdmenes coproparasitarios en pacientes
con GEA asociados al brote. En caso de que el coprocultivo confirme que el Cryptosporidium es el agente
causal se debe pasar al escenario 3.
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Escenario 3a: Brote de GEA en la comunidad con confirmacién de Cryptosporidium en el

examen de heces como agente causal y con presencia de Cryptosporidium en el agua del
abastecimiento

e Aplicar las medidas correctoras propuestas en el escenario 1, mas: Elaboracién por las autoridades
sanitarias de un plan de comunicacién a la poblacidn con las medidas de precaucidn que se estimen
necesarias en cada momento en funcién de la evolucién del brote.

e Limpieza, desincrustacion y desinfeccién de los depdsitos y redes de distribucion de la zona de
abastecimiento que suministran a la poblacidn afectada.

e Incorporar un sistema de desinfeccidn eficaz frente a Cryptosporidium (UV, ozono) y/o un sistema de
eliminacidn (ultrafiltracidon u dsmosis inversa).

Escenario 3b: Brote de GEA en la comunidad con/sin confirmacién de Cryptosporidium como
agente causal (coprocultivo) y sin estudio previo de la presencia de Cryptosporidium en el
agua de abastecimiento

e  Buscar en coprocultivo la presencia de Cryptosporidium.

e Buscar en agua bruta, en entrada de planta y en salida de planta la presencia de Cryptosporidium. En
caso de que se encuentre en agua pasamos al escenario 3a.
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4. Presencia de Cryptosporidium en abastecimientos sin
ETAP

4.1. Evaluaciones de fuentes de agua

4.2. Barreras de tratamiento adecuadas

4.3. Mantenimiento y operacion adecuados de los sistemas de distribucion
4.4. Medidas correctoras

4.4.1. Escenario 1: Deteccion de Cryptosporidium en agua de
abastecimiento sin brote de GEA

4.4.2. Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium en agua de
abastecimiento con brote de GEA y sin confirmacion de
Cryptosporidium por examen de heces como el agente causal

4.4.3. Escenario 3a: Brote de GEA en la comunidad con confirmacién de
Cryptosporidium en el examen de heces como agente causal y con
presencia de Cryptosporidium en el agua del abastecimiento

4.4.4. Escenario 3b: Brote de GEA en la comunidad con o sin confirmacion
de Cryptosporidium como agente causal (coprocultivo) y sin estudio
previo de la presencia de Cryptosporidium en el agua de
abastecimiento

4.5. Consideraciones en caso de prohibicion de uso del agua de consumo por sospecha
o confirmacion de presencia de Cryptosporidium y brote de GEA

Una zona de abastecimiento sin ETAP es la que consta Unicamente de procesos unitarios de filtracién y
desinfeccion como tratamiento de potabilizacion del agua. En estos casos, ante la limitacion de herramientas
para el tratamiento del agua, la exposicidn a Cryptosporidium debe reducirse mediante la implementacién de un
plan sanitario del agua (PSA) que proporcione orientacidn para identificar e implementar las medidas necesarias
de gestidn de riesgos adaptadas a las caracteristicas de este tipo de abastecimientos.

La implantacion de este PSA requiere una evaluacién del sistema que implique:

o Caracterizar la fuente de origen del agua.

o Identificar las condiciones que pueden resultar en contaminacion.

o Describir las barreras de tratamiento que previenen o reducen la contaminacién.

o Identificar medidas de control para mitigar esos riesgos a través de los sistemas de tratamiento y

distribucion al consumidor.
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4.1. Evaluaciones de fuentes de agua

La inspeccion de las fuentes de agua debe ser parte de las evaluaciones rutinarias del sistema. Deberia incluir la
identificacion de fuentes potenciales de contaminacién fecal humana y animal en la masa de agua.

Se ha demostrado que las zonas de amortiguamiento con vegetacion y pastizales proporcionan una medida eficaz
para reducir la contaminacion por ooquistes de Cryptosporidium de las fuentes de agua superficial debido a la
escorrentia agricola (Tate et al., 2004; Atwill et al., 2006).

Es también imprescindible el cumplimiento de la normativa para la adecuada construccién y abandono de pozos
y drenajes de proteccién del pozo. Con respecto al mantenimiento, es importante la conservacion de las
protecciones de las captaciones para evitar la contaminacion del agua bruta con agua procedente de
circuitos urbanos o ganaderos, y de la integridad de la estructura de la toma de captacién (revision anual de
infraestructuras con especial atencién a la aparicion de grietas, hundimiento del brocal del pozo de la captacion,
entrada de raices y rotura de tuberias o tapa sanitaria).

Se consideraran posibles vias y/o eventos de riesgo (por ejemplo, lluvias, deshielo, condiciones de bajo flujo para
rios que reciben descargas de tratamiento de aguas residuales) por los cuales los protozoos pueden contaminar
la fuente de agua y afectar su calidad; y otras condiciones que probablemente conduzcan a concentraciones
maximas.

Idealmente, también se deberia incluir una monitorizacidn de rutina para Cryptosporidium para establecer una
linea de base, e identificar concentraciones maximas durante eventos especificos. De forma complementaria,
esta monitorizacion también podria incluir muestras de heces de animales domésticos y salvajes con el fin de
conocer la presencia y diversidad de especies de Cryptosporidium en reservorios animales que pueden actuar
como potenciales focos de contaminacidon ambiental.

Las evaluaciones de las fuentes de agua también deben considerar el peor escenario para esa fuente concreta.
Es importante comprender los posibles aportes fecales al sistema para determinar el “peor escenario posible”,
ya que seran especificos del sitio. Por ejemplo, puede haber un breve periodo de mala calidad del agua asociado
a fendmenos atmosféricos adversos como tormentas. Esta degradacién, en cortos periodo de tiempo, de la
calidad del agua puede representar la mayor parte del riesgo en un sistema de agua potable.

Esta evaluacidn debe considerar también las fuentes subterraneas para determinar si el suministro es vulnerable
a la contaminacién por protozoos entéricos y otros patégenos de transmision fecal-oral, incluyendo, como
minimo, una evaluacion hidrogeoldgica y un estudio de las actividades y caracteristicas fisicas del area.

4.2. Barreras de tratamiento adecuadas

Como la mayoria de las aguas superficiales y los suministros vulnerables a la contaminacién por protozoos
entéricos estan potencialmente sujetos a contaminacion fecal, se deben implementar tecnologias de tratamiento
para lograr una eliminacién y/o inactivacion minima de 3 log (99,9%) de los ooquistes de Cryptosporidium. En
muchas fuentes de agua superficial puede ser necesaria una reduccion logaritmica mayor.

Las reducciones logaritmicas se pueden lograr mediante procesos de eliminacién fisica, como filtracién, y/o
procesos de inactivacién, como la desinfeccién con luz UV. Generalmente, el tratamiento minimo de los
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suministros derivados de aguas superficiales o fuentes vulnerables a la contaminacidn por protozoos entéricos
debe incluir una filtracion adecuada (o tecnologias que proporcionen un crédito de reduccion logaritmica
equivalente) y desinfeccion. El tipo y nivel de tratamiento apropiados deben tener en cuenta las posibles
fluctuaciones en la calidad del agua, incluida la degradacién a corto plazo de su calidad y la variabilidad en el
desempefio del tratamiento. Las pruebas piloto u otros procesos de optimizacién pueden ser utiles para
determinar la variabilidad del tratamiento. La filtracion es una operacion por la que se separa la fase sdlida de un
fluido. Muchos contaminantes habituales en el agua, como virus, metales, etc., pueden asociarse a particulas y
ser eliminados de esta forma por la filtracion. Hay diferentes procesos de separacion en funcion de los tamafios
que se necesiten separar, en este caso los ooquistes de Cryptosporidium tienen un diametro de entre 4—6 micras.
Para la adecuada gestion del sistema de filtracidon hay que atender a los requerimientos del fabricante, pero en
general es necesario respetar las velocidades de trabajo de los filtros y garantizar su correcto mantenimiento.

Con respecto a la eleccidn de los sistemas/materiales de filtracion, se consideran dos posibilidades:

e Filtracidn lenta con capa superficial de organismos vivos adecuada cuando se necesita una reduccién de entre
2-3 log. Después de lavados de filtros superficiales, la calidad del agua filtrada no es satisfactoria hasta que
se forme de nuevo la membrana bioldgica de superficie, lo que puede llevar varios dias.

e Lafiltracidn rapida es adecuada solo para particulas con tamafios entre 10 um y 1mm, por lo que su utilidad
es muy limitada, pero puede mejorarse su eficacia con una combinacion de filtros de arena con otros
sustratos, como es el caso de la tierra de diatomeas, lo que permite retener compuestos indeseables.

Es necesario un adecuado mantenimiento de los filtros, por lo que se deben establecer periodicidades de
mantenimiento fundamentadas y adecuadas por operadores formados.

Las limpiezas de filtros deben programarse siempre antes de la colmatacion o perforacion de estos.

Otras medidas de prevencién después de una limpieza podrian ser: reducir la velocidad de filtrado las primeras
horas tras el lavado de filtros o desviar hacia residuales el primer efluente.

En caso de una emergencia, si se requiere trabajar produciendo volimenes de agua por encima de lo previsto,
superando la velocidad éptima de filtrado, es necesario establecer medidas adicionales por la reduccién de la
efectividad del filtro.

4.3. Mantenimiento y operacion adecuados de los sistemas de
distribucion

La contaminacion de los sistemas de distribucidn con protozoos entéricos, como el Cryptosporidium, ha sido causa
de brotes de enfermedad de transmisién hidrica. Como resultado, el mantenimiento de la integridad
fisica/hidraulica del sistema de distribucién y la minimizacién de los eventos de presién negativa o baja son
elementos clave para garantizar la seguridad del agua desde la captacion hasta el grifo.

Deben evitarse zonas de baja presidn en las redes de distribucidn, instalar valvulas antirretorno, revisar el trazado
para comprobar que no hay cruces entre residuales y potables, y mantener practicas higiénicas adecuadas
durante la construccién, mantenimiento, limpieza y manejo de las infraestructuras.

Se debe monitorizar periédicamente la calidad del agua del sistema de distribucién (por ejemplo, indicadores
microbianos, residuos de desinfectante, turbidez, pH) e implementar programas de operacion/mantenimiento
periddico (por ejemplo, limpieza de la tuberia principal de agua, control de conexiones cruzadas, etc.).
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4.4.

Medidas correctoras

Para ilustrar las medidas correctoras derivadas de la presencia de Cryptosporidium en abastecimientos sin ETAP,

se plantean cuatro posibles escenarios:

1.

2.

Escenario 1: Deteccién de Cryptosporidium en agua de abastecimiento sin brote de GEA.

Escenario 2: Deteccidn de Cryptosporidium en agua de abastecimiento y brote de GEA sin confirmacién

de agente causal.

Escenario 3a: Deteccion de Cryptosporidium en agua de abastecimiento y brote de GEA con confirma-

cién por coprocultivo de Cryptosporidium como agente causal.

Escenario 3b: Brote de GEA con sospecha epidemiolégica de origen hidrico.

Escenario 1: Deteccion de Cryptosporidium en agua de abastecimiento sin brote de GEA

Cuando se detecta Cryptosporidium en el agua (agua bruta y/o tratada) tras la evaluacion de eventos recogidos

en el PSA del abastecimiento y su evaluacion del riesgo, las actuaciones seran las siguientes:

1.

Informar a las autoridades sanitarias, que en el caso de presencia de Cryptosporidium en el agua tra-

tada, prohibira el uso de consumo (bebida, lavado de dientes, cocinar, lavar alimentos que se consumi-

ran crudos, bafios de nifios de corta edad e inmunodeprimidos, etc.), hasta que se descarte la presencia

de Cryptosporidium en agua. Del mismo, alertaran a las unidades de epidemiologia.

Determinar la especie y genotipo del parasito detectado en el agua del abastecimiento puede ser de

gran ayuda, no solo para identificar posibles fuentes de contaminacion, sino también para valorar la

posibilidad de afeccién en humanos.

Tomar las medidas correctoras y actuaciones a llevar a cabo en el abastecimiento:

o

En la fase de captacién y pretratamiento: buscar otro recurso y emplearlo si existe; en el caso

de que no exista, utilizar cisternas para el transporte de agua desde una ETAP al depésito de
del abastecimiento afectado.

En el caso de que sdlo haya desinfeccidn, se debe instalar de forma urgente un filtro, al menos,

de arena.

Si se dispone de filtracion: Revisién del estado de los filtros y del proceso de filtracion (adecuada

velocidad de filtracion y adaptado a la temperatura del agua) estimacion de los valores de tur-
bidez para comprobar que se ajustan a lo establecido en el PSA del abastecimiento. En caso de
que alguno de los filtros no proporcione un adecuado rendimiento, estudio de la posible causa
y actuacién sobre ella para solventar el problema (por ejemplo: lavados sucesivos del filtro,
reponer relleno). Mientras tanto, utilizar otros sistemas de filtracion (cartuchos de ultrafiltra-
cién u dsmosis inversa). Reduccion del caudal de agua a tratar por el filtro, para evitar una po-
sible sobrecarga.

En la fase de desinfeccién:

. Valorar el aumento de la dosis de desinfectante residual en red, teniendo en cuenta
la generacién de subproductos de la desinfeccion.

37




Recomendaciones ante la presencia de Cryptosporidium en agua

=  Afadir un sistema de desinfeccién eficaz frente a Cryptosporidium (UV, ozono),
ajustando parametros (pH, turbidez, color).

= Limpieza, desincrustacion y desinfeccién de depdsitos.

Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium en agua de abastecimiento con brote de GEA y
sin confirmacion de Cryptosporidium por examen de heces como el agente causal

Aplicar las medidas correctoras propuestas en el escenario 1, mas:

e Elaboracién por las autoridades sanitarias de un plan de comunicacidén a la poblacidon con las medidas
de precaucidn que se estimen necesarias en cada momento en funcidn de la evolucién del brote.

e Investigar el agente causal del brote: recomendar exdmenes coproparasitarios en pacientes con GEA
asociados al brote. En caso de que el coprocultivo confirme que el Cryptosporidium es el agente causal
se debe pasar al escenario 3.

Escenario 3a: Brote de GEA en la comunidad con confirmaciéon de Cryptosporidium en el
examen de heces como agente causal y con presencia de Cryptosporidium en el agua del
abastecimiento

Aplicar las medidas correctoras propuestas en el escenario 1, mas:

e Elaboracion por las autoridades sanitarias de un plan de comunicacion a la poblacién con las medidas
de precaucidn que se estimen necesarias en cada momento en funcidén de la evolucién del brote.

e Limpieza, desincrustacion y desinfeccion de los depdsitos de la zona de abastecimiento que suministran
a la poblacién afectada.

Escenario 3b: Brote de GEA en la comunidad con o sin confirmacion de Cryptosporidium
como agente causal (coprocultivo) y sin estudio previo de la presencia de Cryptosporidium
en el agua de abastecimiento

e  Buscar en coprocultivo la presencia de Cryptosporidium.

e Buscar en agua bruta, en entrada de planta y en salida de planta la presencia de Cryptosporidium. En
caso de que se encuentre en agua, se debe pasar al escenario 3a.
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4.5. Consideraciones en caso de prohibicion de uso del agua de

consumo por sospecha o confirmacidon de presencia de Cryptosporidium
y brote de GEA

El abastecimiento que no tenga planta de tratamiento (ETAP) siempre debe disponer de una fuente alternativa

de agua de consumo. Es importante mantener informada a la poblacidn y establecer recomendaciones para

favorecer la remision del brote.

Un ejemplo de comunicacién podria ser:

Ademas de la transmision por el agua de consumo, la criptosporidiosis también puede transmitirse por via fecal

de persona a persona. Por ello, las recomendaciones son las siguientes:

Recomendaciones generales para la poblacion:

No utilizar agua de red para beber, ni para la higiene bucal.

Se puede usar agua de la red para aseo personal (pero no higiene bucal), pero no en nifios de corta edad
e inmunodeprimidos.

No utilizar agua de red para la preparacidn de alimentos en crudo, ni bebidas. Comer la fruta pelada y
evitar lavar con esa agua alimentos a consumir crudos.

Para las personas que tengan o haya tenido sintomas compatibles con la enfermedad son:

Para prevenir la extension de la enfermedad se debe extremar las medidas de higiene personal y el
lavado de manos, especialmente tras cambiar pafiales de niflos o pacientes infectados hasta 48 h
después de la desaparicion de la diarrea.

Ademas, se recomienda el lavado de manos con agua y jabdn, especialmente después de ir al bafio y
antes y después de preparar alimentos. Los desinfectantes de manos a base de alcohol no son eficaces
en estos casos.

Se debe evitar que las personas con sintomas manipulen comida o cuiden de personas hospitalizadas o
inmunodeprimidas o en instituciones (residencias, guarderias, etc.) hasta 48 h tras la desaparicion de la
diarrea.

Se recomienda que los nifios que acuden a guarderia se incorporen a la misma transcurridas 48 h desde
la desaparicién de la diarrea.

Debido a que el patdgeno puede excretarse una vez finalizada la diarrea, se recomienda que los casos
eviten bafarse en piscinas durante las 2 semanas siguientes al cese de la diarrea.
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5. Presencia de Cryptosporidium en piscinas e
instalaciones de uso recreativo

6.1. Origen de Cryptosporidium en piscinas e instalaciones de uso recreativo

6.1.1. Mecanismos de transmisidon de Cryptosporidium spp. a partir del agua de
piscinas.

6.1.2. Factores que facilitan la presencia de ooquistes de Cryptosporidium en el
agua de las piscinas

6.2. Medidas preventivas
6.2.1. Diseio del tratamiento y desinfeccion del agua

6.2.2. Indicaciones para un adecuado mantenimiento y utilizacion de los sistemas
de filtracion

6.2.3. Desinfeccion secundaria
6.2.4. Informacidn a los usuarios
6.3. Medidas Correctoras
Escenario 1: Presencia de heces en el agua (accidente fecal)

Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium o notificacion de caso o brote de
Cryptosporidium asociado a la instalacion
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5.1. Origen de Cryptosporidium en piscinas e instalaciones de uso
recreativo

La infeccion en el ser humano (criptosporidiosis) puede ser provocada por diferentes especies de Cryptosporidium
spp., sin embargo, C. hominis y C. parvum son las mas comuUnmente presentes en muestras clinicas humanas y
las responsables de la gran mayoria de los brotes de criptosporidiosis relacionados con piscinas (Ministerio de
Sanidad. Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2023). Segun los resultados descritos en la
literatura cientifica de los estudios microbioldgicos moleculares mas relevantes realizados en Espafa en el
periodo 2007-2017, la gran mayoria de los casos de criptosporidiosis humana en Espafia eran causados por la
familia Ib de C. hominis (69,2%) y por la familia lla de C. parvum (21,0%) (Ministerio de Sanidad. Centro de
Coordinacién de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2023).

5.1.1. Mecanismos de transmision de Cryptosporidium spp. a partir del agua de
piscinas

La presencia de Cryptosporidium en el agua de las piscinas usualmente ocurre por la contaminacién fecal
inadvertida de la misma a partir de bafiistas portadores del patégeno.

El mecanismo de transmisién mads habitual es indirecto a través del agua contaminada de la piscina que contenga
un numero suficiente de ooquistes, produciéndose el contagio al ingerir el bafiista agua contaminada. En este
punto es interesante recordar la capacidad de los quistes de ser infectivos aln en bajas dosis, siendo su dosis
minima infectante de 1 a 30 ooquistes (Fredes Martinez, 2016). En los modelos de evaluacién cuantitativa del
riesgo microbiolégico (QMRA, por sus siglas en inglés) se considera un mayor riesgo en los bafiistas nifios que en
adultos -para una misma duracién del bafo- al ingerir los primeros una mayor cantidad de agua (rango de ingesta
de agua/bafiista de 1,77-65,8 mL en nifios vs. 0-88,5 mL en adultos).

En nuestro pais, los brotes mas habituales se dan en el contexto de aguas de uso recreativo, como pueden ser las
piscinas (Ministerio de Sanidad. Centro de Coordinacidn de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2023).

5.1.2. Factores que facilitan la presencia de ooquistes de Cryptosporidium en el agua
de las piscinas

La aparicién de ooquistes de Cryptosporidium spp. en el agua de piscina no es algo excepcional. En dos estudios
realizados en nuestro pais, en la provincia de Barcelona, su presencia oscil6 entre 18,8% y el 54% de las piscinas
estudiadas (en un estudio se analizaron 32 piscinas y en el otro 24), con concentraciones maximas de 13 y 30
ooquistes/L, respectivamente (Gracenea et al., 2018; Gémez et al., 2011).

Habitualmente la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en el agua de la piscina procede directamente
de los propios bafiistas usuarios de la piscina (un paciente infectado o un portador sano) ya sea como
consecuencia de un incidente fecal o por residuos de materia fecal en el cuerpo de los bafiistas. Aunque se
considera mucho mas excepcional, determinadas instalaciones al aire libre se pueden ver contaminadas por
mascotas u otros animales portadores del parasito.

Como se comentd anteriormente, la infeccidn es mas habitual en nifios, pero también puede haber adultos
asintomaticos portadores que pueden actuar como fuente de infeccidn. La baja dosis infectiva, IDso (dosis de
microorganismos que se requiere para infectar al 50% de los individuos expuestos) de alrededor de 132 ooquistes
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-pero que puede variar dependiendo del aislado-, contribuye a la propagacion de la infeccién incluso con niveles
bajos de contaminacién en el agua (Organizacién Mundial de la Salud, 2006).

En general, los tratamientos de eleccidén para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium spp. en agua de piscinas
son la ozonizacién y la radiacidn ultravioleta. No son desinfectantes con efecto residual, por lo que no pueden
sustituir la desinfeccién con cloro o bromo. Asi mismo, afiadir floculante a la linea de tratamiento del agua antes
de filtros de arena puede tener eficacia en la eliminacién de los ooquistes, dependiendo del tiempo de contacto,
la mezcla y la velocidad de filtracion (Lu & Amburgey, 2016).

5.2. Medidas Preventivas

El Real Decreto 742/2013, de 27 de septiembre, por el que se establecen los criterios técnico-sanitarios de las
piscinas, en su articulo 11.5, determina la obligatoriedad de disponer de un protocolo de autocontrol especifico
de la piscina, que siempre estara en la propia piscina a disposicion del personal de mantenimiento y de la
autoridad competente, debiendo actualizarlo con la frecuencia necesaria en cada caso.

Este protocolo de autocontrol se debe basar en el analisis de riesgos y debera contemplar, al menos, los
siguientes aspectos:

a) Tratamiento del agua de cada vaso.
b) Control del agua.

c) Mantenimiento de la piscina.

d) Limpieza y desinfeccidn.

e) Seguridad y buenas pricticas.

f) Plan de control de plagas.

g) Gestion de proveedores y servicios.

Asimismo, el articulo 11.6 establece que “ante la sospecha de un riesgo para la salud de los usuarios o en funcion
de datos histéricos de esa piscina, la autoridad competente podrd requerir al titular de la misma que incluya en
su protocolo de autocontrol los pardmetros, puntos de muestreo, muestreos complementarios, y otros criterios
de calidad que considere necesarios o incrementar la frecuencia de muestreo o establecer valores mds estrictos
que los sefialados en este real decreto que crea oportunos para salvaguardar la salud de los usuarios”.

En virtud de esta normativa, los titulares de las piscinas deberian incluir en sus protocolos de autocontrol el
riesgo de contaminacion por Cryptosporidium.

Para reducir el riesgo de Cryptosporidium en las instalaciones acudticas objeto de este capitulo se debe incidir en
aspectos relacionados con:

[N

El disefio del tratamiento y desinfeccion del agua.

w N

) Desinfeccién secundaria.
) El mantenimiento de las instalaciones.

H

Los mensajes de sensibilizacidn a los usuarios.
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5.2.1. Disefio del tratamiento y desinfeccion del agua

Se ha evidenciado que las concentraciones de desinfectante establecidas en el RD 742/2013 (0,5-2 mg/L o ppm
de cloro libre residual) no inactivan los ooquistes de Cryptosporidium. En agua recreativa cloradaa pH 7,5y a
temperaturas habituales en una piscina, se ha estimado que para conseguir una reduccién de la concentracion
de ooquistes de 3 log se requiere un valor de CT de 15 300 mg x min/L (Shields et al., 2008). Para alcanzar esta
dosis de desinfectante se deben aplicar residuales de cloro de 20 mg/L durante 12,75 o 13 horas, o de 10 mg/L
durante 25,5 horas, resultando en dosis incompatibles con el bafio en las mismas.

Por ello resulta imprescindible incluir sistemas complementarios para eliminar potenciales patégenos al mismo
tiempo que permiten el uso de las instalaciones.

5.2.1.1. Circulacion del agua de piscinas

Las piscinas deben disefiarse de modo que permitan la renovacion del agua para limitar la acumulacién de
contaminantes para los bafiistas, desinfectar el agua y eliminar los productos quimicos disueltos. El reemplazo
del agua de la piscina debe ser parte del mantenimiento integral del sistema de tratamiento.

Para garantizar que toda la piscina reciba correctamente el agua filtrada y desinfectada son esenciales una buena
circulacion y un disefio hidrdulico adecuado. Estos deberian ser disefiados especificamente para cada piscina y
los caudales modificados para obtener una circulacidon éptima del agua de esta. La prueba de tinte se puede
utilizar para demostrar la circulacidn en la piscina. El agua tratada debe llegar continuamente a todas las partes
de la piscina, incluidas todas las fuentes de agua, y ser renovada para evitar la acumulacién de contaminantes,
especialmente en las zonas mas utilizadas y contaminadas por los usuarios. Se recomienda que del 75% al 80%
del agua reemplazada se tome de la superficie (donde se produce la mayor contaminacién), y el resto del fondo
de la piscina.

Por ello, se recomienda que la piscina cuente con un sistema de rebose superficial con recirculacion.

5.2.1.2. Tasa de recirculacion y periodo de rotacion

La tasa de recirculacion y el periodo de rotacion estan relacionados y forman la base para dimensionar nuevas
plantas de tratamiento de agua y comprobar la capacidad de las existentes.

La tasa de recirculacion es el flujo de agua en m3/h hacia y desde la piscina, a través de las tuberias y el sistema
de tratamiento de agua.

El periodo de rotacion es el tiempo tedrico necesario para que todo el volumen de agua de la piscina pase a
través del tratamiento depurador y regrese a la piscina. Cuanto mds corto sea el periodo de rotacion, mejor serd
el tratamiento del agua.

Es importante conocer la tasa de recirculacion y el periodo de rotacion del equipo, ya que éste se utilizara al
establecer las acciones correctivas que se tomen en caso de accidente de heces liquidas en el agua de la piscina.

5.2.2. Filtracion

Los filtros de las piscinas estan disefiados para mantener el agua limpia y clara, lo cual es importante para la
seguridad fisica de los usuarios y para permitir una correcta desinfeccidon. Para una filtracion adecuada, la
recirculacion del agua de la piscina debe recoger todo su volumen, sin puntos muertos y debe funcionar de
manera continua, al menos, durante el horario de apertura a los bafiistas. También los sistemas de filtracion
deben estar separados para cada piscina en una instalacidn, especialmente en piscinas para nifios pequefios.
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La filtracion del agua de la piscina es un sistema de recirculacién por el que pasa continuamente el agua a través
del filtro, lo que deberia contribuir a la eliminacion de los ooquistes de Cryptosporidium de la matriz acuatica. No
obstante, hay evidencias sugiriendo que para la eliminacion de Cryptosporidium en filtros de arena, la filtracidn
optima se logra mediante la dosificacién correcta y continua de un coagulante y depende de una buena
recirculacion y renovacién. Cabe recordar aqui que el tamafio del ooquiste es de 4—6 um.

También se ha estudiado la eficacia sobre la eliminacidn de los ooquistes de otros medios ultrafiltrantes (a base
de diatomeas y perlita) que proporcionan una matriz con poros de didmetro <2 um, permitiendo la eliminacién
de Cryptosporidium sin necesidad de floculacién.

En general, la eficacia de la filtracidn se reduce a medida que aumenta la velocidad de filtracién, por lo que los
filtros de velocidad baja o media son mas eficaces (Wood et al., 2019).

Los filtros de alta velocidad sdélo son adecuados para piscinas pequefias con baja carga de bafistas. Las
clasificaciones de los filtros se basan en la velocidad de filtracién de arena:

- Velocidad baja: < 10 m3/h/m?
- Velocidad media: 10-25 m3/h/m?
- Velocidad alta: > 25 m3/h/m?

Por ello, en la instalacion de nuevos filtros se recurrira a filtros de velocidades medias o bajas. En aquellas piscinas
que ya dispongan de filtros de alta velocidad, se deberia ajustar el lavado a contracorriente (frecuencia mayor a
la semanal) y la adicion de coagulantes (polielectrolitos catidnicos).

Para garantizar una buena filtracidn y evitar la penetracién de ooquistes de Cryptosporidium, los filtros deben
lavarse a contracorriente con regularidad.

El lavado a contracorriente de los filtros de velocidad media/baja debe realizarse como minimo una vez a la
semana o con mas frecuencia segun lo indique el diferencial de presion del filtro y de acuerdo con la
documentacion del fabricante de los filtros instalados o si la carga de usuarios es alta. Los filtros de alta velocidad
requieren ser lavados con una mayor frecuencia en funcion de la diferencia de presién, pero nunca mas de una
vez al dia.

Diferencias de presidn antes y después de la limpieza del filtro de més de 5 psi, 3,6 kg/m?, o de 3 a 5 metros de
altura para filtros de velocidad media, son indicativos de un filtro sucio y de la necesidad de retrolavado.

Todos los filtros de cada piscina deben lavarse a contracorriente el mismo dia, después del cierre, una vez que
no se vaya a realizar ningun otro uso, para asegurar la eliminacién durante la noche de cualquier particula
resultante del retrolavado que podria incluir ooquistes de Cryptosporidium.

Se debe pasar el agua por los filtros varias veces antes de que los usuarios vuelvan a utilizar la piscina.

El retrolavado se debe poder controlar visualmente mediante una mirilla en la salida de la tuberia del filtro y se
debe continuar hasta que el agua salga limpia. El tiempo dependerd del sistema implementado y debe ser
especificado por el instalador/fabricante.

Sélo al finalizar el procedimiento de retrolavado se debe completar el volumen de agua de la piscina con agua
corriente.

Se deben realizar inspecciones anuales de los filtros para establecer las condiciones de la cubierta y del medio
de este.
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La adicion de coagulantes durante el proceso de filtracion entre la bomba de recirculacién y el filtro ayuda a
eliminar bacterias en general, y es particularmente crucial para ayudar a filtrar protozoos pardsitos como
Cryptosporidium y Giardia que, de otro modo, pasarian a través del filtro.

Un sistema de filtracién eficaz que incluya la coagulacién eliminard mas del 90% de los ooquistes de
Cryptosporidium en un solo paso de filtrado del agua que contenga ooquistes a través del lecho filtrante.

La dosificacién de floculantes para incrementar la retencién de particulas menores de 20 um es de 0,5-1 mL de
floculantes por m3/h recirculado. Para el tiempo 6ptimo de exposicién del floculante antes del filtro, esta
inyeccién debe estar instalada 2 metros antes de entrar en el filtro.

Lo ideal es que la dosificacién del coagulante se realice mediante sistemas totalmente automatizados, con
correcta dosificacion en continuo. La eficiencia del coagulante depende del pH, que debe ser menor de 7,5.

5.2.3. Desinfeccion secundaria

La desinfeccion secundaria del agua de la piscina (UV u ozono) aumenta la eliminacién de microorganismos
infecciosos, especialmente el protozoo Cryptosporidium resistente al cloro. Debido al riesgo de criptosporidiosis,
se recomienda que las piscinas incluyan sistemas de desinfeccion secundaria para minimizar el riesgo para los
bafiistas asociado a dichos brotes. Esto es particularmente importante en las piscinas utilizadas por nifios
pequefios.

Los sistemas de ozono y UV deben disefiarse para proporcionar un efecto equivalente a lograr una reduccién del
99% en el numero de ooquistes de Cryptosporidium en cada paso.

5.2.3.1. Ozono

El gas ozono es un tratamiento realizado en la planta de tratamiento que purifica el agua de la recirculacidn,
haciendo la desinfeccidén posterior mas facil, pero sin dejar residuos en el agua de la piscina. El ozono es
especialmente susceptible al agotamiento por materia organica y depende en gran medida de la temperatura,
ya que su eficacia aumenta con ésta.

El ozono estd clasificado como peligroso para la salud y por lo tanto necesita ser eliminado, ya sea mediante
filtracion por carbdn activado o UV dentro del sistema de tratamiento antes de regresar a la piscina.

Cuando en una piscina se instala un tratamiento de ozono que afecta sélo a una proporcion del flujo de agua que
pasa a través del sistema de depuracion (flujo lateral o de rebufo) es inherentemente menos eficaz que la
ozonizacion completa para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium, y debe ser de al menos el 20% del caudal.

Los sistemas que emplean ozonizacidn total estan disefiados para funcionar con una dosis minima de 0,4 mg/L
de ozono con un tiempo de contacto minimo de 2 a 2,5 minutos, dependiendo del disefio del sistema (BEWA,
1990), consiguiendo un CT de 0,8 mg.min/L (Valor de exposicion o CT = tiempo de contacto x residual de
desinfeccion).

5.2.3.2. Radiacion ultravioleta

La radiacion ultravioleta es un proceso de desinfeccidn secundario (se utiliza junto con un desinfectante primario,
normalmente cloro). Esta recomendado, tanto por su capacidad para reducir las cloraminas como para inactivar
microorganismos, incluido el Cryptosporidium resistente al cloro. Se utiliza cada vez mas como alternativa al
ozono (que de manera similar complementa la cloracién), ya que es mas facil y econémico de instalar,
especialmente en las plantas existentes.

Caracteristicas del sistema UV:
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-Debe disefiarse para tratar todo el flujo de agua a través del sistema de recirculacién de la piscina.

-Si se va a seleccionar basandose en una transmitancia UV (UVT), ese valor supuesto no debe ser superior al 94%,
medido con luz UV de 254 nm en una celda de 1 cm.

-Los sistemas UV destinados al control de cloraminas y microorganismos deberan estar equipados con lamparas
de media presidon (amplio espectro entre 200 y 320 nm).

-Las ldmparas de baja presion (254 nm) tienen efecto biocida, pero no tratan directamente las dicloraminas y
tricloraminas en la misma medida que lo hacen las lamparas de media presién. Utilizan menos energia que las
[dmparas de media presion, pero su menor potencia significa que se necesitan mas lamparas. Tienen una huella
ambiental mas grande.

-El sistema debe disefarse para lograr una reduccion minima de 3 log (99,9%) en el nimero de ooquistes de
Cryptosporidium por paso a través del sistema UV. Para garantizar una tasa de dosis efectiva, las instalaciones
UV deben ser de presién media, aplicar una dosis de 60 mJ/cm? y estar monitoreadas.

-Deben estar validados.

-Debe estar provisto de sensores de intensidad UV calibrados, que miden la salida de todas las [dmparas UV
instaladas en un sistema. Cuando se instalen varias ldmparas, se deberian proporcionar suficientes sensores para
controlar todas las lamparas. Los sensores deben revisarse cada seis meses y recalibrarse segun lo indicado por
el fabricante.

-Debe poder mostrar la dosis de UV, expresada en unidades de energia por unidad de area.

-La cdmara y todos sus componentes deben disefiarse para soportar una temperatura de funcionamiento
maxima de 40 °C, pero también temperaturas breves ocasionales de hasta 60 °C.

-Las camaras UV deben estar equipadas con mangas/dedales de cuarzo de alta pureza para separar el agua que
pasa a través de la cdmara de la fuente UV.

-El sistema UV debe disefiarse para permitir la limpieza de las mangas/dedales de cuarzo sin desmontaje
mecanico. El sistema de limpieza debera ser preferentemente automatico; si se selecciona un sistema manual
(quizas para una piscina poco utilizada), se debe revisar al menos dos veces al dia.

-Se debe proporcionar un drenaje y ventilacidn en la cdmara, que debe estar disefiado de manera que al menos

un extremo pueda desmontarse para limpieza general y fisica.

5.2.4. Informacion a los usuarios

Los mensajes a los usuarios son clave para la prevencién de la contaminacion del agua de la piscina y son:

— Ducharse antes de utilizar la piscina, preferiblemente con jabdn y desnudo si se dispone de vestuarios
cerrados. Asegurarse de que no haya materia fecal adherida a la piel.

— Lavarse siempre las manos después de cambiar pafales o ir al bafio.

— Llevar a los nifios al bafio antes de meterlos en la piscina y ofrecerles descansos frecuentes para ir al
bafo.

— Los niflos que no saben ir al bafio deben usar pafial doble impermeable de natacién cuando utilice la
piscina. No deberian nadar desnudos o usar panales normales.

— Utilizar las instalaciones proporcionadas para facilitar el cambio de pafiales. No se deben cambiar los
pafiales en las zonas de piscina.
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— Noingerir agua de la piscina.
— Las personas con diarrea no deben entrar en contacto con el agua recreativa.

— Las personas que hayan tenido diarrea no deben utilizar las instalaciones acudticas durante las 48 h
posteriores a la desaparicién de los sintomas.

— Las personas que, ademas, han tenido un diagndstico de criptosporidiosis no deben utilizar las
instalaciones acuaticas durante 2 semanas después de que los sintomas hayan cesado.

5.3. Medidas correctoras

Para ilustrar las medidas correctoras derivadas de la presencia de Cryptosporidium en piscinas, se plantean dos
posibles escenarios:

1. Escenario 1: Presencia de heces en el agua (accidente fecal).

2. Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium o notificacion de caso o brote de Cryptosporidium
asociado a la instalacion.

Escenario 1: Presencia de heces en el agua (accidente fecal)

El establecimiento o titularidad contard con un protocolo de actuacidn con las indicaciones a seguir por el
personal de mantenimiento de la piscina, frente a este tipo de incidentes.

Actuaciones previas

1. Si ocurre un incidente de contaminacion fecal en una piscina, tanto si las heces son sélidas, como si
son liquidas, se procedera a desalojar inmediatamente a los bafiistas y al cierre del vaso.

2. Si el vaso objeto del incidente comparte el sistema de tratamiento (recirculacion vy filtracidén del agua)
con otros vasos, se procedera al cierre de todos los vasos.

3. Si los baiiistas se transfieren entre vasos (por ejemplo., desde un vaso de ensefianza o aprendizaje a
un vaso principal o de relajacién o van a usar otra piscina), hay que asegurarse de que se duchen antes.

4. Se procederd de la misma forma tras restablecerse la normalidad en el vaso objeto del accidente.

5. Eliminar de forma inmediata la maxima cantidad posible de materia fecal, evitando el goteo y

procediendo a su retirada de la forma mas higiénica posible (inodoro, desaglie de aguas residuales,
etc.). Las heces no deben ser aspiradas con la barredera.

6. Se procederd a la limpieza y desinfeccion mediante hipoclorito, de todos los elementos que hayan sido
utilizados en el proceso.

7. Si se trata de un vaso con poco volumen de agua, lo mas indicado es proceder a su vaciado, limpieza y
desinfeccion para luego llenarlo de nuevo con agua.

8. Revisar que el sistema de recirculacidn, filtracion y desinfeccidon del vaso funcionan correctamente,
incluidos cualquier tipo de chorros o difusores, mientras el agua alcanza y mantiene el nivel de
cloracién requerido. En el caso de spas, todos los pulverizadores, aireadores, etc. deben estar
funcionando durante todo el proceso.

9. Cualquier elemento mévil (suelos, elevadores, etc.) deben moverse siempre en todo el proceso.
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Protocolos de tratamiento

En funcidn de las caracteristicas de la piscina (sistema de filtracion y del tiempo de recirculacidon necesario), se

podrd adoptar el método que sea mds adecuado para la eliminacién de los ooquistes de Cryptosporidium:

hipercloracion o filtracién-floculacion.

1.

Protocolo de hipercloracion

Indicado para sistemas de depuracidn con filtros de tasa o velocidad de filtracién alta (25-50 m3/h/m?).

El gestor debe asegurarse de que toda la estructura del vaso soportara el tratamiento (vélvulas, sellado), aislando

los controles de dosificacion automatica para evitar dafios en los sensores. En el caso de spas, todos los

pulverizadores, aireadores, etc. deben estar funcionando durante todo el proceso.

Las acciones por realizar son las siguientes:

En el caso de heces sdlidas:

Desconectar el sistema de desinfeccion automatica del circuito del agua para evitar dafios en las sondas.
Elevar el nivel de cloro libre residual en el agua a mas de 2 mg/L y ajustar el pH en 7,2-7,5.

Revisar el sistema de recirculacion y filtracidon de la piscina, asegurandose de que todo el sistema funcione
correctamente durante el proceso (incluidos chorros y difusores).

Mantener este nivel con la piscina cerrada, durante 30 min como minimo. El tiempo de desinfeccién puede
ser disminuido aumentando el nivel de cloro libre residual, siempre y cuando sean normalizados los valores
de forma previa a su uso.

Comprobar el nivel de cloro libre 15 min después de la cloracién inicial para asegurarse de que la correcta
concentracion ha sido alcanzada; para una correcta medicién puede ser necesario diluir la muestra con agua
no clorada.

Dejar el tiempo de contacto necesario. Si es preciso, redosificar para mantener el nivel requerido de cloro
residual comprobando el pH.

En el caso de vémitos y/o heces liguidas:

Elevar el nivel de cloro libre residual en el agua como se requiera para manejar el problema: hiperclorar hasta
20 mg/Ly ajustar el pH en 7,2-7,5.

Mantener como minimo este nivel durante 13 h, realizando los controles necesarios, con las diluciones que
se precisen para su lectura, al menos cada dos horas, para asegurar que se mantiene la concentracion. El
tiempo de desinfeccion puede ser disminuido hasta 7 h, (aumentando el nivel de cloro libre residual a 40
mg/Ly un pH entre 7,2-7,5.) o incluso hasta 5 h (50 mg/L durante 5 h).

Alternativamente cualquier valor de CT superior a 9 600 ([mg/L de cloro] x [min de contacto]) puede ser
vélido.

Comprobar el nivel de cloro libre 15 min después de la cloracién inicial para asegurarse de que la correcta
concentracion ha sido alcanzada; para una correcta medicién puede ser necesario diluir la muestra con agua
no clorada.

Dejar el tiempo de contacto necesario. Mantener el nivel requerido de cloro residual, comprobando el pH.
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e  Proceder ala neutralizacidn o reduccién hasta valores normales, mediante tiosulfato sédico pentahidratado.

Piscinas sin filtracién (vasos llenos y vacios)

Para cualquier piscina, existe la posibilidad de ser vaciada totalmente, si los gestores tienen la certeza de poder
realizarlo de forma segura.

Siguiendo las indicaciones de los anteriores protocolos, el procedimiento a seguir seria el siguiente:

. Cierre del vaso y cualquier otro cuyo tratamiento del agua, esté unido al del vaso en cuestidn.

o Hiperclorar (hasta 20 mg/L durante 13 h o 50 mg/L durante 5 h).

. Aspirar y barrer la piscina.

. Drenar, aclarar y rellenar.

. Volver a tratar y cuando los niveles de desinfectante residual y de pH sean normales, reabrir el vaso.

2. Protocolo de filtracién-floculacion.

Indicado para sistemas de depuracién con filtros de tasa o velocidad de filtracién media (hasta 25 m3/h/ m?).

1. Mantener el nivel de desinfectante residual en el agua, en el maximo posible de su rango para ese vaso (por
ejemplo 2,0 mg/L de cloro libre si su intervalo esta entre 0,5y 2,0 mg/L) y el valor de pH en el valor mas bajo
de su intervalo (por ejemplo, pH 7,2—8,0). Esto mantendra el nivel habitual de protecciéon microbiana.

2. Revisar el sistema de recirculacién vy filtracion de la piscina, asegurandose de que todo el sistema funcione
correctamente.

3. Aiadir un floculante en cantidad suficiente segun cada instalacion siguiendo las instrucciones del fabricante
y de forma continuada, segun las instrucciones del fabricante.

4. Iniciar el proceso de filtracion durante 6 ciclos completos de renovacion. Esto puede suponer el cierre de la
piscina durante mas de 24 h. Para el cdlculo del tiempo total de filtracién requerido:
) ) B Volumen de la piscina (m?)
Tiempo de filtracion (h) = e 6
Caudal de la depuradora (T)

En el caso de filtros de precapa y de filtros de medio regenerativo, tras efectuar los 6 ciclos de renovacion,
el medio ha de ser desechado.

5. Comprobar de forma periddica que el nivel de cloro libre residual y el pH son correctos durante todo el
tiempo de filtracion.

Actuaciones post tratamiento

1. Pasar la aspiradora / barredera por todo el fondo y las paredes del vaso de la piscina y eliminar el agua
aspirada al alcantarillado. Al finalizar, se debe desinfectar la aspiradora y cualquier utensilio que se haya
usado. El equipo de limpieza (incluso los automaticos) ha de ser desinfectado tras su uso, evitando asi una
recontaminacion del agua de la piscina.

2. Antes de reanudar la filtracién, aclarar y limpiar a contracorriente los filtros de la depuradora de forma
repetida, mientras se hace la recirculacion, vertiendo el agua utilizada al alcantarillado para que no retorne
al vaso. Si fuera necesario, se sustituird también el elemento o material filtrante (arena, cristal, etc.).
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Comprobar que la planta de tratamiento del vaso funciona correctamente (filtros, circulacion,
desinfeccion).

Completar el volumen de la piscina hasta el nivel de agua requerido. Antes de conectar todo el sistema de
filtracidn, circular sin filtrar el agua durante un tiempo para eliminar cualquier contaminacion residual de
ooquistes en la piscina y permitir madurar el filtro (minimo 10 min; hasta 8 h tras un tratamiento de
coagulacion).

Asegurar que se mantienen los niveles de cloro y pH en valores normales de uso (0,5-2 mg/L) que
permitan la reapertura de la piscina al publico. Conectar el sistema de dosificacion de cloro y pH.

Registrar de forma escrita el incidente y las medidas adoptadas para su subsanacion, describiendo las
actuaciones y operaciones realizadas, incluidos los niveles de cloro, pH y tiempos registrados durante el
proceso (desalojo, cada etapa de tratamiento, acciones complementarias, etc.).

Incluir en el autocontrol de la instalacion las medidas preventivas para evitar que se vuelva a producir, asi
como un protocolo de actuacion ante accidentes de este tipo.

Revisar las indicaciones al publico, reflejadas al respecto en las normas de régimen interno dirigidas a los
usuarios, a fin de minimizar el aporte de contaminacion al vaso (el uso del vaso de chapoteo y el uso de
pafial para los nifios pequefios; no tomar el bafio si se padece diarrea). Incluir in situ, si fuera preciso,
carteles, pictogramas, etc.

Escenario 2: Deteccion de Cryptosporidium o notificacion de caso o brote de

Cryptosporidium asociado a la instalacion

Ante la declaracién de un caso o brote por Cryptosporidium por dos o mas casos de criptosporidiosis que tengan

una relacién epidemioldgica asociada con el uso de aguas recreativas de una instalacidn acuatica, las indicaciones

sanitarias para dirigir la intervencion de los equipos de salud publica son:

1)

2)

Cerrar el/los vasos a los bafiistas y no permitir que nadie entre hasta completar una desinfeccion efectiva de

el/los vasos afectados (se deben tratar aquellos vasos donde se haya asociado el bafio de los casos reporta-

dos y todas aquellas instalaciones que estén conectadas):

a)

b)

Tratamiento de desinfeccidn efectiva. Con el objetivo de inactivar Cryptosporidium, se debe realizar un
tratamiento de hipercloracién con una dosis CT de 15 300 mg x min/L, para ello los pasos a seguir son:

i) Utilizando hipoclorito sédico, aumentar la concentracion de cloro libre hasta obtener 20 mg/L man-
teniendo el pH entre 7,2-7,5 durante 13 horas. Mientras se realiza la desinfeccidn, el sistema de
depuracién estara funcionando.

ii) Lavar el filtro minuciosamente después de alcanzar el valor CT de inactivacién. El agua de lavado se
llevara a desaglie. Cuando sea necesario se debera cambiar el medio filtrante.

iii) Neutralizar el cloro residual libre y ajustar los valores de cloro y pH antes de la puesta en marcha.

Limpiar y desinfectar los aseos y vestuarios y el mobiliario, duchas, etc., cercanos a los vasos.

Revisar si la instalacidn tiene las medidas preventivas adecuadas para evitar futuros brotes. Los aspectos por

revisar son:

i) Disponer de los mensajes de higiene para los bafiistas en los vestuarios y zonas de bafio.

ii) Tener protocolos en caso de accidente fecal y de deteccién de Cryptosporidium o casos o brotes de
criptosporidiosis.
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iii) Tener un tratamiento del agua que asegure el cumplimento de la normativa vigente en materia de
requisitos sanitarios de las piscinas, incluyendo un buen mantenimiento de los sistemas de filtra-
cion.

Todas las actuaciones realizadas deben quedar reflejadas en el programa de autocontrol.

NOTA SOBRE BROTE INACTIVO. En una situacién en la cual el caso o brote no esté activo, es decir, han

transcurrido semanas entre la infeccion y la notificacion del dltimo caso, se valoraran y adaptardn las acciones a
realizar en cada caso.
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6. Procedimiento para la deteccion y recuento de
ooquistes de Cryptosporidium en aguas de consumo
humano y piscinas

7.1. Principio de procedimiento
7.2. Recogida de la muestra de agua
1. Filtracion in situ
2. Transporte y conservacion
3. Filtracién en el laboratorio
7.3. Equipos, materiales, diluyentes y reactivos
1. Equipos
2. Materiales
3. Diluyentes
4. Reactivos
7.4. Procedimiento
1. Concentracion
2. Separacion inmunomagnética
3. Inmunofluorescencia directa
4. ldentificacion y enumeracion de ooquistes de Cryptosporidium
7.5. Tratamiento y expresion de resultados
7.6. Control de calidad
1. Preparacion del inéculo para la realizacion de infecciones experimentales
2. Cdlculo del porcentaje de recuperacion del procedimiento

7.7. Métodos alternativos
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Este procedimiento ha sido realizado en base a la revisién de los siguientes protocolos estandarizados:

A.

6.1.

Method 1623: Cryptosporidium and Giardia in water by filtration/IMS/FA. Quick Guide to Drinking Water
Sample Collection. United States Environmental Protection Agency. Disponible en https://www.regula-
tions.gov/document/EPA-HQ-OW-2018-0826-0061.

ISO 15553:2006: Water quality. Isolation and identification of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts
from water. Disponible en https://www.iso.org/standard/39804.html.

The Microbiology of Drinking Water (2010) - Part 14 - Methods for the isolation, identification and enu-
meration of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts. Disponible en https://www.gov.uk/govern-
ment/publications/standing-committee-of-analysts-sca-blue-books.

Principio del procedimiento

El procedimiento descrito a continuacion sélo permite la identificacion morfolégica y enumeracion de ooquistes

de Cryptosporidium a nivel de género. La identificacién de especie y genotipo requeriria la realizacidn de técnicas

moleculares complementarias. Tampoco permite determinar la viabilidad o infectividad de los ooquistes

detectados. Este procedimiento consta de 3 fases:

6.2.

Concentracion. El aislamiento de ooquistes de Cryptosporidium a partir de matrices acuaticas requiere el
uso de un método que permita concentrar en un pequefio volumen los microorganismos presentes en la
muestra. La técnica descrita es la de filtracion a través de un cartucho/capsula con un tamafio de poro
nominal de 1 um que retiene los ooquistes de Cryptosporidium (cuyo tamafio es de 4-6 um), seguido de
una elucién y una centrifugacidén a baja velocidad.

Purificacion. Después de la concentracion mediante filtracion se procede a la purificacidn de los ooquistes
de Cryptosporidium mediante separaciéon inmunomagnética. Esta tecnologia se basa en el uso de particu-
las paramagnéticas recubiertas con anticuerpos monoclonales especificos contra proteinas de la pared
del ooquiste. Las particulas se retiran del material no deseado mediante lavados sucesivos utilizando una
gradilla magnética. Finalmente, los ooquistes son disociados de las particulas paramagnéticas usando una
solucién acida que deberd neutralizarse.

Deteccion y enumeracion. A partir de la suspension de ooquistes purificados obtenidos en el paso ante-
rior se realiza una inmunofluorescencia directa utilizando anticuerpos monoclonales marcados con fluo-
resceina (FITC). Adicionalmente, para ayudar en la identificacidn, se realiza una tincidon con una solucidn
de diamidino-phenylindol (DAPI), un agente intercalante del ADN que tifie de azul los nucleos de los oo-
quistes del parasito. Cada muestra se examina en un microscopio de epifluorescencia para confirmar la
presencia y nimero de ooquistes de Cryptosporidium.

Recogida de la muestra de agua

La recogida de la muestra de agua es un factor critico que va a determinar en gran medida la fiabilidad y robustez

de los resultados finales del procedimiento. Antes de realizar el muestreo es necesario realizar una valoracion

objetiva de los siguientes factores:
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La turbidez (es decir, la concentracidn de particulas en suspension) de la fuente original de agua a mues-
trear. En general, las aguas superficiales no tratadas (por ejemplo, rios, pantanos, embalses) presentan
turbideces muy superiores a las aguas tratadas (por ejemplo, agua de red, aguas recreativas), sobre todo
después de eventos climatoldgicos adversos como lluvias intensas.

El tipo de filtro o capsula disponible para la concentracion de ooquistes del parasito. Existen diferentes
tipos de filtros/capsulas disponibles comercialmente con diferentes especificaciones, rendimientos y
costes (Figura 2). En principio, todos ellos pueden ser efectivos siempre y cuando se realicen los estudios
de validacion necesarios.

El volumen de agua a filtrar. Este valor va a depender tanto de la turbidez inicial del agua como del
sistema de filtracion utilizado. De modo general, muestras de agua con elevadas turbideces tienden a
colmatar antes los filtros/capsulas que las muestras con baja turbidez. De igual modo, los sistemas ba-
sados en cartuchos (por ejemplo, 3M™ CUNQO™) admiten mayores rangos de turbidez que los basados
en capsulas (por ejemplo, Envirochek® HV o Filtra-Max® Foam Filter). Sin embargo, los sistemas basados
en capsulas suelen tener una mayor capacidad de retencion (y por lo tanto una mayor sensibilidad diag-

néstica) que los sistemas basados en cartuchos.

Figura 2. Panel 1. Tipos de cartuchos y cdpsulas disponibles comercialmente para el filtrado de muestras de

agua. a) 3M™ CUNO™; b) Envirochek® HV; c) Filtro Corning. Panel 2. Filtro Corning con su correspondiente
portdfiltros. Fuente: cortesia David Carmena

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, y a modo de referencia, en la Tabla 11 se indican los volimenes
de agua a procesar en el procedimiento en funcién del tipo de muestra inicial.
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Tabla 11. Rango de volumenes de agua recomendado para la deteccion y recuento de ooquistes de
Cryptosporidium en funcion del tipo de muestra

Tipo de muestra Volumen (litros)
Agua de consumo tratada (red de abastecimiento) 10-1 0001
Aguas que han pasado por un proceso de filtracién y que son el resultado final del 10-1 000
tratamiento, antes de su uso o consumo
Aguas procedentes del lavado de filtros 10-1 000
Aguas superficiales con baja turbidez 1-102
Aguas superficiales 10-1002
Aguas subterraneas 10-502
Agua de piscina 10-1 0002
Efluentes de aguas residuales tratadas 100-1 0002
Aguas residuales no sometidas a tratamientos 10-20
Muestras sélidas (por ejemplo, sedimentos de filtros) 1-53

1La toma de volumenes pequefios puede facilitar la gestidn de situaciones de brote donde se requieren resultados rapidamente para ayudar
en la toma de decisiones.

2Dependiendo de la turbidez de la muestra.
3Cantidad en gramos.

Fuente: The Microbiology of Drinking Water (2010) - Part 14 - Methods for the isolation, identification and enumeration of Cryptosporidium
oocysts and Giardia cysts.

6.2.1 Filtracion in situ

La filtracién in situ debe ser priorizada siempre que sea logisticamente posible, ya que es el
procedimiento mas eficiente para la retencion de ooquistes de Cryptosporidium en los filtros/capsulas utilizadas.
Es la Unica opcidn disponible cuando los volumenes a filtrar son 2100 litros. El principal inconveniente de este
protocolo es que requiere un equipo de muestreo especifico (Figura 3) que debe incluir:

e Bomba peristaltica con regulador de flujo variable conectado a una manguera de entrada.
e Mandmetros para medir la presion del agua a la entrada y la salida del portafiltros.

e Portafiltros conectado a una manguera de salida.

e Caudalimetro para medir el volumen de agua filtrado.

e Grupo electrégeno portatil para el suministro de energia eléctrica necesaria para operar la bomba peris-
taltica.
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Figura 3. Panel 1. Equipo estdndar para la filtracidn in situ de muestras de agua. Panel 2. Vista superior de la
maleta portatil incluyendo manguera de entrada al circuito con llave para el control de flujo, bomba peristdltica,
mandémetro 1, manguera de entrada al portdfiltros, manguera de salida del portafiltros, manometro 2,
caudalimetro y manguera de salida del sistema. Las flechas amarillas indican el flujo del agua a través del sistema.
Panel 3. Punto de muestreo tipico de aguas superficiales. Panel 4. Equipo de muestreo operando en condiciones
de campo. Fuente: cortesia David Carmena

El sistema debe ser operado bajo las condiciones de flujo y presion especificas para el tipo de filtro/capsula
utilizada, siguiendo las recomendaciones del fabricante. El flujo puede ser controlado manipulando la llave de
entrada normalmente situada en la manguera de entrada al sistema. Se debe realizar un registro meticuloso de
las lecturas del caudalimetro antes y después del procedimiento para precisar el volumen de agua filtrada. Los
mandmetros situados antes y después del portafiltros pueden ser utiles para identificar variaciones significativas
de presién indicativas de colmatacion del filtro por exceso de turbidez de la muestra. En estos casos es
recomendable: i) finalizar el proceso de filtracidn o ii) reemplazar el filtro/cédpsula en uso por uno/a nuevo/a si
no se ha alcanzado el volumen de filtracién necesario.

6.2.2 Transporte y conservacion

e Los filtros/cédpsulas deben ser transportados/as al laboratorio en oscuridad y a temperatura ambiente
para su posterior procesamiento y analisis.

e Unavezen el laboratorio deben ser conservados/as a 53 °C si no se van a procesar inmediatamente.
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e |dealmente los filtros/capsulas deben ser analizados/as dentro de las 24 h tras la toma de muestras y
nunca mas tarde de 4 dias.

e Silos filtros/capsulas han sido mantenidos/as en refrigeracién a 5+3 °C, deben atemperarse a temperatura
ambiente antes de su procesamiento.

6.2.3 Filtracion en el laboratorio

Este procedimiento debe ser considerado en caso de no disponer del equipamiento o la logistica necesarios para
realizar filtraciones in situ. Puede ser una opcién coste-efectiva con muestras de agua de turbidez media-alta y
volumenes de 5-100 litros. Sin embargo, tiene el inconveniente de que los posibles ooquistes de Cryptosporidium
presentes en la muestra pueden adherirse a la pared del bidén o formar agrupaciones (clusters) que dificultan
su filtracién y disminuyen el rendimiento de la técnica. Por estos motivos es importante procesar la muestra
dentro de las 24-48 h tras su recogida.

Figura 4. Filtracion en el laboratorio de una muestra de agua transportada en un bidén de 50 litros. Fuente:
cortesia David Carmena

Indicaciones para la toma de la muestra:
e Se pueden utilizar bidones de polietileno limpios.
e El biddn debe ser enjuagado con el agua de la que se va a tomar la muestra.
e Los bidones deben llenarse completamente para asegurar que se recoge el volumen requerido.

e Las condiciones de transporte y conservacidon son las mismas que las indicadas anteriormente para el
procedimiento de filtracion in situ.
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6.3. Equipos, materiales, diluyentes y reactivos

6.3.1 Equipos

e Capsulas de filtracién Envirocheck® HV (Cytiva, Amersham, Reino Unido). En caso de utilizar otro/a
filtro/cdpsula comercial, éste/a debe ser convenientemente validado/a para demostrar que su
rendimiento diagnostico es adecuado.

e Bomba peristaltica con regulacién de flujo.
e Agitador mecanico para capsulas Envirocheck® HV (Cytiva, Amersham, Reino Unido).
e Mechero de gas.
e Refrigerador de 4 °C.
e Congeladorde-205 °C.
e Cabina de flujo laminar de seguridad bioldgica.
e Pipetas automaticas de volumen variable.
e Centrifuga para tubos de 10-50 mL de rotor basculante.
e Dispositivo de aspiracion regulable.
e Agitador tipo noria.
e Concentrador de particulas magnéticas Dynal MPC-1 (IDEXX Technologies, Newmarket, Reino Unido).
e Gradilla magnética para viales de 1,5 mL Dynal MPC-S (IDEXX Technologies, Newmarket, Reino Unido).
e Microscopio de epifluorescencia con filtro DAPI.
e Agitador tipo vortex.
e Termdmetro para el control de la temperatura de la sala.
e Equipos necesarios para la preparacién de medios (balanza, pH-metro, autoclave etc.).
6.3.2 Materiales
e Material de laboratorio necesario para la preparacion de medios (matraces, tubos, botellas, espatulas,
etc.).
e Pipetas Pasteur estériles.
e Gomas autoclavables para la bomba peristaltica.
e Tubos cénicos de 50 mL para centrifuga.
e Tubos de lado plano Dynal (IDEXX Technologies, Newmarket, Reino Unido).
e Puntas estériles con filtro para micropipetas.
e Vialesde 1,5 mL.

e Portaobjetos con pocillos de 6 a 9 mm de didmetro para inmunofluorescencia.
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e Cubreobjetos.
e Camara humeda.

e Papel absorbente.

6.3.3 Diluyentes

. Tampdn para el pre-tratamiento del filtro previo a la elucion
Sodio de hexametafosfato 50¢g
Agua desionizada estéril 1000 mL

Preparacion:
1. Disolver los 50 g en 600 mL de agua desionizada estéril.
2. Completar hasta 1 000 mL con agua desionizada estéril.

Una vez preparado se conservard a temperatura ambiente durante un periodo maximo de tres

meses.
. Tampdn tris (1M pH 7,4)
Tris 121,1¢g
Agua desionizada estéril 1000 mL

Preparacion:
1. Disolver los 121,1g en 700 mL de agua desionizada estéril.
2. Ajustar el pHa 7,4 con HCl y/o NaOH.
3. Completar hasta 1 000 mL con agua desionizada estéril.

Una vez preparado se conservara a temperatura ambiente durante un periodo maximo de

tres meses.
. Solucion EDTA sal disédica (0,5 M pH 8,0)
EDTA sal disédica 186,1¢g
Agua desionizada estéril 1000 mL

Preparacion:
1. Disolver los 186,1g en 800 mL de agua desionizada estéril.
2. Ajustar el pH a 8,0 con NaOH y/o con HCl para el ajuste final.
3. Completar hasta 1 000 mL con agua desionizada estéril.

Una vez preparada se conservarad a temperatura ambiente durante un periodo maximo de

tres meses.
. Solucion Laureth 12 al 10%
| Laureth 12 10g
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Agua desionizada estéril 90 mL

Preparacion:
1. Disolver por calentamiento.
2. Distribuir en alicuotas a razén de 10 mL cada una, en tubos estériles.

Conservar a temperatura ambiente durante dos meses o durante un afio en congelacién.

. Tampdn de elucion
Laureth 12 al 10% 10 mL
Tampon Tris pH 7,4 10 mL
Solucién de EDTA pH 8,0 2mL
Antifoam A 150 uL
Agua desionizada estéril 1000 mL

Preparacién:

1. Afadir el contenido de un tubo de solucién Laureth 12 al 10% a un envase estéril graduado
de 1000 mL de capacidad. Enjuagar varias veces el tubo con agua destilada desionizada estéril
para asegurar que todo el detergente ha sido transferido al envase.

2. Anadir el resto de los reactivos y completar hasta 1 000 mL con agua desionizada estéril.
Conservar a temperatura ambiente hasta dos meses.
Nota: El reactivo Tris-EDTA se puede adquirir comercialmente (Sigma T9285). En caso de utilizarse, se
afiadirian 10 mL del mismo para la preparacion de 1 litro de tampdn de elucidn.

6.3.4 Reactivos

e Agua desionizada estéril.
e Kit de separacién y concentracién inmunomagnética, que consta de:
- Dynabeds anti-Cryptosporidium (IDEXX Technologies, Newmarket, Reino Unido).

- Tampdn A 10x. Para preparar Tampon A 1x: 100 pL de Tampdn A 10x + 900 pL de agua
desionizada estéril.

- Tampon B 10x.
e Ooquistes de Cryptosporidium purificados EasySeed™ (BioPoint, Sydney, Australia).
e NaOH 1Ny 6M.
e HCI1yO,1N.

e Tampon PBS: Solucién de tampén fosfato pH 7,4 £ 0,2. Adquirido comercialmente, preparado
segun las indicaciones del fabricante. Se esteriliza en autoclave a 121 + 3 °C.

e laca de uiias.
e Kit de inmunofluorescencia directa EasyStain (BioPoint, Sydney, Australia) que incluye:

- EasyStain conjugado: anticuerpos monoclonales anti-Cryptosporidium marcados con FITC.
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- Control positivo.
- Solucién BP DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol).
- Tampodn de lavado.
- Medio de montaje.
e Metanol.

e Tween 20 al 0,05% (v/v): se prepara afiadiendo a 100 mL de agua desionizada estéril (ADE) 50 uL
de Tween 20.

6.4. Procedimiento

Lo ideal es procesar la muestra dentro de las 24 h transcurridas tras su recogida. Si esto no es posible,
los tiempos maximos recomendados para las distintas fases del procesamiento de las muestras son los
siguientes:

e Entre la recogida de la muestra/filtracion y la elucién puede transcurrir hasta cuatro dias (96 h)
conservandose en refrigeracién. Antes de iniciar la elucién, los filtros deben atemperarse a
temperatura ambiente.

e Los pasos de elucion, concentracion, purificacion y preparacion de los portaobjetos con las
muestras purificadas deben ser realizados en el mismo dia.

e Latincidon de los portaobjetos puede demorarse hasta tres dias.

e El examen microscépico de los portaobjetos teiidos puede retrasarse hasta siete dias.
6.4.1 Concentracion
. Filtracion

En esta etapa se hace pasar el volumen de agua necesario (ver Tabla 11) a través de un filtro o capsula
de policarbonato (en este protocolo se ha usado la cdpsula Envirocheck® HV) que contiene una membrana de
poliéster de un tamafio de poro nominal de 1 um, laminada en un soporte de polipropileno, donde van a quedar
retenidos los ooquistes de Cryptosporidium.

La filtracidon puede realizarse in situ 0 en muestras de agua transportadas al laboratorio en bidones. En
ambos casos el procedimiento comienza con el ajuste del flujo de entrada de agua al sistema tal y como se indica
a continuacion:

e Conectar el sistema sin la capsula a i) la fuente de agua superficial de origen (filtracidn in situ) o ii)
un matraz o garrafa que contenga al menos 10 litros agua (filtracién en el laboratorio).

e Encender la bomba, purgarlay ajustar el flujo a 2 litros/min.
e Permitir el flujo de 2—-10 litros de agua por el sistema. Ajustar la velocidad de la bomba.

e Una vez ajustada apagar la bomba y proceder a conectar la cdpsula para la filtracion de manera
gue ésta se realice en el sentido indicado en la capsula.
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e Una vez finalizada la filtracidn, enjuagar el frasco que contenia la muestra con 1 litro de agua
desionizada estéril y pasarlo nuevamente por la capsula. Escurrir todas las gomas para recuperar
al maximo la muestra y el liquido de lavado.

e Cerrar la cdpsula colocando las tapas superior e inferior del mismo.
. Elucién

Los ooquistes de Cryptosporidium y resto de particulas retenidos/as son separados/as de la membrana
de la capsula usando el tampdn de elucidn. Este procedimiento se lleva a cabo en 2 pasos secuenciales:

a) Pre-tratamiento del filtro previo a la elucidn:

Para cada muestra se requieren aproximadamente de 125 a 150 mL de solucién de sodio de
hexametafosfato procediéndose de la siguiente manera:

e Mantener la capsula en posicion horizontal y con la valvula de purga blanca en posicién horaria de
12 h (Figura 5).

e Retirar la tapa superior de la capsula y abrir la valvula de purga blanca.

e Rellenar con el volumen necesario de tampdn de hexametafosfato sddico de forma que a su nivel
maximo quede aproximadamente la solucion a 1 cm del orificio de entrada.

e Tapar la capsulay cerrar la vdlvula de purga blanca.

e Colocar la capsula en el agitador mecanico de brazos, con la valvula de purga blanca en posicién
horaria de 12 h (Figura 5) y mantener en agitacion a 800 r.p.m. durante 5 min.

Figura 5. Vista frontal de la cdpsula Envirocheck® HV en posicién horizontal con la vdlvula de purga blanca
(identificada con una flecha amarilla) en la posicion horaria de 12 h. Fuente: cortesia Marisa Camard Sala

. Trascurrido este tiempo, abrir la tapa inferior de la capsula y desechar el liquido. Volver a llenar
la capsula con agua desionizada estéril. Agitar por rotacién durante 30 s para enjuagar la
membrana.

. Quitar la tapa inferior y, en posicién vertical, vaciar la cdpsula y desechar el liquido.

b) Elucién:
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Se procedera de la siguiente manera:

Rellenar la capsula con el volumen de tampdn de elucidn necesario (~140 mL) de forma que su
nivel maximo quede aproximadamente a 1 cm del orificio de entrada, procediendo de la misma
manera que se ha indicado en el apartado anterior.

Colocar la capsula al agitador de brazos y dejarlo en la posicion horaria de 12 h durante 5 min a
una velocidad de 800 r.p.m.

Vaciar la cdpsula por la parte superior lo suficiente como para rellenar los tubos de centrifuga de
50 mL necesarios, previamente identificados con el n2 de muestra. Sacudir la capsula para recoger
el maximo volumen de tampdn en los tubos.

Rellenar de nuevo la capsula con tampdn de elucién para iniciar un nuevo ciclo de elucidn, esta
vez con la valvula de purga blanca en la posicién horaria de 4 h durante 5 min a una velocidad de
800 r.p.m.

Manteniendo el tampdn de elucién en el interior de la capsula, rotar la cdpsula cambiamos la
posicidn a las 8h y agitamos de nuevo en las mismas condiciones.

Recoger el tampdn de elucidn en otros tantos tubos de centrifuga de 50 mL, identificindolos con
el nimero de muestra. Volver a tapar la capsula y sacudirlo para acabar de recoger el tampédn.

Figura 6. Vista frontal de la cdpsula Envirocheck® HV en posicion horizontal con la vdlvula de purga blanca
(identificada con una flecha amarilla) en la posicion horaria de 4 h (panel 1), 12 h (panel 2) y 8 h (panel 3). Fuente:
cortesia Marisa Camaré Sala.

Centrifugacion

Este paso tiene como objeto la concentracion de los ooquistes de Cryptosporidium eluidos de la

membrana de la capsula. Se procedera de la siguiente manera:

Colocar los tubos de 50 mL en la centrifuga de manera que la banda blanca esté hacia el eje del
rotor.

Centrifugar a 1 100 g durante 16 min, con la aceleracién maxima y sin utilizar el freno.

Eliminar el sobrenadante de los tubos con el dispositivo de aspiracidn regulable, de manera que
la punta de la pipeta aspire en la parte superior, sin llegar nunca al final del tubo para evitar
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eliminar los quistes/ooquistes sedimentados, dejando 5 mL de liquido en cada uno de ellos.

Agitar en vértex los 5 mL (volver a vortear el tubo vacio) y recoger en un Unico tubo de 50 mL
(aproximadamente 30 mL).

Centrifugar de nuevo a 1 100 g durante 16 min, con los tubos en la misma disposicion, aceleracion
maxima y sin utilizar el freno.

Eliminar el sobrenadante tal y como se ha indicado anteriormente dejando de nuevo 5 mL de
liqguido en cada tubo.

Observar, si hay sedimento, que éste no sea superior a 0,5 mL.

Agitar en vortex, recoger los 5 mL con el sedimento resuspendido y transferirlos a un tubo plano
de 10 mL al que previamente se le habra afiadido 1 mL del tampdn A 10x y 1 mL del tampdn B
10x previamente atemperados.

Anadir 2,5 mL de ADE al tubo cdnico de centrifuga y lavar bien antes de transferirlos al tubo de
lado plano. Repetir el lavado con otros 2,5 mL de ADE para obtener un volumen final de 10 mL.

Si el sedimento es mayor de 0,5 mL, calcular el volumen total de agua desionizada estéril que
habria que afiadir utilizando la siguiente féormula:

Pellet volumen

Volumen a afiadir (mlL) = o5l 10 mL

6.4.2 Separacion inmunomagnética

En este paso se produce la captura y purificacion de los ooquistes de Cryptosporidium para separarlos

del resto de material particulado de la muestra. Se procedera de la siguiente manera:

Vortear durante 10 s las particulas magnéticas Dynabeads anti-Cryptosporidium y resuspender
por inversion del vial varias veces.

Afadir 100 pL de las particulas resuspendidas al tubo de lado plano. El volumen final en el mismo
debe ser de 12,2 mL.

Colocar los tubos de lado plano en un rotor tipo noria con la suficiente inclinacion hacia el eje para
que la muestra oscile entre el tapén y la base del tubo (Figura 7). Incubar durante 1 h a
temperatura ambiente y una velocidad de 18 r.p.m.
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Figura 7. Separacion inmunomagnética en tubos de lado plano incubados en un rotor tipo noria. Fuente: cortesia
Marisa Camaré Sala

e Colocar los tubos en el concentrador de particulas magnéticas Dynal MPC-1 con el lado plano del
tubo junto al iman y el tapdn ligeramente aflojado.

e  Mover el concentrador en angulo de 902 durante unos 2 min, de forma que el liquido se mueva
del tapdén a la base y viceversa, permitiendo que las particulas magnéticas se dispongan
longitudinalmente en el surco central del tubo (Figura 8).

e Sin quitar el tubo del concentrador, quitar el tapon y eliminar el sobrenadante por decantacion.

Eliminar el sobrenadante remanente poniendo en contacto la boca del tubo con papel absorbente
(Figura 8).

Figura 8. Uso del concentrador de particulas magnéticas Dynal MPC-1. Panel 1: Colocacion del tubo de lado plano
en el concentrador; Panel 2: Inversion de 909, Panel 3: Descarte del sobrenadante por decantacion. Fuente:
cortesia Marisa Camard Sala

e Preparar el tampdn A (previamente atemperado a temperatura ambiente) diluido 1/10.

e Quitar el tubo del concentrador y afiadir 400 uL del tampdn A diluido 1/10. Mezclar suavemente
para resuspender todo el material del tubo.
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e  Transferir el material resuspendido a un tubo Eppendorf de 1,5 mL limpio rotulado con el nimero
de muestra (Figura 9). Para este paso se debe usar una pipeta Pasteur de vidrio previamente
humedecida en el mismo tampodn.

e Repetir dos veces mas el proceso de lavado con tampdén A tal y como se ha indicado
anteriormente.

e Colocar los tubos Eppendorf en la gradilla magnética Dynal MPC-S.

Figura 9. Transferencia de las particulas magnéticas aisladas en el concentrador Dynal MPC-1 a viales de 1,5 mL
para su posterior lavado en la gradilla magnética Dynal MPC-S. Fuente: cortesia Marisa Camaro Sala

e Proceder a la inversién de la gradilla con giros sucesivos de 1802. Se observa la formacién de una
banda oscura en la pared del vial en contacto con el iman de la gradilla donde se concentran las
particulas magnéticas Dynabeads anti-Cryptosporidium.

e Manteniendo los tubos en la gradilla magnética, aspirar inmediatamente el sobrenadante y los
restos que queden en la tapa del tubo Eppendorf con la ayuda de una pipeta de volumen variable
y punta estéril o una pipeta Pasteur estéril. Evitar entrar en contacto con las particulas magnéticas
retenidas en la pared lateral del tubo.

e Paradisociar los posibles ooquistes de Cryptosporidium unidos a las particulas magnéticas, retirar
la banda magnética de la gradilla y afiadir 50 pL de HCl 0,1 N a cada tubo Eppendorf. Agitar en
vértex durante 10 s.

e Incubar los tubos en posicién vertical durante 10 min a temperatura ambiente.

e  Agitar en vértex durante 10's, asegurandose que toda la muestra estd en el fondo cénico del tubo.

e Colocar de nuevo la tira magnética en la gradilla y dejar reposar en posicion vertical a temperatura
ambiente durante unos 10 s en reposo.

e Un segundo paso de disociacion procediendo como se ha indicado anteriormente puede
aumentar el numero de ooquistes de Cryptosporidium recuperados en muestras en las que se
sospeche que éstos se encuentran en escasa concentracidn.
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Afadir a cada pocillo del portaobjetos 5 pl de NaOH 1 N y mezclar con los 50 pL de la muestra
para su neutralizacién. Para ello, ajustar la pipeta con un volumen ligeramente superior a 50 pL
para asegurarse de recoger toda la muestra y evitar la alteracién de particulas magnéticas
Dynabeads anti-Cryptosporidium. Rotular cada portaobjetos con el n2 de muestra.

6.4.3 Inmunofluorescencia directa

Colocar sobre un pocillo 50 uL del control positivo facilitado en el kit.

Si la tincidn se va a realizar inmediatamente, colocar el portaobjetos sobre una gradilla e incubar
en estufa a 37 °C durante 1 h como maximo para su secado. Alternativamente, el portaobjetos
también se puede secar durante toda la noche en refrigeracion a 4 °C (descubierto) o a
temperatura ambiente (parcialmente cubierto). El secado del portaobjetos no debe realizarse en
una camara fria con humedad ambiental.

En el caso de que tuviera que demorarse la tincidn por inmunofluorescencia, el portaobjetos seco
se guardara en refrigeracion a 4 °C.

Fijar los pocillos afiadiendo 50 puL de metanol. Dejar secar a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 min. Este paso es opcional, pero puede mejorar la calidad de la tincidn DAPI.

Anadir a cada pocillo 1-2 gotas (50 pL) de solucién BP DAPI. Homogeneizar inclinando
manualmente el portaobjetos de manera circular. Minimizar el contacto con luz natural, ya que
la solucion DAPI es fotosensible. Incubar durante 2 min en reposo.

Retirar el exceso de reactivo mediante papel absorbente, inclinando el portaobjetos y sin tocar el
interior del pocillo del portaobjetos. Alternativamente, este paso también puede ser realizado
mediante aspiracion inclinando el portaobjetos y evitando tocar la superficie del mismo con la

punta de la pipeta para evitar la alteracion de la muestra fijada (Figura 10).

Figura 10. Eliminacion del exceso de tincion en un portaobjetos de pocillos excavados. Panel 1: Inclinacion del
portaobjetos en dngulo de 45° para facilitar el proceso de pipeteo. Panel 2: colocando la punta de la pipeta en el
borde del pocillo (sin tocar el fondo del mismo) se absorbe el exceso de tincion cuidadosamente. Fuente: cortesia
Marisa Camaré Sala

Lavar los pocillos del portaobjetos afiadiendo 50 uL de agua destilada, homogeneizar inclinando
manualmente el portaobjetos de manera circular e incubar durante 1 min en reposo.

Eliminar el exceso de agua como se ha indicado anteriormente.

Anadir 50 pL de tincién EasyStain a cada pocillo, homogeneizar inclinando manualmente el
portaobjetos de manera circular e incubar a temperatura ambiente durante 30 min o en camara
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humeda a 37 °C durante 15 min.
e Eliminar el exceso de reactivo como se ha indicado anteriormente.

e Afadir 100 uL del tampdn de lavado proporcionado por el kit a cada pocillo, homogeneizar y
retirar. Repetir este paso una segunda vez. Es critico que este reactivo esté frio a la hora de
afiadirlo; por lo tanto, se tomara directamente del frigorifico o se mantendra en hielo durante su
uso.

e Eliminar el exceso de reactivo como se ha indicado anteriormente.

e Afadir 5uL de solucién de montaje a cada cubreobjetos y colocarlo encima del pocillo
correspondiente del portaobjetos. No deben ser usadas soluciones de montaje diferentes a las
incluidas en el kit.

e Sellar con una gota de laca de ufias las 4 esquinas del cubreobjetos y unirla para evitar su
desplazamiento sobre el portaobjetos.

e Examinar al microscopio de epifluorescencia.

Nota 1: Con cada serie de muestras teiiidas se debe incluir el control positivo proporcionado por el kit,
que deberd ser procesado de la misma manera que una muestra ordinaria.

Nota 2: La tincién con DAPI se puede realizar después de la tincidn con EasyStain.
6.4.4 Identificacion y enumeracion de ooquistes de Cryptosporidium

Se realiza mediante la observacion de los portaobjetos en un microscopio de epifluorescencia con un
sistema de filtros para las tinciones FITC (excitacion: 480 nm; emisién: 520 nm) y DAPI (excitacidon: 350 nm;
emisién: 450 nm).

El examen de la preparacion se inicia observando el control positivo a 400x aumentos para confirmar
que los ooquistes de Cryptosporidium han sido correctamente tefiidos con los anticuerpos monoclonales
conjugados con FITC.

Repetir este examen a 1 000x con el filtro correspondiente para confirmar que el material nuclear ha
sido correctamente tefiido con DAPI.

Si el control positivo es correcto, proceder a la lectura de las muestras utilizando un sistema de
exploracidn sistematico de arriba abajo o de lado a lado hasta que se haya observado el pocillo en su totalidad.

La morfologia de los ooquistes de Cryptosporidium debe cumplir los siguientes criterios en la tincion
FITC (Figura 11):

e  Emisidon de una fluorescencia verde manzana (bordes brillantes).
e Forma esférica o ligeramente ovoide (algunos con divisiones o lineas de sutura).
e Didmetro de 4—6 um.

Con la tincion DAPI, el nucleo de los ooquistes de Cryptosporidium aparecera de color azul cielo al ser
examinados en el microscopio de fluorescencia con el objetivo de inmersién a 100x.

La morfologia de los ooquistes de Cryptosporidium debe cumplir los siguientes criterios en la tincion
DAPI (Figura 11):

e De dos a cuatro nucleos de color azul cielo dentro de un mismo ooquiste.
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e  Material nuclear que puede ser ligeramente difuso dando un aspecto irregular o borroso.

e Los ooquistes con tincion azul difusa y estructuras nucleares no claramente identificadas no deben ser

considerados en el recuento.

Figura 11. Ooquistes de Cryptosporidium. Panel 1: Imagen de microscopia de inmunofluorescencia. Panel 2:
Imagen de microscopia de inmunofluorescencia con tincion DAPI. Fuente: H.D.A Lindquist, Agencia de Proteccion
Ambiental de E.E. U.U (USEPA)

6.5. Tratamiento y expresion de resultados

El resultado se expresard teniendo en cuenta los siguientes factores:

e La muestra obtenida tras la concentracion y separacion inmunomagnética debe ser examinada en su
totalidad.

e Se debe registrar el nUmero de ooquistes de Cryptosporidium por volumen de muestra examinada,
incluyendo un factor de correccién que considere el porcentaje de recuperacion del procedimiento

e La ausencia de ooquistes en la muestra debera ser expresada como “No se detecta” en el volumen de
muestra examinado.

6.6. Control de calidad

Para el control de calidad del procedimiento se realizardn las siguientes verificaciones:

e Control negativo del proceso (CNP): consiste en 1 litro de agua destilada estéril que se procesara como
una muestra independiente.

e Control positivo de la muestra (CPP-M): consiste en una muestra real de 10 litros de agua inoculada
experimentalmente con 100-500 ooquistes purificados de Cryptosporidium y que se procesara como
una muestra independiente.

e Control positivo de la muestra (CPP-MD). Muestra duplicada: consiste en una muestra real de 10 litros
inoculada experimentalmente de la misma manera que la anterior, y que se procesara como una
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6.6.1

muestra independiente.

Blanco de la muestra (BM): consiste en 10 litros de la misma muestra real del apartado anterior, pero
sin adicidn de ooquistes de Cryptosporidium y que constituye el blanco de esta. Se procesara como una
muestra independiente.

Preparacion del indculo para la realizacion de infecciones experimentales

Se utiliza un material de referencia certificado disponible comercialmente dispensado en un tubo de 2

mL de capacidad, que consiste en una suspension conocida de ooquistes de Cryptosporidium purificados

mediante citometria de flujo.

6.6.2

Para su uso correcto se siguen las instrucciones indicadas por el fabricante:
Quitar el tapdn del tubo.

Afiadir 2 mL de Tween 20 al 0,05% al tubo.

Tapar el tubo y agitar en vortex durante 20 s para homogenizar su contenido.
Trasvasar el contenido del tubo a la muestra.

Anadir 3 mL de ADE al tubo vacio.

Agitar en vortex durante 20 s.

Trasvasar de nuevo el contenido del tubo a la muestra.

Repetir el paso de lavado del tubo una vez mas.
Calculo del porcentaje de recuperacién del procedimiento

Este calculo es imprescindible para realizar estimaciones minimamente precisas de la concentracién real

de ooquistes de Cryptosporidium en la matriz acuatica en estudio, ya que proporciona informacién sobre la

eficacia del procedimiento en su conjunto. Se estima con la férmula:

R (%) =100 N
) =100.7)
Donde:

R: porcentaje de recuperacion.

N: nimero de ooquistes de Cryptosporidium detectados (recuento en la muestra inoculada - recuento
de la muestra blanco).

T: nimero de ooquistes de Cryptosporidium inoculados experimentalmente (valor de referencia).
Control de exactitud

La recuperacién media obtenida como un control de exactitud tiene que estar comprendida entre 32%

como limite inferior y 100%, como limite superior. Estos limites son los establecidos en el Método 1623 de la

USEPA.

Control de precision
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Para cada par de valores se calculard la maxima diferencia relativa en porcentaje como:

N,—N
RPD = 100.M
Xum

Donde:

Na: Recuento en la muestra inoculada - Recuento de la muestra sin inocular (blanco).

Ns: Recuento en la muestra inoculada duplicada - Recuento de la muestra sin inocular (blanco).
Xm: Media de los recuentos Na y Ns.

La diferencia entre ambos recuentos Na y Ng serd en valor absoluto.

El valor obtenido se puede representar graficamente usando como limite de control el valor de 46%
establecido en el Método 1623 de la USEPA.

6.7. Métodos alternativos

El principal inconveniente de los métodos estandarizados para la deteccién y recuento de ooquistes de
Cryptosporidium en matrices acudticas es el elevado coste operativo de los elementos usados en los procesos de
concentracion (filtros, capsulas) llevados a cabo en los muestreos de campo y de purificacién (IMS) vy
enumeracion (inmunofluorescencia directa) realizados en el laboratorio. Por este motivo, diferentes estudios
han tratado de adaptar/implementar tecnologias ya existentes para mejorar este procedimiento de forma mas
coste-efectiva. A continuacion, se resumen los principales métodos propuestos para este fin y se discuten sus
ventajas y desventajas.

e Centrifugacidon de flujo continuo. La principal ventaja de este procedimiento es que permite prescindir
de elementos concentradores como filtros y capsulas. En su lugar, utiliza una centrifuga con un rotor de
flujo continuo que permite centrifugar grandes volumenes de agua a fuerzas centrifugas elevadas sin el
tedio de llenar y decantar gran cantidad de tubos de menor volumen o iniciar/detener el rotor con
frecuencia. Sin embargo, el procedimiento sigue requiriendo tanto de IMS (purificacién) como de
inmunofluorescencia (deteccidon y enumeracion). Estudios previos con volimenes de 10 L de agua
experimentalmente inoculados con 10 ooquistes de Cryptosporidium han demostrado resultados
positivos en el 83,3% (10/12) de las muestras testadas, con recuperaciones de 3,25 + 3,25 ooquistes
(Higgins et al., 2003). Aunque esta tecnologia no mejora el rendimiento de la filtracién en cdpsulas, si
puede ser una alternativa mas econémica y practica en muestras de agua con elevada turbidez y bajas
concentraciones de ooquistes de Cryptosporidium. El sedimento obtenido mediante centrifugacion de
flujo continuo puede ser analizado mediante PCR convencional o en tiempo real para deteccidn de ADN
de Cryptosporidium spp. (ver debajo).

e Ultrafiltracion. Este procedimiento, inicialmente desarrollado para la concentracién de virus en
matrices acuaticas, reemplaza el uso de filtros/cépsulas por cartuchos de ultrafiltracion de fibra hueca
capaces de retener particulas de entre 10000 a 100000 Da, pero sigue requiriendo IMS e
inmunofluorescencia para la purificacion y enumeraciéon de ooquistes de Cryptosporidium. Asi, en un
estudio preliminar usando muestras de agua de grifo de 100 L (n = 8) inoculadas experimentalmente
con 590 000 + 84 000 ooquistes de Cryptosporidium se obtuvieron porcentajes de recuperacion del 81—
98% en todas ellas (Hill et al., 2007). En un estudio experimental posterior utilizando inéculos de 100
ooquistes de Cryptosporidium en muestras de agua de grifo de 100 L (n = 3-5) y agentes quimicos
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dispersantes como el polifosfato sédico o detergentes como el Tween 80 para mejorar la eficiencia de
recuperacién del procedimiento, los porcentajes de recuperacion obtenidos en condiciones de
laboratorio fueron del 67-89% (Polaczyk et al., 2008). Una evolucién de esta tecnologia, denominada
ultrafiltracion de punto muerto ha sido protocolizada para su uso en muestras de campo, permitiendo
tedricamente el filtrado de volimenes de 10-50 L de aguas de superficie (dependiendo de su turbidez)
y de 100-500 L de agua tratada (Kahler y Hill, 2020). No existe evidencia en la literatura del uso de esta
metodologia en muestras de agua reales. Aunque la ultrafiltracidn constituye una alternativa mas
econdmica a las capsulas tipo Envirocheck® HV, no representa una mejora operativa sustancial, ya que
sigue requiriendo la filtracidon de volumenes elevados de agua y procedimientos complementarios como
IMS e inmunofluorescencia directa. El sedimento obtenido mediante esta técnica puede ser analizado
mediante PCR convencional o en tiempo real para deteccién de ADN de Cryptosporidium spp. (ver
debajo).

e  Filtracion en membrana de celulosa. Este procedimiento representa una opcion todavia mas asequible
y facil de implementar que los procedimientos estandarizados con filtros/cépsulas, la ultrafiltracion o la
centrifugacién de flujo continuo. Sin embargo, su rendimiento y aplicabilidad se ven afectados por la
limitada sensibilidad del método, por lo que su uso debe ser restringido al andlisis de aguas no tratadas.
Un estudio reciente con esta metodologia llevado a cabo en China ha documentado una tasa de
recuperacion del 38% en inoculaciones experimentales con cantidades conocidas de ooquistes en
condiciones de laboratorio (Jingyi et al., 2023).

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta tecnologia hace posible la amplificacion sensible y
especifica de fragmentos de acidos nucleicos (ADN y ARN) de Cryptosporidium spp. permitiendo (en
funcién del tipo de ensayo utilizado) obtener informacion sobre i) la especie (e incluso la familia y
genotipo) del/los parésito(s) presente(s) en la matriz acuética, ii) la viabilidad del parasito (mediante la
deteccién de mRNA por PCR de transcriptasa inversa) y iii) estimar, mediante el uso de curvas patron,
la concentracion de ooquistes de Cryptosporidium presentes en la muestra de agua investigada. Esta
informacion, en su conjunto, es extremadamente Util en estudios epidemioldgicos de brotes de
transmision hidrica, ya que permitiria conocer si los ooquistes de Cryptosporidium circulantes en agua
son viables y pertenecen a especies del parasito capaces de causar infeccion en humanos. En principio,
la presencia de ooquistes de especies de Cryptosporidium no infectivas para el hombre o inviables no
representan un problema de salud publica, independientemente de la concentracidn a la que éstos se
hallen. La Tabla 12 resume los principales trabajos publicados globalmente utilizando PCR para la
deteccidn de ooquistes de Cryptosporidium en diferentes matrices acudticas, incluyendo inoculaciones
experimentales en condiciones controladas de laboratorio y muestras de agua reales. Como se puede
comprobar, el uso de PCR requiere siempre de una muestra previamente concentrada (mediante
membrana, filtro o cdpsula) e incluso purificada (mediante IMS), por lo que metodoldgicamente no
mejora el flujo de trabajo requerido para completar estos pasos previos. Si es, sin embargo, un buen
sustituto de las técnicas de inmunofluorescencia para la deteccidn y cuantificacién de ooquistes, con las
ventajas afiadidas mencionadas anteriormente.
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Tabla 12. Estudios experimentales y de campo en los que se ha utilizado PCR (en sus diferentes variantes) para la deteccion y cuantificacion de ooquistes de Cryptosporidium en
diferentes matrices acudticas durante el periodo 1996—2023. Se indican los principales pardmetros sobre el rendimiento de estos métodos

Tipo de agua Inocula- Mues- Ooquis- Volumen Filtra-  Tipo Detalle IMS IFD  Tipo PCR Marcador Muestras positivas Referencia
muestreada cion expe- tras(n) tesino- (L) cién (%) o Limite detec-
rimental culados cién PCR
Residual No 33 - 1-15 Si Cartucho P-S2000 400 cm? No Si Anidada cowp 51,5 Mayer et al. (1996)
Varias Sit 4 1la10® 20 No - - Si No  RT-PCR hsp70 1 ooquiste Stinear et al. (1997)
Tratada Sit 8 10°a 10° 1000 Si Membrana Acetato de celu- No Si gPCR cowp 10°-10° ooquistes /  Chung et al. (1999)
losa 100L
Ambiental Sit 6 1a10° NE Si Membrana Policarbonato Si Si Anidada cowp 10° ooquistes Kostrzynska et al. (1999)
Ambiental No 56 - 3-205 Si Membrana Policarbonato Si Si Anidada cowp 7,1
Ambiental Sit 3 10a10* Hasta Si Cartucho Super Micro-Wynd  Si Si Anidada ssu rRNA 10-10* ooquistes / Lowery et al. (2000)
1000 10 mL
Ambiental No 55 - 10-60 Si Capsula/ mem-  Envirochek® HV/  Si No PCR-RFLP ssu rRNA 45,5 Xiao et al. (2001)
brana Celulosa
Residual No 49 - 10-60 Si Capsula / mem- Envirochek® HV / Si No PCR-RFLP ssu rRNA 24,5
brana Celulosa
Tratada Sit 6 10a10* 30-50 Si Cépsula Envirochek® HV Si No  Anidada, hsp70, ssurRNA  8-27 ooquistes Monis y Saint (2001)
RT-PCR
Tratada/no tra- No 214 - 500-1000 Si Filtro Cuno Micro-Wynd  Si No Anidada ssurRNA, TRAP- 5,1 Lowery et al. (2001)
tada c2
Ambiental No 34 - 40-80 Si Capsula Envirochek® HV Si No PCR-RFLP ssu rRNA 14,7 Jellison et al. (2001)
Ambiental Sit 2 1la10® 2 Si Membrana Policarbonato Si No  Anidada cowp 50-100 ooquistes Rimhanen-Finne et al.
(2002)
Ambiental No 54 - 6-50 Si Cépsula Envirochek® HV Si No Anidada cowp 7,4
Tratada Si 4 5-775 20-100 Si Cépsula Envirochek® HV Si No PCR tiempo Secuencia gen6- 5-8 ooquistes /100 L Fontaine y Guillot (2003)
real mica
Ambiental Si 3 5-775 5 Si Cépsula Envirochek® HV Si No PCR tiempo Secuencia gen6- 8 ooquistes /5L
real mica
Tratada Si 7 5a10* 100 Si Cépsula Envirochek® HV Si No RT-PCR, hsp70 10 ooquistes Hallier-Soulier y Guillot
PCR (2003)
Reciclada Si 4 98-198  10-80 Cépsula Envirochek® HV Si Si PCR-RFLP ssu rRNA 75-76 (recupera- Quintero-Betancourt et al.
cién) (2003)
Si 4 98-198 10-80 Filtro Polipropileno Si Si PCR-RFLP ssu rRNA 11-25 (recupera-
cién)
Ambiental Sit 1 50-600 Descono-  Si Filtro Politetrafluoroeti-  Si No PCR RFLP gp40/15 1 ooquiste Ochiai et al. (2005)
cido leno
Ambiental No 14 - 10 Si Filtro Politetrafluoroeti-  Si No ABC-RT- ssurRNA 0,1-49 ooquistes / Kishida et al. (2012)
leno PCR 0L
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Tipo de agua Inocula- Mues- Ooquis- Volumen Filtra- Tipo Detalle IMS IFD  Tipo PCR Marcador Muestras positivas Referencia
muestreada cion expe- tras(n) tesino- (L) cion (%) o Limite detec-
rimental culados cién PCR
No 14 — 10 Si Filtro Politetrafluoroeti-  Si No PCR tiempo ssu rRNA 0,4-71 ooquistes /
leno real 0L
Ambiental Si 4 100 10 Si Capsula Envirochek® HV Si No  gPCR Secuencia gen6- 45 (recuperacion) Loganthan et al. (2012)
mica
No 72 - 10 Si Cépsula Envirochek® HV Si No  gPCR Secuencia gené- 16,7
mica
Ambiental Si 1 0,1-100 2 No - - No No Anidada ssu rRNA 0,1 ooquistes / mL Osaki et al. (2013)
Ambiental Si 1 1la10® 10 Si Cépsula Envirochek® HV Si No  gPCR Varios 10 ooquistes Staggs et al. (2013)
Tratada Si 6 10y 100 10 Si Cépsula IDEXX Filta-Max Si No PCR tiempo  ssu rRNA 1 ooquiste Robinson et al. (2023)

Xpress

real

lInoculacidn experimental en concentrados (0,2—10 mL) de muestras reales negativas a Cryptosporidium por IFD.

cowp: proteina de la pared del quiste de Cryptosporidium (Cryptosporidium oocyst wall protein).
gp40: glicoproteina de 40 kDa (40-kDa glycoprotein).

hsp70: proteina de choque térmico de 70 kDa (70-kDa heat shock protein).

NE: no especificado.
gPCR: PCR en tiempo real cuantitativa.

RFLP: polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (Restriction fragment length polymorphism).

RT-PCR: PCR con transcriptasa inversa (Reverse transcription PCR).

TRAP-C2: proteina adherente relacionada con la trombospondina (thrombospondin related adhesive protein).
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7. Ejercicio de simulacion de evaluacion del riesgo
hidrico cuantitativo para Cryptosporidium

7.1. Objetivo y alcance del ejercicio

7.2. Datos para la simulacion

7.3. Estimacion de la dosis de exposicion de la poblacidn o dosis estimada diaria

7.4. Estimacion del riesgo de infeccion

7. 5. Resultados

7.6. Consideraciones sobre los resultados ofrecidos por la calculadora de riesgo QMRA

7.7. Calculos de evaluacion cuantitativa del riesgo microbiolégico de protozoos.
Herramienta Excel (series 1, 2, 3 y 4)

Se realiza un ejercicio de simulacion con 4 series de 20 datos ficticios y utilizando valores tedricos de las diferentes
variables implicadas, para calcular cual podria ser, para cada serie, su evaluacidn de riesgo.

El ejercicio se ha realizado siguiendo lo recogido en la “Guia préctica para la elaboracion de un Plan Sanitario del
agua en una zona de abastecimiento. Tomo Il. Evaluacién cuantitativa”, elaborada por el Ministerio de Sanidad,
con el objetivo de conocer la aplicacion practica de la misma ante la simulacién de un caso, y en particular de las
férmulas y herramientas de evaluacién de riesgo recogidas en la misma.

7.1. Objetivo y alcance del ejercicio

Se trata de un simulacro para valorar las posibilidades de utilizacion de los modelos de evaluacion cuantitativa
del riesgo microbioldgico (QMRA) vy las calculadoras disefiadas con este fin, y, en particular, la recogida en la
“Guia practica para la elaboracidon de un Plan Sanitario del agua en una zona de abastecimiento. Tomo II.
Evaluacién cuantitativa”, elaborada por el Ministerio de Sanidad.

Las variables principales calculadas son la dosis de exposicién de la poblacion o dosis estimada diaria y el riesgo
de infeccién/afio.

La utilizacidon de la metodologia del QMRA es cada vez mds utilizada por los organismos internacionales y
gobiernos como base para la toma de decisiones respecto a los riesgos de salud asociados con la presencia de
microorganismos patdgenos en el agua de consumo.
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7.2. Datos para la simulacion

Se trabaja con 4 series de 20 datos ficticios de ooquistes/litro en el periodo del 1 al 30 de septiembre de 2023.

Se realizan los cdlculos como si fueran datos a la entrada de la planta de tratamiento de aguas de consumo, ETAP.

Los datos vienen expresados en las unidades ooquistes/litro, si bien en la literatura también se utiliza como

unidades ooquistes/100 litros (dados los volimenes de agua necesarios para realizar las determinaciones).

Tabla 13. Recuentos de ooquistes/L de Cryptosporidium de las 4 series propuestas

Periodo: 01-09-23/ 30-09-23

Valores diarios de recuentos de ooquistes (unidad: ooquistes/L)

C: Valores de concentracidn del microorganismo presente en el agua
(ooquistes/L) utilizados en la calculadora QMRA (C)

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Minimo Promedio Maximo
10 4 0 70 Serie 1 8 10,05 12
5 1 30 Serie 2 3 4,9 7
4 2 40 Serie 3 0 1 2
10 3 0 100 Serie 4 10 60,5 100
13 5 0 70
12 5 0 100
11 7 0 50
10 4 1 30
10 6 2 70
9 5 0 60
9 6 3 20
10 4 1 80
11 5 2 10
12 4 1 30
8 5 1 80
10 4 1 60
10 5 1 100
9 4 2 50
11 7 2 70
9 6 0 90

7.3. Estimacion de la dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada

diaria

El siguiente paso en la evaluacién de la exposicidn es valorar cudl es la concentracién de microorganismos a la

que estaria expuesta la poblacion.

Para calcular la dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria se utiliza una férmula comun para

los tres grupos de microorganismos (bacterias, virus y protozoos) (Microrisk, 2006; Organizacion Mundial de la

Salud, 2016): Dosis diaria = C. 10‘DR.V.( ).I

siendo:

1
R

® C:la concentracién del microorganismo (bacterias, virus, protozoos).
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® DR: la reduccion que sufren los microorganismos a lo largo del tratamiento (en log).
® V:elvolumen de agua que consume la poblacién (unidades de volumen/hab./dia).
® R:el porcentaje de la recuperacién del método de deteccion.

® [: la Infectividad/viabilidad [0—100].

El ejemplo tedrico que se sigue para ilustrar el cdlculo de las dosis de exposicidon a los microorganismos son
resultados basados en el calculo puntual (mejor escenario, escenario intermedio y peor escenario).

En la simulacién de cada escenario se utilizan los valores de las variables DR, V, R e | de acuerdo con lo que se
describe en la guia mencionada anteriormente.

En cuanto a los valores de concentracion del microorganismo presente en el agua (C) se utilizan los descritos en
las series de datos objeto de la simulacién (tabla 13), correlacionando los valores minimo, promedio y maximo
con los escenarios mejor, intermedio y peor, respectivamente.

En concreto, para el volumen de agua que consume la poblacién (V) se consideran los valores de 0,25; 0,842;y 2
L/hab./dia, respectivamente, tal y como se describe en la guia mencionada.

La reduccién que sufren los microorganismos a lo largo del tratamiento (DR), al considerarse que son datos a la
entrada de planta (ETAP), se considera una DR total suma de las DR de las etapas de tratamiento. La DR de cada
uno de los escenarios seria: 13, 9,3 y 5,38 unidades logaritmicas, respectivamente.

Como valor para la viabilidad o infectividad de los ooquistes (1), se toma el dato de viabilidad, considerando como
valor medio que el 50% son infectivos (Agulld- Barceld y col. 2013), con un rango de 10-90%.

En base a todo lo anterior, los cédlculos de la dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria para
cada una de las series planteadas serian los siguientes:

Serie 1
Escenario Dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria
Escenario mejor 3,73.10*
Escenario medio 6,59.10°°
Escenario peor 6,62.10°0
Serie 2
Escenario Dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria
Escenario mejor 1,40.10
Escenario medio 3,08.10%°
Escenario peor 3,86.10%
Serie 3
Escenario Dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria
Escenario mejor 0,00
Escenario medio 6,28.101°
Escenario peor 1,10.10°*
Serie 4
Escenario Dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria

Escenario mejor

4,66.10
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Escenario Dosis de exposicion de la poblacion o dosis estimada diaria
Escenario medio 3,80.108
Escenario peor 5,52.10%3

El detalle completo de los calculos realizados para obtener los valores de la dosis de exposicion se puede ver en
el Anexo 1

7.4. Estimacion del riesgo de infeccion

En gestion de riesgo en QMRA, para establecer el grado de tratamiento necesario en las plantas de tratamiento
de agua, se habla del riesgo aceptable o tolerable. El caso mas extendido es el de utilizar un modelo con un valor
aceptado de una infeccién por cada 10 000 habitantes (1.10), de acuerdo con instituciones internacionales
como la USEPA (2002)

Otro factor para tener en cuenta es que no todas las infecciones dan una sintomatologia “visible”. En ocasiones
las infecciones pueden ser asintomaticas, sin manifestaciones clinicas en el individuo infectado, mientras que en
otros casos si que desarrollaran la enfermedad.

Asi, el riesgo de enfermedad se define como:

Infeccion
Infecciér)

Probabilidad ddzP(
robabilidad (enfermedad) o

siendo:
e P (infeccién/afio): la probabilidad de adquirir la infeccion a lo largo de un afio.
e S:la proporcion de la poblacion que puede ser infectada (valor preventivo de 1).

e |:la proporcion de individuos que desarrollan la enfermedad una vez infectados (en el caso de Cryptos-
poridium seria de 0,7 (Okhuysen y col., 1998).

Para calcular la P (infeccidn/afio), se utiliza el Modelo infeccion exponencial de Haas y col.

Los modelos establecidos de dosis-respuesta para Cryptosporidium se adquirieron a partir de experimentos con
individuos sanos a los cuales se les administraba una cantidad conocida de ooquistes y se observaban sus efectos
a lo largo del tiempo. A partir de estos estudios se derivaron los modelos de infeccidn por Cryptosporidium, en
los cuales se observd que seguian un modelo de infeccion de tipo exponencial, el cual se ajusta al modelo
descrito por la formula (Haas, 1983; Haas y col., 1999):

siendo:
e “D”: dosis de exposicion al microorganismo en la poblacién (ooquistes/hab./dia).

e  “r”:fraccién del patégeno que sobrevive a todas las barreras del huésped y es capaz de iniciar un pro-
ceso infectivo en el mismo. Estos valores de “r” se pueden encontrar en la bibliografia cientifica, a pesar
de que no existen valores de dosis-respuesta para todos los microorganismos patégenos. Uno de los
valores mas utilizados es el descrito por Teunis y col., 1999 (r= 0,0044).
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Para evaluar la probabilidad de infeccién anual, el calculo se realiza mediante la misma férmula que la empleada
para bacterias y virus:

Infecciéon Infeccion\1>°°
prob (PLECEEN) _ 1 _ 1 _ prgp (RL0CEEST)
Afo Dia

En todo caso, hay que tener en cuenta que estos valores derivan de estudios realizados en individuos sanos y
que no representan adecuadamente los efectos que podrian tener ante los subgrupos poblacionales mas
susceptibles a la infeccion (inmunodeprimidos, nifios, ancianos, etc.).

En base a todo lo anterior, los cdlculos de la probabilidad de infeccion anual para cada una de las series
planteadas en el ejercicio serian los siguientes:

Serie 1
Escenario Probabilidad de infeccién anual o P (infecc./afio)
Escenario mejor 0,00
Escenario medio 1,06.108
Escenario peor 1,06.10%
Serie 2
Escenario Probabilidad de infeccién anual o P (infecc./afio)
Escenario mejor 0,00
Escenario medio 4,94.10%°
Escenario peor 6,20.10%*
Serie 3
Escenario Probabilidad de infeccién anual o P (infecc./afio)
Escenario mejor 0,00
Escenario medio 1,01.10%
Escenario peor 1,77.10°*
Serie 4
Escenario Probabilidad de infeccién anual o P (infecc./afio)
Escenario mejor 0,00
Escenario medio 6,10.10°8
Escenario peor 8,82.103

El detalle completo de los cdlculos realizados para obtener los valores de la dosis de exposicidn se puede ver mas
adelante.

7.5. Resultados

Se observa que, tomando los valores de estimacién de riesgo para el peor escenario, los resultados son los
siguientes:

En cuanto a las dosis de exposicion de la poblacién o dosis estimada diaria, de mayor a menor, serian:
e dosis de exposicién de la serie 4 = 5,52.10% 0 0,00552;

e dosis de exposicién de la serie 1 =6,62.10°4 0 0,000662;
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e dosis de exposicidn de la serie 2 = 3,86.10°4 0 0,000386;

e dosis de exposicién de la serie 3 =1,10.10°* 0 0,0001.

Y los valores de la probabilidad o riesgo de infeccién/afio de cada una de las series serian:
e riesgo de infeccidn/afio en la serie 4 = 8,82.10°% (p= 0,00882);
e riesgo de infeccidn/afio en la serie 1 = 1,06.10% (p= 0,00106);
e riesgo de infeccidn/afio en la serie 2 = 6,20.10%4 (p= 0,000620);

e riesgo de infeccidn/afio en la serie 3 =1,77.10% en |a serie 3 (p= 0,000177).

Los organismos internacionales, como USEPA, situan el valor aceptado en un riesgo de infecciéon anual de 1
infeccidn por cada 10.000 habitantes (1.10* o 1,00E-04 o 0,0001).

De acuerdo con lo anterior, las series de datos 4, 1 y 2 utilizadas para realizar este ejercicio de simulacion se
encontrarian de forma clara fuera de los limites aceptados, y sdlo la serie 3 se situaria cercana a los mismos, en
funcion del grado de precisidn que se considere a la hora de expresar los resultados.

7.6. Consideraciones sobre los resultados ofrecidos por la calculadora de
riesgo QVIRA

El modelo tedrico que se sigue para el calculo de las dosis de exposicién a los microorganismos ofrece resultados
basados en el célculo puntual (mejor escenario, escenario intermedio y peor escenario) de forma que tanto la
dosis de exposicion como el riesgo de infeccién adoptan diferentes valores en cada escenario en funcion de
variables dependientes de cada planta de tratamiento de aguas (p.ej. la dosis de reduccién o DR), del dato de
consumo de agua de la poblacién que se utilice o del método de recuperacion para la cuantificacion de los
microorganismos, entre otros. En una situacion en la que se presupone que se parte de la existencia de brotes
entre la poblacion a la que suministran las plantas origen de los datos, a los efectos de valorar el restablecimiento
de suministro se considera que, aplicando el principio de precaucién, lo mas conveniente seria utilizar los calculos
de las dosis de exposicion de la poblacion y del riesgo de infeccidon correspondientes al supuesto del peor
escenario.

En cuanto al riesgo o probabilidad de infeccidn, se destaca el valor de la probabilidad de infeccién anual, a pesar
de que también se ofrecen los célculos realizados para la probabilidad de infeccion/dia. El motivo es que el
objetivo que establece la Regla de Tratamiento de Aguas superficiales (SWTR, por sus siglas en inglés) de la
USEPA, para dar cumplimiento a The Long Term 1 Enhanced Surface Water Treatment Rule (L T1 ESWTR), es
reducir el riesgo que supone para la salud publica la infeccién por Giardia lamblia, Legionella o virus a menos de
1 infeccion por afio por cada 10.000 personas. Este limite de riesgo de infeccién anual de 1 infeccién cada 10.000
personas es el que se considera de forma general en los modelos QMRA de evaluacidén de riesgo, tanto de
infeccion por bacterias, como de virus y protozoos. Sin embargo, el SWTR no tiene en cuenta los sistemas con
altas concentraciones de patégenos en el agua de origen, que, cuando se tratan en los niveles requeridos segun
la regla, aun pueden no cumplir con este objetivo de salud. La anterior regla SWTR tampoco controla
especificamente el protozoo Cryptosporidium.
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Por ultimo, se insiste en que a pesar de la posible utilidad de las calculadoras de riesgo QMRA es necesario
recordar que se trata de calculos basados en modelos tedricos que es necesario interpretar en el contexto de la
situacion epidemioldgica concreta y sobre la base de los datos de las plantas de tratamiento de agua que
abastezcan a la poblacion de estudio.

7.7. Calculos de evaluacion cuantitativa del riesgo microbioldgico de
protozoos. Herramienta Excel (series 1, 2, 3y 4)

Los datos aqui reflejados para realizar los calculos se corresponden con una simulacién a modo de
ejemplo para visualizar el uso de la herramienta. A la hora de utilizar la herramienta en una evaluacién
real, para los valores de la concentracion del microorganismo se deberian utilizar series de datos reales
con los resultados de los analisis que se lleven a cabo durante el periodo de estudio (con un minimo
20- 30 datos) identificando los valores minimo, promedio y mdximo para los escenarios mejor,
intermedio y peor, respectivamente. Asimismo, los valores del valor de reduccién deberian ser los que
se correspondan con la planta de tratamiento origen del suministro que se quiera estudiar de acuerdo
con el tipo de tratamiento que realicen. En cuanto a los valores del factor de recuperacién del método
utilizado en el laboratorio para detectar el microorganismo -necesario para corregir las
concentraciones observadas, si no se dispone de datos propios, se pueden utilizar los indicados en la
Guia para los diferentes grupos de microorganismos.

Serie 1
CALCULO PROBABILIDAD INFECCION

Dosis estimada diaria= € x10°® x V x (1/R) x1

(0 Dosis de exposicion) (Microrisk, 2006; OMS, 2016) ENTRADA PLANTA
Microorganismo modelo o referencia PROTOZ0OO Cryptosporidium
e 01/09/2023
P 30/09/2023
n 20
C: Concentracion del microorganismo presente en el agua (oocistes/L) c [ MIN [ promebio | MAX |
[_8,00E+00 | 1,056+01 | 1,20E+01 |
DR: Valor de reduccién/eliminacién del microorganismo a lo largo del tratamiento (LOG) | DR | 18] \ 2h3l | 5,38 |
V: Volumen de agua que consume un persona por dia (L/hab./ dia) | \'A | 0,25 ‘ 0,842 | 2 |
R: "Porcentaje” (tanto por 1) de recuperacion del método de deteccion [0- 1] | R | 0,536 ‘ 0,336 | 0,136 |
I: Viabilidad/Infectividad [0- 1] [ I | @t I 0,5 | 0,9 |
DOSIS ESTIMADA | _0,00000 | 0,00000 |  0,00066 |
DIARIA | 3,73e-14 | 6,59E-09 | 6,62E-04 |
Riesgo de Infeccién
r (Teunis y col., 1999) [ r [ 00044 | 0,0044 | 0,0044 ]
Prob (ngdiy = 1-€ P \ P(inf/dia) [ 00000 [ 290611 | 2,91E-06 \
Prob ginganuan = 1-[1-Probnteccisnsaia) ] \ P(inf/afio) | o00E+00 [ 1,06E-08 | 1,06E-03 ‘

Modelo infeceion exponencial formula de Haas, 1983; Haas y col., 1999
“D": dosis de exposicion al microorganismo en la poblacion hab./dia).

“r": fraccién del patégeno que sobrevive a todas las barreras del huésped y es capaz de iniciar un proceso infectiva en el
huésped. Estos valores de “” se pueden encontrar en la bibliografia cientifica a pesar de que no existen valores de dosis-
respuesta para todos los microorganismos patégenos. Uno de los valores mas utilizados es el descrito por Teunis y col., 1999
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Serie 2

CALCULO PROBABILIDAD INFECCION

Dosis estimada diaria= € x10®% x V x (1/R) x I

{0 Dosis de exposicién) (Microrisk, 2006; OMS, 2016) ENTRADA PLANTA
Microorganismo modelo o referencia PROTOZOO Cryptosporidium
periodo 01/09/2023
30/09/2023
n 20
C: Concentracién del microorganismo presente en el agua (oocistes/L) | c | MIN | promeDIO | MAX
| 3.00E+00 4,90E+00 7,00E+00
DR: Valor de reduccién/eliminacion del microorganismo a lo largo del tratamiento (LOG) | DR | 13 ‘ 9,3 | 5,38
V: Volumen de agua que consume un persona por dia (L/hab./ dia) | \' | 0,25 ‘ 0,842 | 2
R: "Porcentaje” (tanto por 1) de recuperacion del método de deteccién [0- 1] | R | 0,536 \ 0,336 | 0,136
1: Viabilidad/Infectividad [0- 1] [ 1 ] P O = | 0.9
DOSIS ESTIMADA | 000000 [ 0,00000 | 0,00039
DIARIA | 1,40E-14 | 3,086-00 |  3,86E-04

Riesgo de Infeccién

r (Teunis y col., 1999) | T [ 00044 [ 00044 ] 0,0044.
Prob (inf/dia) = 1-& 7P [ P(inf/dia) [ opoEro0 | 13sE1i | 1,70E08
Prob (inf/anualy = 1'[1-Prob\‘mfe((lnm‘ma)]sés | P(inf/afio) | 0,00E+00 ‘ 4,94E-09 | 6,20E-04
Modelo infeccién exponencial formula de Haas, 1983; Haas y col., 1999
“D"; dosis d exposicién al microorganismo en la poblacién (oocistes/hab./dia).
“r": fraccion del patogeno que sobrevive a tadas las barreras del huésped y es capaz de iniciar un proceso infectivo en el
huésped. Estos valores de *r” se pueden encontrar en la bibliografia cientifica a pesar de que no existen valores de dosis-
respuesta para todos los microorganismos patégenos. Uno de los valores mas tilizados es el descrito por Teunisy col., 1999
Serie 3
CALCULO PROBABILIDAD INFECCION
Dosis estimada diaria= € x10% x Vx (1/R) x I
(0 Dosis de exposicion) (Microrisk, 2006; OMS, 2016) ENTRADA PLANTA
Microorganismo modelo o referencia PROTOZOO Cryptosporidium
3 01/09/2023
periodo
30/09/2023
n 20
C: Concentracion del microorganismo presente en el agua (oocistes/L) | c | MIN | Promebio | MAX

|_0,00E+00 | 1,00E+00 | 2,00E+00

DR: Valor de reduccion/eliminacion del microorganismo a lo largo del tratamiento (LOG) | DR | 13 1 9.3 I 5,38
V: Volumen de agua que consume un persona por dia (L/hab./ dia) | A" | 0,25 ‘ 0,842 | 2
R: "Porcentaje” (tanto por 1) de recuperacion del método de deteccion [0- 1] | R | 0,536 J 0,336 I 0,136
1: Viabilidad/Infectividad [0- 1] [ I | 0,1 | 0,5 | 0,9
DOSIS ESTIMADA | 000000 [ o,00000 | 0,00011
DIARIA | o,00E+00 | 6,28E-10 |  1,10F-04

Riesgo de Infeccion

r (Teunis y col., 1999) | [ [ 00044 T 00044 ] 0,0044
Prob (ing/ds) = 1-e T*P \ P(inf/dia) [ opoe+o0 | 276E-12 | 4,86E-07
Prob (inganuahy = 1-[1-ProbByinteccisnydia)]** \ P(inf/afio) | oooero0 | 101E-09 | 1,77E-04

Modelo infeceidn exponencial farmula de Haas, 1983; Haasy col., 1993

“D": dosis de exposicin al microorganismo en la poblacién (oocistes/hab. /dia).

“r": fraceidn del patogeno que sobrevive a todas las barreras del huéspedy es capaz de iniciar un proceso infectivo en el
huésped. Estos valores de r" se pueden encontrar en la bibliografia cientifica a pesar de que no existen valores de dosis-
respuesta para todos los microorganismos patégenos. Uno de los valores més utilizados es el descrito por Teunis y col., 1999
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Serie 4

CALCULO PROBABILIDAD INFECCION

Dosis estimada diaria= € x10/® x Vv x (1/R) xI
{0 Dosis de exposicién) (Microrisk, 2006; OMS, 2016)
Microorganismo modelo o referencia

C: Concentracién del microorganismo presente en el agua (oocistes/L)

DR: Valor de reduccién/eliminacion del microorganismo a lo largo del tratamiento (LOG)
V: Volumen de agua que consume un persona por dia (L/hab./ dia)
R: "Porcentaje” (tanto por 1) de recuperacion del método de deteccion [0- 1]

I: Viabilidad/Infectividad [0- 1]

Riesgo de Infeccién

r (Teunis y col., 1999)

Prob (nyam = 1-e 7*°

PTODB (inf/anua) = 1-[1-Probiinfaccion/aia) 1***

Modelo infeccién expanencial férmula de Haas, 1983; Haas y col., 1959
“D”: dosis de exposicion al microorganismo en la poblacion (occistes/hab./dia)

" fraccidn del patégeno gue sobrevive a todas las barreras del huésped y es capaz de iniciar un proceso infectivo en el
huésped. Estos valores de “r” se pueden encontrar en la bibliografia cientifica a pesar de que no existen valores de dosis-

respuesta para todos los microorganismos patégenos. Uno de los valores mds utilizados es el descrito por Teunis y col., 1999
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ENTRADA PLANTA
PROTOZ0O Cryptosporidium
o 01/09/2023
B 30/09/2023
n 20
c [ MIN [ promepio | MAX |
| 1,00ev01 [ 6,05E+01 | 1,00E+02 |
| DR | 13 [ 93 ] 5,38 ]
[ v [ 025 | o8z | 2 ]
[ R [ o053 | 0336 | 0,136 ]
[ I | — [ 05 ] 0,9 ]
DOSIS ESTIMADA | 000000 | 000000 | 000552 |
DIARIA | 4.66E-14 | 3,80E-08 [ 552603 |
| r [ 00044 | 0,0044 | 0,0044 |
\ P(inf/dia) [ 000E+00 | 1.67E-10 | 2,43E-05 |
\ P(inf/afio) | o000e+00 | 610608 | 8,82E-03 \
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