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RESUMEN

Los helmintos son parasitos que, dentro de su ciclo de vida, presentan un estadio de
huevo (fase infectiva), el cual, debido a la composicion quimica de las capas o
membranas que lo conforman, es resistente a diversas condiciones adversas. Esta
propiedad los lleva a ocasionar una serie de enfermedades llamadas helmintiosis, las
cuales son responsables de mas de 3 mil millones de infecciones a nivel mundial.
Situacién que se complica debido a la alta cantidad y variedad de huevos de helmintos
que los lodos residuales de paises en desarrollo presentan, como el caso de México,
cuyo contenido sobrepasan los limites maximos permisibles para lodos y biosélidos.
Debido a lo anterior, y después de los resultados observados en estudios previos
sobre el efecto, de forma individual, que diversos agentes fisicos y quimicos ocasionan
sobre la inactivacion de huevos de helmintos, en el presente trabajo se evalué la
eficiencia que un efecto sinérgico (combinando temperatura, pH alcalino, % humedad
y tiempo de contacto) tiene sobre la inactivacion de estos parasitos. Para ello, se
utilizaron dos matrices con dos humedades diferentes, a las que se les adiciond un
namero conocido de huevos viables de Ascaris lumbricoides, A. suum, Hymenolepis
nana, Taenia solium, Toxocara canis y Trichuris trichiura. Posteriormente, fueron
sometidas a una temperatura de 45 °C por 2 h, para de forma inmediata adicionarles
oxido de calcio, y finalmente se almacenaron a diferentes tiempos de contacto. La
recuperacion, cuantificacion y determinacion de la inactivacion de los huevos se llevé a
cabo a través de la técnica indicada en el anexo V de la NOM-004-SEMARNAT-2002.
Los resultados obtenidos mostraron que el efecto sinérgico logré inactivar el 100% de
todas las especies, en condiciones menos extremas y en tiempos menores a los
reportados en la literatura. También se pudo observar que las especies mas
resistentes al tratamiento en la matriz seca fueron A. lumbricoides y Taenia solium,
mientras que en la matriz hUmeda fueron tanto A. suum como A. lumbricoides. Los
dafos observados en los huevos permiten afirmar que la inactivaciéon se logré una vez
gue la capa lipidica cambié su permeabilidad, provocando la deformacion de las

demas capas y muerte del embridn.



INTRODUCCION

Los lodos residuales son subproductos del tratamiento de aguas residuales que
concentran la mayor parte de contaminantes, entre ellos microorganismos tales como
virus, bacterias, protozoos y huevos de helmintos; el tratamiento de lodos en los
paises en desarrollo, es una practica que se realiza en un nimero limitado de plantas
de tratamiento, donde en ocasiones se incluye so6lo engrosamiento y vertido en las
instalaciones municipales o, en el peor de los casos, se descargan al sistema de
alcantarillado sin ningun tipo de tratamiento (Jiménez et al., 2002; Oropeza, 2006).
Problematica que se dificulta alin mas al considerar la alta produccién de lodo que se
genera en la mayoria de los paises, como por ejemplo el caso de México cuya
produccién es del orden de las 650 000 toneladas secas/afio (DOF, 1998; Jiménez et
al., 2002).

Ante esta situacién y con el propésito de controlar los riesgos inherentes a la
generacion de lodos residuales, en México se cred, la normatividad que establece los
“limites maximos permisibles para indicadores, patégenos y parasitos en lodos y
biosélidos” (DOF, 2003), para mejorar la estructura de saneamiento para prevenir la
infeccién y reinfeccidn, rompiendo el ciclo de transmisién de una persona a otra por los
microorganismos, en particular por los huevos de helmintos, reportados como los de
mayor resistencia a los sistemas convencionales de tratamiento y estabilizacién de
lodos (EPA, 2002; Jiménez et al., 2002).

En la actualidad los helmintos son los responsables de afectar a mas de tres mil
millones de personas en todo el mundo, siendo mas frecuentes en regiones con
higiene deficiente, sobre todo en paises en vias de desarrollo del area tropical (EPA,
2002). La forma mas comun de contraer una infeccion por helmintos es a través del
contacto con suelo, agua o alimentos que contienen los huevos o estadios larvarios de
estos parasitos, por lo que el sector mas afectado son nifios menores de 5 afios (Fleta
et al., 2002; Tay et al., 2002).

Los helmintos son resistentes a un alto grado de condiciones ambientales pueden
permanecer viables e infectantes durante meses o incluso varios afios en el medio
ambiente, lo anterior se debe a que presentan una etapa de incubacion en el suelo por
varias semanas antes de transformarse en infecciosos (Tay et al., 2002; Ryan y Ray,

2005). De esta forma, resulta necesario llevar a cabo la estabilizacion de los lodos



residuales donde se logre la inactivacién de los huevos y con ello eliminar y reducir el

riesgo a la salud de la poblacion, que su reuso pudiera implicar (Hernandez, 1998).

Por lo anterior, el presente trabajo evalud la inactivacidén de seis diferentes especies de
huevos helmintos bajo el efecto sinérgico de la temperatura, humedad y 6xido de
calcio a diferentes tiempos de contacto. Con base en los resultados obtenidos se
reconocieron las especies que pueden ser consideradas como microorganismos
indicadores de cualquier proceso de estabilizacion aplicado a un lodo, una de las

matrices mas complejas de tratar.



1. Helmintos
1.1 Definiciéon de Helminto

La palabra helminto se deriva del griego “elmis o Helmis” que significa gusano y la
helmintologia es la ciencia encargada del estudio de los gusanos, principalmente, de

los microorganismos parasitos del hombre y animales.

El término parasitismo se define como: la asociacidén entre dos seres vivos que tiene
consecuencias nocivas para uno de ellos (hospedador) y aporta beneficios al otro
(paréasito). Tradicionalmente en medicina este término se aplica de forma exclusiva a
los protozoos, helmintos y artropodos que viven temporalmente o permanentemente

en el ser humano (Pérez et al., 2006).

Los helmintos son un grupo de organismos pardsitos que se caracterizan por ser
metazoos, heterétrofos con una reproduccion de tipo sexual, tienen d&rganos
diferenciados; su ciclo de vida comprende la produccién de huevos, larvas infecciosas
y alternancia de generaciones que incluyen hasta tres huéspedes distintos (Tay et al.,
2002; Hernandez, 2007).

Los helmintos son animales pluricelulares, de simetria bilateral con envoltura musculo
cutanea, que rodea la cavidad general o celoma. Las estructuras anatémicas que
poseen se hayan modificadas por la adaptacion de la vida en el huésped o huéspedes,
gue le son necesarios. La mayoria presentan dimorfismo sexual, pero, en otros casos

(céstodos y algunos trematodos), son hermafroditas (Brusca y Brusca, 2003).

1.2 Huevos de helmintos

Los helmintos han desarrollado estrategias y estructuras especializadas con las que
pueden sobrevivir en el ambiente durante largos periodos de tiempo antes de parasitar
a un huésped, su habitat natural y definitivo. Estas estructuras son de tal resistencia
que les permiten soportar periodos largos en condiciones adversas de temperatura,
humedad, pH extremos, tension, depredacion e insolacion en comparacion con otro
tipo de microorganismos como bacterias, virus y de algunos quistes de protozoos
(Tabla 1.1).



Tabla 1.1 Tiempo de sobrevivencia de microorganismo patégenos

Suelo Vegetacion
Microorganismo Tiempo maximo Tiempo méaximo
Absoluto - comun Absoluto - comdun
Bacterias 1 afo 2 meses 6 meses 1 mes
Virus 1 afo 3 meses 2 meses 1 mes
Quistes de protozoos 10 dias 2 dias 5 dias 2 dias
Huevos de helmintos 7 afos 2 afos 5 meses 1 mes

Fuente: EPA,1992

Las capas, que conforman a los huevos son basicamente tres, de composicion
guimica diferente: una interna de lipidos, otra intermedia de quitina y una externa de
proteinas; que le confieren funciones de extrema impermeabilidad para asegurar una
baja tasa de pérdida de agua, cuando los huevos son expuestos a desecacion; al
ataque de agentes quimicos y/o al estrés mecénico (Wharton, 1983; Jiménez y Maya,
2007).

La resistencia de los huevos de helmintos se debe también a que presentan reservas
de energia (principalmente triglicéridos e hidratos de carbono), tienen la capacidad de
ajustar su metabolismo a las condiciones externas del medio y a la formacion de

diversas capas en su cascarén (Dmitryjuk et al., 2006)

De acuerdo al origen embrionario (primaria, secundaria y terciaria), las capas, pueden
estar o no formando parte de la estructura del huevo; llegando a diferenciarse en sub-

capas, dependiendo al grupo al que pertenezca el helminto.

La importancia de la estructura y estadio de huevo de los helmintos, radica en que
todos estos organismos dentro de su ciclo de vida lo presentan; el cual varia en forma
y tamaiio, dependiendo de la especie de la que se trate, llegan a medir entre 20 a 90
um, presentan una densidad de 1.06 a 1.24 g/cm® y las capas que los rodean son de

consistencia viscosa (Jiménez et al., 2001).

1.3 Helmintiosis

Los helmintos provocan enfermedades llamadas “helmintiosis” (Tabla 1.2), con

importancia desde el punto de vista de la salud publica, debido a que la infeccion se

lleva a través del contacto con suelo, agua y alimentos (como frutas y verduras)



contaminados con estos parasitos ya sea en estadio de huevo o larvas infectivas

(Kozan et al., 2005).

Tabla 1.2.- Principales enfermedades transmitidas por helmintos

Organismo patégeno Enfermedad Sintomas
Nematodos
Ascaris lumbricoides* |Ascariosis Disturbios abdominales y nutricionales, dolor
abdominal, vomito, inquietud, sintomas
neurolégicos.
Ascaris suum Ascariosis Abscesos de tos, dolor en el pecho y fiebre.

Toxocara canis*

Larva migrans
visceral y
cutanea.

Fiebre, disconformidad abdominal, dolores
musculares, sintomas neurolégicos.

Trichuris trichiura

Trichuriosis

Dolor abdominal, erosién de la mucosa intestinal
y pérdida de peso.

Strongyloides
stercoralis

Strongyloidiasis

Dermatitis, neumonitis eosinofilica, diarrea con
MOoCo y nauseas.

Necator americanus*

Necatoriosis

Diarrea con sangre, anemia.

Ancylostoma

Ancylostomiosis

Cuadros diarreicos con sangrado

duodenale*

Enterobius Enterobiosis Prurito y escoriasiones en region perianal y vulvar
vermicularis (nifias)

Trematodos

Schistosoma spp*

Schistosomiosis

Diarrea sanguinolentay obstruccion intestinal

Céstodos

Hymenolepis nana

Hymenolepiosis

Enteritis, diarrea dolor abdominal y vomito

Taenia solium y
T. saginata

Teniosis
Cisticercosis

Nerviosismo, insomnio, anorexia, disturbios
digestivos, dolor abdominal y diarrea.

Fuente: Tay et al., 2002; Tay y Sanchez, 2002, * también afecta al aparato respiratorio (Pérez et al., 2006)

En general estas infecciones pueden causar variaciones nutricionales (anorexia y mala

absorcion), a largo plazo generan retardo en el crecimiento infantil. Los individuos

infectados estan determinados por procesos conductuales, sociales inmunolégicos y

nutricionales; ya que la prevalencia e intensidad maxima de las helmintiosis se alcanza

en la niflez, la adolescencia y en los grupos de jévenes adultos (Tabla 1.3),

dependiendo de la severidad de la transmisién del parasito y de su especie (Ocampo

et al., 1992).



Tabla 1.3.- Estimacion* mundial de infecciones transmitidas por helmintos
por grupo de edad- afios

Helminto 0-4 5-9 10-14 215 Total
Ascaris lumbricoides 122 143 144 812 1,221
Trichuiris trichiura 86 98 96 514 795
Ancylostoma duodenale** 21 50 85 584 740

* Millones de casos; ** Esta en combinacidon con Necantor americanus. Fuente: De Silva, 2003

Las helmintiosis parasitan a mas tres mil millones de personas en todo el mundo (Fleta
et al., 2002) principalmente por A. lumbricoides, T. trichiura y Ancylostoma duodenale
(Tabla 1.3); en 1999 provocaron 155 000 muertes anuales, reduciéndose a 135 000 y
27 000 muertes para el afio 2002 y 2003, respectivamente (Crompton, 1999; WHO,
2002 y de Silva, 2003).

En el continente Americano se estima que entre el 20 y el 30% de la poblacion puede
estar parasitada por lombrices, tricocéfalos y/o uncinarias (Flisser y Pérez, 2006);
estas infecciones son frecuentes en comunidades rurales y marginadas de paises en
vias desarrollo que se encuentran ampliamente distribuidas en é&reas tropicales y

subtropicales, las cuales principalmente son transmitidas por el suelo (Figura 1.1).

En lo que respecta a México y de acuerdo con el boletin del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiologica (SNVE) del 2005, se registraron 173 414 y 393 casos de
ascariosis y taeneosis, respectivamente; otras helmintiosis tales como himenolepiosis,
toxocariosis y trichuriosis no estan especificadas como tal; sin embargo, se reportan

400,759 casos en el rubro de “otras helmintiosis”.

Su frecuencia es tan variable como diversa es su geografia y desigual el desarrollo
economico. Ante estas diferencias socioecondmicas, dos son los principales
indicadores: la deficiencia sanitaria y la baja escolaridad. Aspectos que se acentian en
las localidades rurales, donde el hacinamiento, el fecalismo al aire libre y la marcada
coexistencia con todo tipo de animales prevalecen. Otro factor de influencia es el
hébito alimenticio de ciertos grupos con predileccion por la ingesta de carne semicruda

con quistes de origen parasitario (Tay et al., 2002).
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Figura 1.1.- Distribucion mundial de infecciones de helmintos transmitidas
por el suelo (HTS), Fuente: Montresor et al., 2002

1.4 Clasificacion de los helmintos

La sistematica de los helmintos sigue siendo controvertida y es objeto de frecuentes
revisiones por diferentes autores (Ruppert y Barnes, 1996; Brusca y Brusca, 2003;
ADL, et al., 2005), los cuales denotan principalmente tres grupos de helmintos que no
estan relacionados filogenéticamente entre ellos: Platelmintos, Nematelmitos vy
Anélidos.

En la figura 1.2 se describe la clasificacion mas aceptada a los grupos y especies de
organismos (nombres subrayados) que experimentalmente fueron tomados en cuenta

en el presente trabajo.
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Figura 1.2 Sistematica del grupo de los helmintos. Fuente: Jiménez y Maya, 2007

A continuacion se describen algunas generalidades de los Platelmintos (especialmente
de céstodos) y Nematelmintos ya que de acuerdo con la clasificacion que se muestra

en la figura 1.2, estos dos grupos son de importancia médica.

1.4.1 Generalidades de céstodos
Los céstodos constituyen la clase mas diferenciada evolutivamente de los platelmintos.
Las 3400 especies descritas son endoparasitos con el cuerpo cubierto por un

tegumento sincitial, con modificaciones especificas, para la absorcién de nutrientes

(Ruppert y Barnes, 1996).

Los adultos a menudo son de color amarillo blanquecino, formado por tres estructuras:
el escolex, cuello y estrobilos (Tabla 1.4), se alimentan directamente por ésmosis de
los nutrientes existentes en el intestino del huésped. Es caracteristica la presencia de

una cabeza dotada de ventosas y, a veces, un rostelo armado con ganchos.



Tabla 1.4.- Principales estructuras del cuerpo de los céstodos

Estructura Descripcién Funcién
Escolex Son cuatro discos musculares de Para fijarse a la mucosa intestinal
succion, fijos a una parte saliente del huésped

llamada réstelo.

Cuello Es delgado, no segmentado, sin Sirve de unidn para el escélex y
aparato genital y poco diferenciado. | estrébilo

Estrébilo Serie de proglétidos con 6rganos Se realiza la fertilizacion conforme el
masculinos y femeninos cada uno. proglétido o segmento se aleja cada
vez mas del cuello.

Fuente: Tay et al., 2002

1.4.2 Ciclo bioldgico de los céstodos

La transmision de un huésped a otro comienza cuando el embriéforo (huevo), se libera
por la rotura de los proglotidos terminales y sale por las heces al medio externo, tras
su ingestion (por el huésped intermediario y/ o especifico) se forma la oncosfera

(embrion hexacanto), el cual comienza a digerir los jugos gastricos.

Después atraviesa la pared intestinal con ayuda de los ganchos y, por via linfatica,
circulatoria o parenquimatosa, llega a un determinado lugar del huésped, donde se
convierte en larva, que dependiendo de la especie pueden concentrarse en: cisticerco,
cisticercoide, cenuro, hidatide, procercoide y/o plerocercoide (Ruppert y Barnes, 1996;
Tay, et. al; 2002; Brusca y Brusca, 2003).

Finalmente, del excdlex se forma un proglétido, a nivel del cuello, hasta alcanzar en
varios meses centenares de ellos (no en todas las especies) y formar un organismo
adulto (Pumarula et al., 1987).

Los céstodos presentan tres diferentes ciclos biolégicos, de acuerdo al numero de

huéspedes intermediarios (Tay et al., 2002):

1.- Con un huésped definitivo como Hymenolepis nana: una vez que la persona ingiere
los huevos, éstos llegan al estbmago, reblandecen su cubierta exterior y eclosionan en
el intestino delgado, la oncosfera, que se introduce en las vellosidades intestinales, se

trasforma en cisticercoide; posteriormente se evagina y da lugar al parasito adulto.

2.- Con un huésped intermediario y un huésped definitivo como en el caso de Taenia
solium: la persona infectada elimina proglétidos maduros llenos de huevos, los cuales
se desintegran en el exterior liberando los huevos en el medio ambiente; cuando los

progléditos gravidos son ingeridos por los cerdos, el cisticerco, migra hacia la masa



muscular del huésped, infectandola, y al ser consumida por el humano, el cisticerco

evagina en el intestino (Figura 1.3).

3.- Con un huésped definitivo y dos huéspedes intermediarios como Dyphyllobotrium

[atum
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HOMBRE Proglatido gravido
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@ Cisticerco en musculo
GANADO
Circu acion
Huevos embrionados vy
Embrion o proglotidos ingeridos

hexacanto
penetra en el intestino

Figura 1.3.Ciclo bioldgico de Taenia solium. Fuente: Jiménez et al., 2009

1.3.2.1 Caracteristicas y composicion quimica del huevo de céstodos

Las hembras de céstodos tienen una alta capacidad de ovoposicion (cantidad de
huevos que la hembra puede llegar a poner), y es dentro de los huevos donde se inicia
la formacién de la larva dentro del huésped. La forma y tamafio de los huevos varian

con las especies (Tabla 1.5).



Tabla 1.5.- Principales caracteristicas de los huevos de Céstodos

Capacidad Tiempo

Tamaio de de Caracteristicas
Céstodos Forma (um) ovoposicibn maduracién distintivas
Hymenolepis nana 80 a 180 .
Ovoide 45 x 35 huevos por En ,el Filamentos
L huésped polares
proglétido
Taenia solium 50000 a En el
Esférico 31x 43 60 000 . Estrias radiales
h huésped
uevos

Fuente: Tay et al., 2002

La oncosfera de los céstodos estad rodeada por una compleja serie de capas que,
segun Rybicka en 1972 (citado por Wharton, 1983), son del interior al exterior:
membrana oncosferal, embriéforo, capa interna, capa externa, cascarén y capsula; los

cuales pueden o no estar presentes (Figura 1.4).

; 0, X252
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Taenia spp

Figura 1.4.- Forma y estructura de los de huevos de céstodos. Capas del huevo de
Taenia spp. (A), capas del huevo de Hymenolepis nana (B), forma del Huevo de Taenia solium
(C), forma del huevo de Hymenolepis nana (D);.(u) oncosfera, (mo) membrana oncosferal, (ep)
embridforo, (cfp) capa de filamentos polares, (ci) capa interna, (ce) capa externa, (c/s) cascaron
/capsula. Fuente: Wharton, 1983.

1.4.3 Generalidades de los Nematelmintos (nemétodos)

Los Nematelmintos o nematodos (de nema, hilo y oedes, similar, parecido), son uno
de los grupos de metazoos mas abundante, con unas 25 000 especies descritas
(Brusca y Brusca, 2003); en su estado adulto estdn rodeados de una cuticula externa

hialina e interna epitelial, por debajo de la cual se encuentra una capa musculo-



subcutanea, formada por fibras musculares longitudinales; esta pared delimita el

celoma, que aloja al resto de las estructuras (Tay et al., 2002).
1.4.4 Ciclo biologico de nematodos

La mayoria de los nematodos tienen un huésped definitivo, su transmision se produce,
de forma directa o incluye huéspedes intermediarios, por la ingestién de huevos y/o
larvas, a través de la piel, mucosas, o de un huésped intermediario (artropodo); los
huevos eliminados por las heces, se convierten en larvas, que presentan diversas
mudas (de una a tres) hasta invadir al nuevo huésped. En algunas especies el huevo

es la forma infectante (Pumarula et al., 1987).

El ciclo de vida mas simple lo presenta el género Trichuris trichiura que se alimenta,
crece y copula dentro del intestino del huésped antes de trasladarse al ano para
depositar los huevecillos en la piel del perineo donde son expulsados con las heces.
Los huevos deben incubarse en la tierra antes de volverse infectivos; tras la inhalacion
0 ingestion, los huevos son deglutidos en el lumen intestinal, completando asi el ciclo
(Tay et al., 2002).

De manera muy similar se transmite la especie de Ascaris lumbricoides, solo que
después de brotar el huevo en el lumen intestinal, la larva penetra la pared intestinal y
migra al higado, vena cava, cavidades cardiacas derechas y pulmones del huésped,
donde sufre dos mudas para penetrar en los alveolos pulmonares, rompe los capilares
y asciende por los bronquios a la traquea, hasta ser deglutida y llegar nuevamente al

intestino, donde seguira creciendo hasta convertirse en adulto (Figura 1.5).
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Figura 1.5 — Ciclo biolégico de Ascaris lumbricoides. Fuente: Jiménez et al., 2009

1.3.4.1 Caracteristicas y composicién quimica del huevo de los
nematodos

La forma y tamafio de los huevos son especificas de cada especie; presentan una alta
capacidad de ovoposicion debido a que necesitan pasar algun tiempo en el suelo para
que este se convierta en infectivo (tiempo de maduracién), por lo que también se
denominan geohelmintos (Tabla 1.6).



Tabla 1.6.-Principales caracteristicas de los huevos de algunos géneros de
nematodos

Capacidad Tiempo

Tamafio de de Caracteristica
Nematodos Forma (um) ovoposicion® maduracion? distintiva
Ascaris
> i 40 a 80 x 200 000 a
lumbricoides Eliptico 35 2 50 240 000 la2 Mamelones
Ascaris suum Eliptico 50 a 80 x 1000000a |2a3 Mamelones
40 a 60 2 000 000
Trichuris trichiura Ovoide 50 a 60 x 3000 a 3ab Tapones
(bolillo) 21 a 26 10 000 polares
Toxocara canis Esférico |85a95x 200 000 2a 3 Cubierta
75a90 granulada

Fuente: Tay et al; 2002. "huevos por dia, “semanas.

La cubierta que rodea a los huevos estd formada basicamente por tres capas,
secretadas por el mismo huevo; solo algunos nematodos presentan una o dos capas
secretadas por el Utero, la cual consiste en un sistema de fibras, poros o espacios
(Tabla 1.7)

En el caso del género Ascaris la capa uterina tiene proyecciones de fibras
filamentosas que dan una apariencia mamelonada (Bird y Bird, 1991). Cada capa tiene
una composicion quimica particular, que le confiere funciones para asegurar la

supervivencia del huevo en el ambiente.

Tabla 1.7.- Funcion y composicién de las capas de los huevos de nématodos

Capa Funcién Composicion
1. Lipidica/ interna Permeabilidad selectiva Lipidos (75 %) y proteinas (25 %)
2.Quitinosa/ Da estructuray resistencia a Quitinay proteinas
intermedia dafios mecanicos
3.Vitelina/ externa Adhesion Lipoproteinas, carbohidratos
4.Uterina/ externa Adhesion Mucopolisacaridos, proteinas y
lipidos

Fuente: Bird y Bird, 1991; Jiménez et al., 2009

1.5 Huevos de helmintos en lodos

Los huevos de helmintos son concentrados en los lodos a través del tratamiento de las
aguas residuales (Silva y Martinez, 2000). En la tabla 1.8 se muestra que el contenido

de huevos de helmintos a nivel mundial es notoriamente diferente tanto en aguas



residuales como en lodos, ya que la informacidn a este respecto, es muy escasa y

obtenida con una variedad de técnicas analiticas.

Ademés de que el tipo y cantidad de huevos dependen de los factores
socioecondmicos Yy culturales (Silva y Martinez, 2000), del estado epidemiolégico de la

comunidad y del endemismo del organismo en cuestién (Jiménez et al., 2001).

Tabla 1.8.- Contenido de huevos de helmintos en aguas residuales y
en lodos a nivel mundial.

Pais /region Aguas Residuales (HH/L) Lodos (HH/g ST)
Paises en 70-3000 100-3000
desarrollo
México 6-98 y hasta 330 en regiones 73-177
extremadamente pobres
Brasil 166 — 202 75
Egipto SD 67-735
Ghana SD 76-480
Marruecos 840 SD
Jordan 300 SD
Ucrania 60 SD
Estados Unidos 1-8 2-13
Francia 9 5-7
Alemania SD <1
Gran Bretafa SD <6

SD sin datos, fuente: Jimenez y Maya, 2007.

En México el contenido de huevos de helmintos es el principal problema que afecta la
calidad de los lodos ya que el contenido de metales pesados no representa una
limitante real para su uso. Jiménez et al. (2008) reportaron que los géneros mas
comunmente encontrados son: Ascaris spp., Trichuris spp., Toxocara spp.,

Hymenolepis spp. y Taenia spp. (Figura 1.6).
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Figura 1.6.- indice de frecuencia de los huevos de helmintos en México Fuente:Jimenez
et al., 2008

1.5.1 Indicadores de contaminacion en lodos: huevos de helmintos

Un microorganismo indicador ideal de contaminacién fecal debe reunir las siguientes

caracteristicas (Diaz et al; 2007):

e Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos

- Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos.
e Estar presentes cuando los microorganismos intestinales lo estan.

e Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion.

« Debe serincapaz de reproducirse fuera de los animales homeotérmicos.

e Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las
bacterias patdégenas.

e Debe ser facil de aislar y cuantificar.

* No debe ser patégeno.

Como no existe ningun organismo que reuna todos los criterios de un indicador ideal
de contaminacion y sélo ciertos grupos llegan a satisfacer algunos de estos requisitos,
la Organizacibon Mundial de la Salud (WHO) en el 2004 propuso que los
microorganismos modelo que pueden considerarse como indicadores del proceso de

tratamiento de lodos, deben cumplir con los siguientes criterios (WHO, 2004):

1. Estar presente en el lodo crudo en un nimero elevado y de facil determinacion.

2. Debe ser una sola especie o de un grupo pequefio de especies estrechamente
relacionadosS.



3. Los métodos de deteccion del indicador modelo deben ser estandarizados de
una forma sencilla, rapida y confiable.

4. Debe ser igual o ligeramente mas resistente a los demas agentes patdgenos.

5. Si existiera la regeneracion de agentes patdgenos, el organismo indicador debe
estar presente.

Debido al riesgo de contaminacién tanto a nivel humano como ambiental que
representan los huevos de helmintos, es necesario, la eleccion de un parasito
indicador ya que el uso de indicadores tradicionalmente utilizados para ello como los

coliformes fecales no garantiza la ausencia de virus y parasitos en el lodo tratado.

A diferencia de las bacterias indicadoras de contaminacion fecal, los huevos de
helmintos son mas resistentes a los procesos de desinfeccion con cloro y pH
extremos, ademas de que la cantidad de éstos no varia con el tiempo porque no se

reproducen fuera del huésped (Silva y Martinez, 2000).

2. Generacion de lodos

La informacion de lodos residuales generados, varia de acuerdo al nivel de desarrollo
de cada pais, siendo los Estados Unidos y la Unién Europea los de mayor generacion,
respecto a los demas paises, donde la informacién de la cantidad de lodos es escasa
y, en algunos casos practicamente nula, como en México o Beijing (Tabla 2.1.; Aguilar,
2006).

Tabla 2.1.- Generacién de lodos en diferentes paises del mundo

Pais Lodos (millones de toneladas Referencia
base seca/afo)

Beijing 0.18 Aguilar, 2006
Canadéa 0.39 Aguilar, 2006
Estados Unidos 7.6 Aguilar, 2006
Japoén 1.8 Ito et al., 2001 en Méndez, 2003
México 0.65 Barrios et al; 2003
Shangai* 0.29 Aguilar, 2006
Taiwan* 2.8x10° Hsiau y Lo, 2001 en Barrios, 2003
Unién Europea** 10.1 Aguilar, 2006

*Ciudades de mayor importancia de la Republica Popular de China. **Conformado por 27 Estados.
Aunque en México se desconoce la cantidad de lodos generados, la Norma Oficial

Mexicana NOM-001-ECOL-1996 (DOF, 1998), establece que las ciudades mayores a
50,000 habitantes trataran 158 m®/s de aguas residuales, mismos que a su vez

generardn aproximadamente 650 000 tons de lodos en base seca/afio.



2.1 Caracteristicas del lodo residual

La composicion del lodo varia de acuerdo con el tipo de agua residual a tratar
(industrial, doméstica o municipal); por lo que se tienen que evaluar diferentes
pardmetros para definir las caracteristicas y necesidades del tratamiento del lodo
(Jiménez et al., 2001).

En la tabla 2.2 se muestran las caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas de los
lodos, las cuales, dependen del proceso de tratamiento que los origina, de su edad y

del proceso de tratamiento al que se someten.

Tabla 2.2.- Principales caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas de lodos
residuales

Propiedad Parametros

Quimicas e Composicion: Plaguicidas, metales y cianuro, compuestos
organicos volatiles y semi-volatiles, bifenoles policlorados,
nitrégeno y fosforo mineral.

e Olor.
Fisicas Concentracién de sélidos, tamafo de particula, color, tipo de fluido, forma
en que se encuentra el agua, sedimentabilidad.
Bioldgicas e Bacterias
e Virus

e Protozoos y helmintos

Fuente: Jiménez et al., 2001

2.1.1 Caracteristicas bioldgicas del lodo

Las propiedades bioldgicas de un lodo dependen de la naturaleza de sus
constituyentes organicos, toxicidad de los materiales, contenido de nutrientes y

factores de crecimiento que le proporcionen al microorganismo su desarrollo optimo.

Los microorganismos presentes son generalmente: virus, bacterias, hongos, algas,
protozoos y huevos de helmintos cuya frecuencia se puede ir modificando segun las

caracteristicas propias del lodo y el tratamiento que éstos reciban.

Se pueden clasificar en tres principales categorias: 1) los que participan en el proceso
de depuracion de los lodos, formando la biopelicula; 2) aquellos que pueden causar
problemas en el proceso y 3) los que se encuentran a lo largo de todo el proceso, tales
como los microorganismos patdgenos, principalmente, virus y pardsitos (Lue-Hing et
al., 1998).



Estos ultimos provienen de las aguas residuales donde alcanzan concentraciones mas
altas en los lodos, en la tabla 2.3 se presentan los principales microorganismos

patégenos en aguas y lodos residuales.

Tabla 2.3.- Principales microorganismos patégenos reportados en lodos residuales

Virus entéricos

Bacterias

Protozoos

Helmintos

Hepatitis A Virus

Salmonella sp.

Cryptospordium

Ascaris suum

Entamoeba
Norwalk Shigella sp. histolytica A. lumbricoides
Rotavirus Vibrio cholerae Balantidium coli Trichuris trichiura

Enterovirus (poliovirus,

Coxsackievirus y

Escherichia coli

Taenia saginatay

Echovirus) (cepas patdgenas) Toxoplasmagondii | T. solium

Necator
Reovirus Campylobacter americanus
Calicivirus Hymenolepis nana

Fuente : EPA, 1992

2.2 Generacion de Biosoélidos

Cuando los lodos residuales son tratados (estabilizados y/o digeridos) se les denomina
biosdlidos, y su aplicacion al medio ambiente no debe representar ningin dafio a la
salud o al equilibrio ecologico (Jiménez et al., 2001). Por el contrario su aplicacion
como fertilizantes favorece la nutricion de las plantas afadiendo nitrégeno, fésforo y
otros nutrimentos al suelo, lo que a su vez permite la reduccion del uso de fertilizantes
sintéticos, ya que los nutrimentos se liberan méas lentamente conforme las

necesidades de las plantas y son convertidos en biomasa (EPA, 1994).

Los biosolidos actian como acondicionadores del suelo facilitando el transporte de
nutrimentos, incrementan la retencién del agua, en suelos compactos incrementan la

porosidad y en suelos arenosos la retencion de agua.

2.2.1. Normatividad de lodos residuales y biosélidos

Las autoridades mexicanas tomando como referencia el apartado 503 del cédigo de
Regulaciones Federal de la norma para los biosélidos de la Agencia de Proteccion
Ambietal en sus siglas en inglés (EPA, 1996), crearon la NOM-004-SEMARNAT-2002,

la cual establece las especificaciones y los limites maximos permisibles de



contaminantes en lodos y biosélidos, con el fin de posibilitar su aprovechamiento o

disposicion final y proteger al ambiente y la salud humana (DOF, 2003).

De acuerdo con esta norma, los biosolidos se clasifican en dos tipos: excelente y
bueno en funcion de su contenido de metales pesados; y en las clases: A, By C en

funcién de su contenido de patdégenos y parasitos (Tabla 2.4).

Tabla 2.4.- Limites maximos permisibles para patégenos y parasitos en lodos y
biosélidos

Indicador bacterioldgico de

contaminacion Patogenos Parasitos
Clase Coliformes fecales Salmonella spp. Huevos de helmintos/ g
NMP/g en base seca NMP/g en base seca en base seca
A <1000 <3 <1l(a)
B <1000 <3 <10
cC < 2000000 <300 <35

(a) huevo viable; g en base seca = ST (sdlidos totales). Fuente: DOF, 2003

2.3 Tratamiento de lodos residuales

El tratamiento de lodos resulta problematico, ya que puede representar el 50 % del
costo de inversidén y de operacion en una planta de tratamiento, debido a la instalacién
de reactores para la estabilizacion de los lodos residuales, los sistemas de
deshidratacién y el traslado del lodo a los sitios de disposicion. Muchas de estas
plantas solo cuentan con lechos de secado donde el lodo se deshidrata y después se

conduce a un tiradero o en el mejor de los casos al relleno sanitario.

El tratamiento de lodos residuales para producir biosélidos se agrupa en cuatro
categorias, las cuales tienen, caracteristicas metodoldgicas y técnicas muy especificas
que las distinguen (Tabla 2.5); que sirven principalmente para la disminucién de olores
ofensivos, eliminacién de vectores, reduccion del volumen de agua, de la masa de

sélidos y eliminacion microorganismos patégenos (Mahamud et al; 1996).



Tabla 2.5.- Diferentes procesos para el tratamiento del lodo residual.

Proceso Técnica Descripcion

Fisico Espesamiento (decantacion, flotacion y Destinados a la separacion,
centrifugacion), desaguado (filtracion reduccion del volumen del
secado, evaporaciéon y prensado) lodo

Quimico Acondicionamiento, neutralizacion, Adicion de quimicos para
extraccién, oxido- reduccién, estabilizacién y | modificar las caracteristicas
solidificacion del lodo

Bioldgico Digestion anaerobia y aerobia, compostaje Aplicaciéon de biomasa para la
estabilizacién del lodo

Térmico Incineracidn, vitrificacion, congelamiento, Destinados a la destrucciéon y
cristalizacién, oxidacion por aire himedo y destoxicacion del lodo
ceramizacion

Fuente: Van Nostrand, 1990.

Estos procesos toman como parametros de control la temperatura, pH y tiempo de
retencion celular (tiempo durante el cual el lodo es sometido a la presién de las
condiciones de cada técnica), porque estan intimamente ligados a la eliminacién de

microorganismos patégenos.
2.3.1 Estabilizacion alcalina

Al proceso quimico con cal se le denomina estabilizacion alcalina; la cual por mas de
2000 afios se ha empleado para estabilizar y deodorizar excrementos y estiércol.
(Méndez, 2003)

La estabilizacion con cal reduce tanto a los grupos de indicadores y patdgenos
(coliformes fecales y Salmonella) en un 99.9 % y tiene una eficiencia parcial sobre los
huevos de helmintos, no reduce el contenido de sdlidos volétiles, pero si el pH

desciende de 11 los procesos bioldgicos se pueden reactivar (EPA, 1992)

Para tener éxito en el proceso de estabilizacion se deben tener en cuenta
determinados criterios de disefio como: a) tiempo de contacto de la cal y pH
alcanzando; b) dosis de cal adicionada y c) humedad del lodo crudo para generar una

reaccion exotérmica (Méndez, 2003).
3. Estudios previos
Dentro de los principales factores que repercuten directamente en el desarrollo del

huevo a la fase infectiva se encuentran la humedad, temperatura y pH del medio al

que son expuestos (WHO, 2004); estos factores evaluados de forma individual



respecto al tiempo podrian no ser la forma mas eficiente para la inactivacion de los
huevos. En la tabla 3.1 se observa que cuando los huevos son sometidos a
temperaturas de 30 y 40 °C esta tiene poco efecto sobre la viabilidad del huevo,
observandose que al ir aumentando la temperatura hasta 80 °C, la inactivacion de los
huevos es mayor y total (Jiménez et al.,, 2008). También se puede observar que a
temperaturas de 34 a 65 °C la inactivaciébn aumenta siendo que a tiempos de 5y 10

min e inclusive hasta los 8 dias de contacto se logra la inactivacion total (WHO, 2004).

Tabla 3.1 Efecto de latemperaturay tiempo sobre la viabilidad de los huevos de
los helmintos

Género/Especie  Temperatura Tiempo de Viabilidad de los huevos de helmintos
(°C) contacto
Ascaris spp.” 34.4 13 dias 10 % de larvas méviles
37.8 8 dias Pérdida de viabilidad
A. lumbricoides® | 30 y 40 Por debajo del 10 % de inactivaciéon en
A.suum todas las especies alos 30 °C




R R e & Er 40°C ASCarsy ToXoCara enen aeras
T. solium a 30 % de inactivacion. .
H. nana 70 % de inactivacion en 40°C
T. trichiura 50 % de inactivaciéon “
Ascaris spp.” 50 1 min 41 % de larvas moviles
10min Pérdida de viabilidad
A. lumbricoides?® 50 % de inactivaciéon
A. Suum ................................................................... L.‘ ---------------
T. canis 55 % de inactivaciéon
T. solium “
H. nana 80 % de inactivacién
T. trichiura “
Ascaris spp.’ 55 6.5 min Huevos larvados
10 min Pérdida de viabilidad
2h Pérdida de viabilidad
Ascaris spp.” 60 10 min 30% de larvas moviles
Pérdida de viabilidad
A. lumbricoides?® 85 % de inactivacion
A.suum “
T. canis 75 % de inactivacion
T. solium 80 % de inactivacién
H. nana 90 % de inactivacién
T. trichiura
Ascaris spp.” 65 5 min Pérdida de viabilidad
5 min 43 % de larvas moviles
Ascaris spp.” 70 3 min 34 % de larvas moviles
68 % de larvas moéviles
A. lumbricoides® | 70 y 80 Pérdida total de viabilidad de los huevos
ASUUM e de las seis especies de helmintos en
T. canis ambas temperaturas
T. solium
H. nana
T. trichiura
Ascaris spp.” 103 3 min Pérdida de viabilidad

' Tomado de WHO, 2004; * Jiménez et al., 2008.

Diversos estudios sobre el efecto de la humedad sobre la viabilidad de los huevos han
sido realizados por varios autores (Tabla 3.2), pero la mayoria de éstos han sido sobre
el género Ascaris, dando como resultado que a humedades de 0% el huevo detiene
totalmente su desarrollo, y logra mantenerse cuando la humedad del medio oscila
entre 35.5 a 76% (Wharton, 1979). Siendo que a humedades mayores los factores
como el tiempo de contacto y la temperatura ayudan a una eliminacion mas eficiente y
total de la viabilidad (WHO, 2004).



Tabla 3.2 Efecto de la humedad y el tiempo sobre la viabilidad de los huevos de

helmintos

Género / especie  Humedad Temperatura Viabilidad de los huevos de helmintos

(%) (°C)
A. lumbricoides ° 0 16.5y 30 Colapso de huevos alos 3 dias
Ascaris spp. ' 3.3-4.2 38-46 Viabilidad hasta los 51 dias

5.5-11.2 13-46 Viabilidad hasta los 81 dias

A. lumbricoides ° 325 16.5 Sin desarrollo después de los 17 dias

33-34 30 Sin desarrollo después de los 4 dias
Ascaris y 40-50 20-30 Destruidos después de los 4 dias
Trichuris *
A. lumbricoides ° 75.5 30 Colapso después de los 7 dias
Ascaris y 76 16.5 Sin desarrollo después de los 51 dias
Trichuris * 77 22 Destruidos alos 4 dias
Ascaris spp. 80-95 31 Huevos desarrollados hasta mérula

95 27-29 Huevos viables

' Tomado de WHO, 2004; > Wharton, 1979.
El efecto del 6xido de calcio es fundamental en la viabilidad de los huevos ya que

debilita las capas que lo conforman por medio de la presion osmaética que se ejerce al
cambiar dréasticamente el pH del medio, tal y como se lleva a cabo en la estabilizacion
alcalina (Méndez, 2003). Dependiendo del % de CaO utilizado, y del % de ST del lodo,
se puede mantener el pH por arriba de 12, el cual ayuda a que la inactivacién de los
huevos aumente, llegando en algunos casos hasta un 100%, como sucedié con los
géneros Hymenolepis y Trichuris a un tiempo de 2 meses (Mendoza,1998; Jiménez et
al., 2008); mientras que para otros géneros (Toxocara y Taenia) bajo las mismas
condiciones no se logro la inactivacion total, en especial la del genero Ascaris
(Jiménez et al., 2008) (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Efecto de la CaO, tiempo y humedad sobre la viabilidad de los huevos de

helmintos
Hume
Género/especie dad CaO Tiempo Viabilidad de los huevos de helmintos
inicial (%)

(%0)




Sin distincién de 61 20 30 min | Se detectaron 42 HV de 160 huevos
especie.! 30 Se detectaron 31 HV  “
40 Se detectaron 18 HV !
Sin distinction de 50 15 24 h Viabilidad de 2.4 huevos de 28.4 HV
especie 2 21 Viabilidad de 0.8 huevos  *
27 Viabilidad no detectada !
Ascaris spp. ° 5, 10, 2h Viabilidad reducida gradualmente en cada
15, dosis pero no en su totalidad
Trichuris spp. 20,30y Pérdida de viabilidad después de agregar
Hymenolepis spp. 40 CaO al 15%
Toxocara spp.
A. lumbricoides * 90.3 15 1,2,3, | Lapérdida de viabilidad de 35 HV fue
A.suum 4,5y 6 | gradual respecto al tiempo de exposicidon
T. canis meses | registrando de 1 a2 HV alos 6 meses
T. solium
H. nana
T. trichiura Pérdida de viabilidad total a los 6 meses
A. lumbricoides * 90.3 20 1,2,3, | Lapérdidade viabilidad de 35 HV
A.suum 4,5y 6 | respecto al tiempo fue de manera gradual
T. canis meses | pero no total ya que registraron al 5 mes
T. solium de2a3HVy1HVenel6mes
T. trichiura Pérdida de viabilidad total de los 35 HV
H. nana desde los 2 meses
I

Viables

Hernandez (1998); > Mendoza (1998); * Méndez (2003); * Jiménez et al. (2008). HV: Huevos

Debido a que los factores de humedad 6xido de calcio y temperatura son capaces, de

forma individual, inhibir el desarrollo del huevo dependiendo del tiempo de exposicién

al que son sometidos, el presente trabajo de tesis evaluo el efecto sinérgico de estos

factores sobre la inactivacién de diferentes especies de huevos de helmintos, y con

base en ello determinar qué especie (s) es la(s) que presenta(n) mayor resistencia a

dicho tratamiento, proponerla (s) como posible(s) indicador(es) de contaminacion

bioldgica.



2. HIPOTESIS

El efecto sinérgico de la temperatura, éxido de calcio (CaO), y humedad a diferentes
tiempos de contacto ocasiona la inactivacion de diferentes especies de huevos de

helmintos de importancia médica.

3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto sinérgico que la temperatura, CaO, y humedad tienen sobre la
inactivacion de los huevos de Ascaris lumbricoides, A. suum, Toxocara canis, Trichuris

trichiura (nematodos), Hymenolepis nana y Taenia solium (céstodos).

Objetivos particulares

e Comparar la eficiencia de los procesos de incubacion a 26 °C y tincion con azul
tripan para determinar la viabilidad de las diferentes especies de huevos de
helmintos.

e Determinar cudl (es) de las 6 diferentes especies de huevos de helmintos
seleccionada (s) presenta (n) la mayor resistencia a la inactivacion.

e Establecer cudl (es) especie (s) puede ser considerada (s) como indicador (as)

de contaminacion, debido a su resistencia.



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Origen de la matriz (sustratos).

En el presente trabajo se define “matriz’ como el sustrato o medio donde se llevé a
cabo la fase experimental, ya que para fines practicos se simularon condiciones

hamedas y secas, utilizando para ello dos matrices diferentes:

a) La primera matriz utilizada correspondi6 a un lodo fisicoquimico proveniente de
la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de San Andrés Mixquic, ubicado en
la Delegacion de Tldhuac D.F. Dicha planta funciona mediante un tratamiento
primario avanzado (coagulacién, floculacion quimica con filtracion y desinfeccion),
tiene una capacidad instalada y gasto de operacion de 30 L/s, anualmente trata un
volumen de 946 m?, la cual se usa para riego agricola (CNA, 2007). El lodo se
recolecté de la purga de los sedimentadores primarios, en recipientes de plastico

de 5 L, previamente desinfectados con cloro (DOF, 2003).

b) La segunda matriz correspondié a una mezcla de diferentes muestras de suelo
de la regién del Valle de Tula, Hidalgo; que fueron recolectadas por personal del
grupo de “Tratamiento y Relso” del Instituto de Ingenieria, UNAM. Las muestras
se expusieron al sol para reducir la humedad de las mismas, después se

almacenaron en el cuarto frio a 4°C al igual que el lodo recolectado.

Inicialmente, a los dos sustratos se les determiné el % ST (solidos totales) por el
método Gravimétrico, 2540 B (APHA, AWWA, WEF, 1998), después se esterilizaron
en un autoclave a 15 libras de presion y 105 °C durante 1 h, para eliminar la viabilidad
de los huevos de helmintos que la matriz pudiese tener, y huevamente se determinoé el
% ST de cada sustrato. En el caso del lodo, y con el objeto de reducir el % ST a 11.3,
se someti6 a 3000 rpm durante 1 min en una centrifuga marca IEC HN-SII.

Finalmente, el suelo presentd un contenido de 88.7 % de ST.

Las matrices asi obtenidas fueron identificadas como: matriz humeda al lodo que
contenia 88.7 % de humedad y matriz seca al suelo que presenté una humedad de
11.2 %.



4.2 Origen de los huevos de helmintos.

Los concentrados de las 6 diferentes especies de huevos de helmintos que se
utilizaron en el presente trabajo fueron comprados y/o donados por diferentes
entidades. En la tabla 4.1 se muestra el origen de cada una de ellas. Antes y durante

la experimentacion los concentrados se conservaron en solucion salina a 4 °C en el

cuarto frio.
Tabla 4.1 Origen del concentrado de los huevos de Helmintos
Helminto Especie Clave
Nématodos Ascaris lumbricoides CP, HPM

Ascaris suum RCM

Toxocara canis CP

Trichuris trichiura CP

Céstodos Hymenolepis nana CP
Taenia solium RCM

HPM=Muestras humanas del Hospital Pediatrico de la Ciudad de México; RCM=Rastros de
la ciudad de México y CP=Comprados en la empresa PACAL.

Con base en su procedencia y al certificado de compra (Anexo Ill), los huevos
adquiridos eran fértiles, es decir, potencialmente capaces de formar una larva
infectiva; sin embargo, se realizaron pruebas alternas para confirmar tal aseveracion

por medio de la técnica de incubacion a 26 °C.

4.3 Acondicionamiento de la matriz para evaluar el efecto sinérgico

El desarrollo de la fase experimental se llevé a cabo en el &rea de Parasitologia del
Laboratorio de Bioprocesos e Ingenieria Ambiental del Instituto de Ingenieria, UNAM.
En la figura 4.1 se muestra la metodologia que se siguié para evaluar el efecto
sinérgico de los factores de humedad, temperatura y CaO al 20% sobre la viabilidad
de los huevos de 6 especies de helmintos en diferentes tiempos de exposicién que a

continuacion se explica.

Una vez, y contando ya con las dos matrices de experimentacion, se procedid a
adicionar a tubos de 50 mL de capacidad con tapa de rosca (para simular un sistema
cerrado; Méndez, 2003) por separado 2.25 g de la matriz seca (suelo) y 8.85 g de la

matriz himeda (lodo).

Posteriormente, a cada uno de estos tubos se les inocul6 en un total 210 HV (35
huevos viables de cada una de las seis especies: A. lumbricoides, A. suum, Toxocara

canis, Trichuris trichiura, Taenia solium e Hymenolepis nana). Para lograr una



adecuada distribucion de los huevos en la matriz, cada tubo se agitdé en un vortex

durante 1 min.

El nimero total de huevos inoculados se debié a que se han reportado entre 180 y 200
huevos /g ST, ademas las especies utilizadas son las mas frecuentemente
encontradas en los lodos de México (Jiménez et al., 2001 -Tabla 2.4). Con el fin de
evaluar que especie o especies son las mas resistentes, se decidié colocar a cada una
de las especies en las mismas condiciones de experimentacion (cantidad vy

condiciones de experimentacion).

Posteriormente, cada uno de los tubos con matriz y huevos de helmintos, se
sometieron al tratamiento térmico, es decir, a una temperatura de 45 °C por dos horas
en una incubadora digital marca BOEMEX modelo 133730. Posteriormente, se aplicd
una dosis de 20% de CaO, 0.25 y 0.5 g de CaO para la matriz himeda y seca,
respectivamente. La mezcla: cal y matriz, se homogeneiz6 con un agitador orbital

marca AROS 160 Thermolyne, de manera constante durante 30 min.

Por cada matriz, se prepararon tubos, por triplicado, correspondientes a los siguientes
tiempos de exposicion de: 30 min, 1 h, 1, 2, 4, 15y 45 d (dia), 1, 2, 3, 4 y 5 m (mes);
los cuales fueron elegidos de acuerdo con la informacion reportada en la literatura,
donde el primer tiempo es uno de los mas utilizados en estudios de inactivacion y el
resto fueron designados para monitorear el comportamiento de inactivacion, ya que
hasta los 6 meses se ha reportado una minima presencia de viabilidad en algunas

especies de helmintos (Jiménez et al., 2008)

Finalmente, todos los tubos se colocaron en una caja acondicionada (forrada con
plastico), que se instalé en el remolque ubicado a un lado del edificio 5 del Instituto de
Ingenieria, en el cual se monitored la temperatura (termémetro de vidrio) y humedad
(reloj con hidrémetro) durante cada uno de los periodos de exposicion. También se
corrieron controles, sin ningun tipo de tratamiento para determinar asi la posible
existencia de interferencias de cada una de las matrices sobre las diferentes especies

de huevos de helmintos en estudio.
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Figura 4.1 Metodologia para el acondicionamiento de la matriz.

4.4 Monitoreo del porcentaje de solidos totales y pH en la matriz

Por cada humedad y tiempo de contacto se prepararon, por triplicado, tubos a los que
solo se les agregd6 la matriz y cal para verificar el %ST y pH, (potenciémetro Eutech
Instrument Oakton, 4500-H+ B).

4.5 Método para la cuantificacion de huevos de helmintos

Para recuperar y cuantificar los huevos de helmintos inoculados en las muestras se
empleo la técnica indicada en el anexo V de la NOM-004-SEMARNAT 2002 (DOF,

2003), la cual consiste en las siguientes etapas:

4.5.1 Sedimentacion

En esta etapa se toma en cuenta que la velocidad de sedimentaciéon de los huevos de

helmintos es de 1 m/h (metro cada hora).



e Cada muestra se traspaso a un vaso de licuadora con ayuda de 400 mL de

solucion Tween al 0.1 %, y posteriormente se licué durante dos minutos.

e La muestra diluida y licuada se vacio en un recipiente de aproximadamente
de 3 L de capacidad, realizando enjuagues de la tapa y el vaso de la
licuadora con 600 mL de solucibn Tween al 0.1 % y agua potable,

finalmente la muestra se dejo sedimentar durante 24 h.

Los tubos conicos de 50 mL, vaso y tapa de licuadora se esterilizaron durante 15 min
en un esterilizador (marca Evenflo), el cual se utilizé durante las cuatro etapas de este

método. La descripcion de la preparacion de las soluciones se muestra en el anexo |I.

4. 5.2 Tamizado de las muestras

Para el tamizado de las muestras se utilizé un tamiz de entre 150 a 170 ym de tamario
de poro, de esta forma todas las estructuras menores, entre ellas los huevos de
helmintos cuyo tamafio oscila entre 20 y 95 um, son recuperadas. Para ello se realizé

lo siguiente:

e Se aspir6 el sobrenadante hasta % partes del recipiente, con ayuda de un
matraz Kitazato de 4 L, conectado a un sistema de vacio. El sedimento o
pastilla se trasvas6 a un vaso de precipitados de plastico de 1 L con ayuda de

enjuagues con agua potable.

e Con ayuda de un embudo y un tamiz de 170 pum de apertura, la pastilla o
sedimento recuperado se filtré realizando enjuagues de 1 a 2 L con agua
potable; recuperando el filtrado en el mismo recipiente y dejandolo sedimentar
durante 24 h.

El tamiz se esterilizo junto con el residuo de cada muestra durante 10 min.

4.5.3 Flotacion

La flotacion se llevé a cabo utilizando una soluciéon saturada de sulfato de zinc de 1.3
g.e., de esta forma todas las estructuras menores a esta densidad, fueron recuperadas

por flotacion, de la siguiente manera:



e Se aspird hasta ¥ partes del recipiente, el sobrenadante se transfirié a tubos
de centrifuga de 700 mL y se centrifugo *. El sobrenadante se aspiré hasta 100
mL y la pastilla se resuspendid en tubos de centrifuga de 200 mL y se

centrifugo 2.

« El sobrenadante se aspir6 totalmente, la pastilla se resuspendié con 150 mL de
ZnSO, de 1.3 de densidad ®. Después el sobrenadante se recuper6 en el
recipiente de 3 L, rompiendo la densidad del ZnSO4con 1 L de agua destilada;

finalmente, la muestra se dejé sedimentar durante toda la noche.

Se denota con * cuando se utilizd la centrifuga marca Mistral 3000i a 2500 rpm por 20

min y con 2

a 3000 rpm por 10 min con la centrifuga marca IEC HN-SII. La
resuspension o traspaso de la pastilla y/o sedimento al tubo de centrifuga se efectud
con enjuagues de agua potable. Cada tubo de centrifuga se esterilizé y lavd entre

cada muestra. El sedimento o pastilla final se recuperé en un recipiente.

4.5.4 Separacion bifasica

Mediante la combinacion de reactivos no miscibles entre si y orientacion de las

particulas en funcion del balance hidrofilico.

e Se aspird hasta % partes del recipiente, el sobrenadante se transfirié a
tubos de centrifuga de 700 mL y se centrifugo *. El sobrenadante se aspird
hasta 100 mL y la pastilla se resuspendio en tubos de centrifuga de 200 mL

y se centrifugo 2.

« Nuevamente el sobrenadante se aspir6 y la pastilla se centrifugé hasta
llegar a tubos de un volumen de 50 mL', los cuales después de ser
centrifugados !, se les aspir6 el sobrenadante hasta 5 mL y la pastilla se

agitd durante 30 seg. para agregarles 15 mL de solucién acido- alcohol.

e Enseguida, y en la campana de extraccion, a cada uno de los tubos se les
adicion6 10 mL de acetato de etilo, cerrados herméticamente, se agitaron
en repetidas ocasiones abriendo y cerrando en cada ocasion. Los tubos se

centrifugaron *

y el sobrenadante se aspir6 hasta la marca del cono,
finalmente los tubos se dejaron en la campana de extraccion hasta que los

residuos del acetato de etilo se evaporaron.

La resuspension de la pastilla se realizé con enjuagues de agua destilada.



4.5.5 Separacién de los huevos de helmintos.

La pastilla de cada tubo se filtr6 sobre un tamiz de 35 pm que se colocé encima de
otro tamiz de 20 um con el fin de separar los huevos de nematodos y céstodos. El
sedimento retenido en cada tamiz se recuperd con agua potable en tubos de 50 mL *

por separado, se aspir0 el sobrenadante hasta 5 mL realizando las siguientes etapas:

- Nematodos: se agreg6 15 mL de H,SO, 0.1 N después se incubaron a 26 °C
durante 20 dias, al finalizar este tiempo se le adicion6 40 mL de agua destilada

1 se aspiro el sobrenadante hasta la marca del cono del tubo.

- Ceéstodos: se agregd 15 mL de hipoclorito de sodio, se agité durante 2 min,
posteriormente se agregd 25 mL de agua destilada *, para finalmente aspirar el

sobrenadante hasta la marca del cono.

4.5.6 Determinacion de la viabilidad de los huevos de helmintos

La identificacion y cuantificacion de los porcientos de inactivacion de las diferentes
especies de huevos de helmintos, con base en el desarrollo de la larva para
nematodos y eclosion del hexacanto para céstodos, se realiz6 con ayuda del
microscopio Optico marca LABOMEX, las fotografias se tomaron con una camara

fotografica digital Nikon, Coolpix 990 adaptada al microscopio:

De la pastilla obtenida y con la ayuda de una pipeta Pasteur, se tomé una alicuota,
misma que se distribuyd en un disco Doncaster y se observo con el objetivo 10x. Para
la identificacion de cada especie se apoyOé con laminas de la OMS y algunas
fotografias obtenidas por el grupo de Tratamiento y Reuso del Instituto de Ingenieria,
UNAM. Para distinguir cual de los huevos eran viables se utilizo el siguiente criterio de

acuerdo a Guzméan y Campos, (2004):
Nematodos:
l. Huevo viable: present6 una larva en su interior, sea movil o no.

[I.  Huevo no viable: presentdé cambios morfolégicos como fracturas en la capa
externa, desintegracion de las membranas que rodean al huevo, carencia de
homogeneidad citoplasmatica, pérdida de su color normal, formacion de
grandes granulos refractiles dentro de la célula, fragmentos de huevos y formas

degeneradas, y ausencia de larva.

Céstodos:



I.  Huevo viable: ruptura de las membranas del huevo sin presencia del hexacanto
II.  Huevo no viable: presento el hexacanto en su interior.

Se utilizd el método de tincion con el colorante vital azul tripan para determinar la
viabilidad de los huevos de las especies de nematodos; que establece como criterio,
gue posterior a la tincidon se cuantifican huevos no tefiidos (viables) y huevos tefiidos

(no viables).
4.6 Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico se utiliz6 un modelo de parcelas divididas con tres
factores (ecuacion 1), considerando como parcela grande al tubo cénico, como parcela
pequefia a los huevos de los helmintos y a los factores como: 1) tiempo de exposicion,
2) especie de huevo de helminto y 3) humedad de la matriz. Se trabajé con una

significancia de a=0.05.

Y ijim = K+ Hi + Bjg) + Ex + Ty + (ET) + (HE)i + (HT)y + (HET)is + &€ jjum (€CUACION 1)

Donde:

Y ium €S la m-ésima observacion de la i-ésima humedad, del j-eésimo tubo de la k-
ésima especie al I-ésimo tiempo.

H, es la media general.

Hi, es el efecto de la i-ésima humedad de la matriz; i = 1, 2.

Bji), es el efecto del j ésimo tubo anidando la i-ésima humedad; j =1, 2, 3..., 71, 72;
error de la parcela grande

Ex, es el efecto de k-ésima especie de huevo de helminto; k=1, 2, 3, 4, 5, 6.

T,, es el efecto del I-ésimo tiempo de exposicion; | =1, 2, 3...11, 12.

(ET)«, es efecto de la interaccion de la k-ésima especie y el I-ésimo tiempo.
(HE).es el efecto de la interaccion.

(HT), es el efecto de la interaccion de la i-ésima humedad y el |-ésimo tiempo.
(HET)u, es el efecto de la interaccion de la i-ésima humedad, k-ésima especie y el |-

ésimo tiempo.
& im, €s el error experimental de la unidad m humedad i Del tubo j de la especie k al

tiempo I.

El analisis se realizé con el paquete estadistico JMP version 7.0.



5. RESULTADOS

5.1 Cantidad de solidos totales y del porcentaje de humedad

En las siguientes figuras se muestra el % de ST de la matriz en cada tiempo de
exposicion, después de haberlos sometido a 45° C por 2 h, seguido de la aplicacion de
CaO al 20%; también se observa el porcentaje de humedad relativa (%H) el cual esta

directamente relacionado con el contenido de ST mediante la siguiente ecuacion:
% Humedad =100 - % ST

El % de ST en la matriz himeda (Figura 5.1) aument6 en un rango de 14.45 a 16.97 %
respecto al inicial de 11.3 %, es decir, tuvo un aumento de 3 unidades porcentuales
(u.p.) en los tiempos de 30", 1 h, 1, 30 d, 45 d y 2 m, un aumento de 4 u.p. al tiempo 2
d, 4 d,15 d, 3 meses y 4 meses; un aumento de 5 u.p. en el tiempo de 5 m. El
contenido de humedad disminuy6 las mismas u.p. que aumento el contenido de ST en
cada tiempo de exposicion, en un rango de 83.03 a 85.58 % respecto al valor inicial de
88.7 %.
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Figura 5.1 Variacion del porcentaje de solidos totales y humedad en cada
tiempo de exposicién en la matriz himeda

La variacion del % de ST en la matriz seca se muestra en la figura 5.2, el cual tuvo un
aumento en un rango de 92.84 a 95.99 %, respecto al 88.75 % que inicialmente tenia
la matriz, presentando un aumento en 4 u.p. al tiempode 2d y 1 d, de 5 u.p al tiempo
de 1 h, de 6 u.p. al tiempo de 307, 30 d, de 7 u.p. al tiempo de 4d, 15d,45d,2m, 3
m, 4 my 5 m; el contenido de humedad disminuy6é en un rango de 4.01 a 7.16 %,
respecto al 11.25 % que inicialmente presentd la matriz, en cada tiempo de exposicién

disminuyeron proporcionalmente las mismas u.p. que aumentaron en él % de ST.
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Figura 5.2 Variacion del porcentaje de solidos totales y humedad en cada
tiempo de exposicién en la matriz seca

5.2 Inactivacion de las seis especies (sp) de huevos de helmintos.
En las siguientes figuras se observan los valores de inactivacion de los huevos de A.
lumbricoides, A. suum, T. canis, T. trichiura, H. nana y T. solium, en cada tiempo de
exposicion en la matriz himeda (m. h.) y matriz seca (m. s.); los valores que se
presentan son el promedio del conteo final observado en el microscopio, los cuales se

muestran en el anexo Il.

La inactivacion se determind en funcion de la disminucién de los huevos viables (HV)
que se detectaron después de haber inoculado una concentracién inicial de 35 huevos
fértiles de cada una de las especies en cada matriz respecto al tiempo de contacto. La
cantidad de huevos viables, mas que la cantidad total de huevos (viables + no viables),
es esencial para determinar el riesgo de contaminacion por pardsitos, ya que la fase

infectiva y el desarrollo de la enfermedad se relaciona directamente con la fase viable.
5.2.1 Ascaris lumbricoides

En la figura 5.3 se observa la inactivacion de los huevos de A. lumbricoides en la
matriz seca en el primer tiempo de exposicion el valor fue de de 29.7 HV, cantidad que
fue descendiendo de forma gradual, hasta el tiempo de 1 d donde se registraron 5.1
HV, para luego incrementarse a 13 HV en el siguiente tiempo. Sin embargo, en los
siguientes tiempos se observo una disminucion gradual hasta de 0.3 HV alos 30 d y
del 100 3% a los los 45 d.

En la matriz himeda, la inactivacon fue de manera gradual, en el primer tiempo
present6é un valor de 30.3 HV hasta de 0.3 HV a los 45 d ya que despues de este

tiempo se obtuvo la inactivacion total, a los 2 m.
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Figura 5.3 Inactivacion de los huevos A. lumbricoides

5.2.2 Ascaris suum

En la figura 5.4 se muestra la inactivacion de los huevos de A. suum en la matriz seca,
el valor incial fue de 28 HV, para decrecer en los siguientes tiempos; sin embargo, en
el tiempo de 1 d se registro 6.2 HV, luego aumentd a 12.3 HV en el siguiente tiempo.
Posteriormente, la disminucion fue de forma gradual hasta de 2.3 HV a los 15 d y del
100 % a los 30 d.

En el caso de la matriz himeda la inactivacion también fue de manera gradual, en el
primer tiempo present6 un valor de 31.3 HV hasta de 0.3 HV a los 2 m, siendo a los 3

meses que se logra la inactivacion total.
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Figura 5.4 Inactivacion de los huevos A. suum



5.2.3 Toxocara canis

En la figura 5.5 se observa la inactivacion de los huevos de T. canis en la matriz seca,
en el primer tiempo de exposicion el valor de HV se inicio con un valor de 26.5 , valor
que fue en decremento hasta el tiempo de 1 d, donde se registré 3.7 HV, para luego
incrementar a 8.7 HV. Posteriormente, el comportamiento decreciente continud
observandose un valor de 0.7 HV a los 15 d y el 100 % de inactivacion a los 30 d de

contacto.

En la matriz himeda, la inactivaciéon fue de manera gradual, en el primer tiempo
present6 un valor de 31 HV hasta de 0.7 HV alos 2 m, y el 100 % de inactivacion a los

3 m de contacto.
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Figura 5.5 Inactivacion de los huevos T. canis

5.2.4 Trichuris trichiura

En la figura 5.6 se muestra la inactivacion de los huevos de T. trichiura en la matriz
seca, el primer tiempo de exposicion comenzdé con un valor de 18.3 HV,
posteriormente la cantidad de HV decrecid en los siguientes tiempos; sin embargo, en
el tiempo de 1 d se registro 2.6 HV, para luego aumentar a 4 HV en el siguiente
tiempo, después de este tiempo se present una disminucion gradual de 0.3 HV a los
15 d, y una inactivacién del 100% a partir de los 30 d.

En la matriz himeda, la inactivacion fue de manera gradual, en el primer tiempo
present6 un valor de 26.7 HV hasta de 3 HV a los 15 d, y a los 30 d la cantidad de HV
fue del 100%.
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Figura 5.6 Inactivacion de los huevos T. trichiura

5.2.5 Hymenolepis nana

En la figura 5.7 se observa la inactivacion de los huevos de H. nana en la matriz seca,

en el primer tiempo de exposicion el valor de HV fue de 24, para posteriormente

descender a las cantidades de 15.3, 1.2 y 1.3 HV en los tiempos de 1 h, 1 dy 2 d,

respectivamente, logrando la inactivacion del 100 % a los 4 d.

En la matriz himeda, en el primer tiempo de exposicion se observd 21.7 HV, para

disminuir de forma gradual hasta alcanzar 7.7, 2.7 y 0.0 HV a los 4 d, 15 d y 30 d,

respectivamente.
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5.2.6 Taenia solium

En la figura 5.8 se muestra la inactivacion de los huevos de T. solium en la matriz
seca, inilciando en el primer tiempo de exposicion con un valor de 30 HV, para
decrecer en los siguientes tiempos; sin embargo, en el tiempo de 1 d se registro 3.6
HV, para posteriormente aumentar a 6.3 HV. Después de este tiempo la disminucién
fue de forma gradual hasta de 0.3 HV a los 30 d, y logrando la inactivacion total a los
45 d.

En la matriz himeda, al inicio presenté un valor de 30 HV, posteriormente la cantidad
de HV descendi6é en los siguientes tiempos; sin embargo, en el tiempo de 1 d se
registré 19.3 HV, y luego aumenté a 21.7 HV en el siguiente tiempo, después de este

tiempo la disminucion fue gradual hasta un valor de 0.3 HV a los 45 d, y de 0.0 a los 2

m.
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Figura 5.8 Inactivacion de los huevos T. solium

5.2.7 Contenido de huevos no viables de los helmintos

La cantidad de huevos no viables (HNV) de cada especie esta relacionada con la
pérdida de los huevos viables (HV) ya que al ir disminuyendo la cantidad de HV estos
se consideran como HNV, de esta manera desde el primer tiempo de contacto (30°) se
detecté un aumento de HNV, cuya cantidad al ir incrementandose los tiempos de
exposicion, ascendié hasta alcanzar un maximo de 35 huevos para cada una de las
especies. Cantidad que a su vez fue disminuyendo al incrementar alin mas los tiempos
de contacto, lo cual indica que los HNV comenzaron a ser destruidos como

consecuencia de las condiciones y tiempos a los que fueron sometidos.



5.2.7.1 Cantidad de huevos no viables en la matriz seca

En la tabla 5.1 y figura 5.9 se muestra como oscil6 la cantidad de HNV en la matriz
seca en los diferentes tiempos de exposicion, siendo diferente para cada especie y
tiempo de exposicidbn, como se pudo observar el aumento y disminucion antes y

después de la cantidad maxima no es de manera gradual:

Tabla 5.1 Cantidad inicial, méaximay final de huevos no viables (HNV) en la

matriz seca.

Cantidad inicial Cantidad Cantidad final de

de HNV alos 30 maximade HNV: HNValos5m:
A. lumbricoides 5.3 24alos2m 9
A.suum 5 27.7alos 45d 8
T. canis 6.7 28alos 4d 4.7
T. trichiura 11 27.3alos 2d 1.3
H. nana 8 28alos 2d 0.3
T. solium 4.3 26.7alos 4d 5

No. de HNV

0 30 1h 1d 2d ad 154 30d  45d 2m am dm 5m
== A lumbricoides == A, suum == T. Canis Tiempo de contacto
e T trichiura e naING == T. solium

Figura 5.9 Cantidad de huevos no viables (HNV) de cada especie en la matriz
seca

5.2.7.2 Cantidad de huevos no viables en la matriz himeda

En la tabla 5.2 y figura 5.10 se observa como oscil6 la cantidad de HNV en la matriz
humeda en los diferentes tiempos de exposicion, siendo diferente para cada especie y
en cada tiempo de exposicion.



Tabla 5.2 Cantidad inicial, méaximay final de huevos no viables (HNV) en la
matriz hGmeda

Cantidad de HNV Cantidad Cantidad final de
alos 30": maxima de HNV: HNV alos 5m:
A. lumbricoides 1.7 28 alos 45d 9.3
A.suum 3.3 28.3 alos 45d 10.7
T. canis 2.3 27 alos45d 13.3
T. trichiura 4.7 29 alos 30d 6
H. nana 7 29.3 alos 45d 3.3
T. solium 3 28 a los 45d 6.3
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Figura 5.10 Cantidad de huevos no viables (HNV) de cada especie en la matriz
hiumeda

5.3 Eficiencia de inactivacién de los huevos de helmintos.

Con la finalidad de determinar cual de las especies fue la méas resistente a los
diferentes tratamientos de sinérgismo, se calculé el porcentaje de eficiencia de
inactivacion (% E) de cada especie de huevo de helminto en cada tiempo de
exposicion en la matriz himeda y seca, respectivamente, aplicando la siguiente

ecuacion:

100

C,—C.

(=€)
|:.

Donde:

E = Eficiencia de inactivacidon o remocion

Co = Concentracion inicial de huevos viables

Cf = Concentracion final de huevos viables.



5.3.1 Eficiencia de inactivacion en matriz seca

En la tabla 5.3 se muestra la eficiencia de inactivacion de los huevos de helmintos que
se registraron en la matriz seca; a un tiempo de 30 min, el porcentaje de eficiencia
mas bajo, lo presentaron A. lumbricoides y T. solium con valores de 15.2 y 14.3 %E,
respectivamente, mientras que A. suum, T. canis cuenta con 20, 24.8 %E,

respectivamente, presentando los valores mas altos T. trichiura e H. nana.

Para el tiempo de 1 h el %E fue aumentando para cada especie, en el caso H.nana
present6 96 %E en 1 dy 2 d, registrando a partir de los 4 d el 100 % E, mientras que a
los 4 d A. lumbricoides, A. suum T. canis T. solium T. trichiura registran valores de
78.1, 81.9, 87.6, 90.5y 98.1 % E, respectivamente.

Las 5 especies de huevos restantes, muestran arriba del 90% E a los 15 d;
posteriormente A. suum, T. canis y T. trichiura obtienen el 100 % E a los 30 d; sin
embargo, A. lumbricoides T. solium registran el 99 % en este tiempo, posteriormente a

los 45 d todas las especies logran el 100 % E.

Tabla 5.3 Eficiencia* de inactivacion de los huevos de helmintos en la matriz seca

Tiempp .d,e Especie de huevo de helmintos
exposicion
A.suum A.lumbricoides |T.canis |T.trichiura |H.nana T.solium
0 0 0 0 0 0 0
30min 20 15.2 24.8 47.6 31.4 14.3
1h 38.1 26.7 40 68.6 56.2 28.6
1d 82.2 85.4 89.5 92.7 96.5 89.8
2d 64.8 62.9 75.2 88.6 96.2 81.9
4d 81.9 78.1 87.6 98.1 100 90.5
15d 93.3 91.4 98.1 99 100 95.2
30d 100 99 100 100 100 99
45d 100 100 100 100 100 100
2m 100 100 100 100 100 100
3m 100 100 100 100 100 100
4m 100 100 100 100 100 100
5m 100 100 100 100 100 100

*valores en % de eficiencia



5.3.2 Eficiencia de inactivacion en matriz hUmeda

La eficiencia de inactivacion de los huevos de helmintos en la matriz hUmeda se
observa en la tabla 5.4, donde comienza a notarse un aumento en el % E desde el
primer tiempo de exposicién por lo que A. suum, T. canis, T. trichiura e H. nana
presenta 10.5, 11.4, 23.8 y 38 % E, respectivamente, mientras que A. lumbricoides y

T. solium muestran 13.3 %.

En el segundo tiempo el % E aumenta casi al doble (62.9) para Trichuris trichiura e
Hymenolepis nana, mientras que las demas especies registran valores en un rango de
13.3a31.4 % E. Para el tiempo de 1 h T. trichiura e Hymenolepis nana presentan 68.6
y 73.3 % E, respectivamente, siendo los valores mas altos de eficiencia. Este
comportamiento continla hasta el tiempo de 15 d con 914 y 924 %E,

respectivamente, a partir de los 30 d se observa el 100% E.

Para el tiempo anterior T. solium y A. lumbricoides muestran 94.3 y 96.2 % E,
respectivamente, aumentando a 99% E a los 45 d para que finalmente a partir de los 2
m registrar el 100 %E. Mientras que a los 2 m A. suum muestra el 99 %E, siendo que

a los 3 m todas las especies obtiene el 100 %E.

Tabla 5.4 Eficiencia* de inactivacion de los huevos de helmintos en la matriz

humeda
Tiempo de Especie de huevo de helmintos
exposicion A.
A.suum |lumbricoides| T.canis |T.trichiura| H.nana T. solium
0 0 0 0 0 0 0
30min 10.5 13.3 11.4 23.8 38.1 13.3
1h 16.2 28.6 13.3 31.4 62.9 25.7
1d 29.5 40 23.8 68.6 73.3 44.8
2d 43.8 48.6 37.1 72.4 75.2 38.1
4d 49.5 61.9 59 83.8 78.1 46.7
15d 62.9 81 86.7 91.4 92.4 76.2
30d 87.6 96.2 96.2 100 100 94.3
45d 98.1 99 98.1 100 100 99
2m 99 100 100 100 100 100
3m 100 100 100 100 100 100
4m 100 100 100 100 100 100
5m 100 100 100 100 100 100

*valores en % de eficiencia



5.4 Andlisis estadistico

El andlisis de ANOVA factorial del modelo de parcelas divididas, se muestra en la tabla
5.5, donde el p-value (<0.0001) de la interaccién tiempo*especie*humedad es muy
pequefio, es decir, hay efecto significativo (a=0.05) de la humedad, especie y tiempo

en la inactivacion de los huevos de helmintos.

Para estudiar el efecto que tienen los tres factores sobre la viabilidad de los huevos, se
apoyé con los datos obtenidos de similitud y/o diferencia de la prueba de
comparaciones multiples Tukey; por lo que se fijé un nivel de uno de los factores y se

analiz6 el comportamiento de los otros dos.

Tabla 5.5 Andlisis de varianza factorial (ANOVA)

Factor G.L G.L F Prob > F
denominador

Humedad 1 72 153,5154 <,0001
Tiempo 2 72 332,4912 <,0001
Especie 5 72 103,6441 <,0001
Humedad*tiempo 2 72 13,4604 <,0001
Humedad*especie 5 72 7,9031 <,0001
Tiempo*especie 10 72 4,6269 <,0001
Humedad*tiempo*especie 10 72 5,0762 <,0001

* interaccién ente los factores

Cabe mencionar que sOlo se tomaron en cuenta los tres primeros tiempos de
exposicion (30 min, 1 h y 1 d), debido a que en el cuarto tiempo comenzaron a
registrarse conteos nulos (para el caso de H. nana) por lo que no podian compararse
estadisticamente los tres factores. Las siguientes figuras muestran el comportamiento
de inactivacion de los huevos de helmintos para referir los tiempos que se tomaron en
cuenta ya que la decripcion de dichas figuras corresponden a los valores de igualdad o

diferencia estadistica obtenidos de la prueba de Tukey.

5.4.1 Factor especie fija

En las siguientes figuras se muestra como se comportd estadisticamente (igual o
diferente) la inactivacion de los huevos de cada una de las especies respecto al tiempo

y la matriz.



En la figura 5.11 se observa que la inactivacién de los huevos de A. suum; en la matriz
humeda en los tres tiempos fue igual, mientras que en la matriz seca al primer tiempo
fue diferente, con respecto al segundo y tercer tiempo de exposicién. Por otro lado, la
inactivacion de los huevos fue igual en el primer y tercer tiempo, en ambas humedades

presentando diferencias en el segundo tiempo.
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Figura 5.11 Inactivacién de los huevos de A. suum en la matriz secay humeda

La inactivacion de los huevos de A. lumbricoides se muestra en la figura 5.12, en la
matriz seca fue igual para el primer y segundo tiempo, mientras que para el tercer
tiempo fueron diferentes. Con respecto a la matriz himeda la inactivacion fue la misma
para los tres tiempos. Sin embargo, la inactivacibn de los huevos en ambas
humedades resultdé que en el primer y segundo tiempo fue igual, pero con diferencias

en el tercer tiempo.
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Figura 5.12 Inactivacion de los huevos de A. lumbricoides en la matriz secay
hiumeda



En la figura 5.13 la inactivacion de los huevos de T. canis en la matriz seca fue igual
en el primer y segundo tiempo, pero diferente en el tercer tiempo, observandose el
mismo comportamiento en la matriz himeda. Comparando la inactivacion de los
huevos en ambas humedades resulté que para el primer y segundo tiempo fueron

iguales presentando diferencias hasta el tercer tiempo.
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Figura 5.13 Inactivacion de los huevos de T.canis en la matriz secay humeda

En la figura 5.14 se muestra que la inactivacion de los huevos de T. trichiura, en la
matriz seca se mantuvo igual en el segundo y tercer tiempo; sin embargo, la matriz
hameda prensenté diferencias en el tercer tiempo con respecto al primero y segundo.
En ambas humedades en el primer tiempo la inactivacion de los huevos fue
estadisticamente igual, pero diferente en el segundo y tercer tiempo, los cuales fueron

similares entre si.
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Figura 5.14 Inactivacién de los huevos de T. trichiura en la matriz seca'y
himeda

En la figura 5.15 se muestra que la inactivacion de los huevos de H. nana fue

estadisticamente diferente en los tres tiempos en la matriz seca, mientras que en la



matriz himeda se mantuvo igual en el segundo Yy tercer tiempo pero con diferencias
respecto al primer tiempo. La inactivacion de los huevos, en ambas humedades, no
mostro diferencias significativas en los tres tiempos.
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Figura 5.15 Inactivacién de los huevos de H. nana en la matriz secay humeda

En la figura 5.16 se puede observar la inactivacion de los huevos de T. solium, en la
matriz seca fue igual en el primer y segundo tiempo, pero diferente al tercero. El

mismo comportamiento se observé en el caso de la matriz hUmeda.
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Figura 5.16 Inactivacion de los huevos de T. solium en la matriz secay humeda

5.4.2 Factor humedad fijo

En las siguientes figuras se observa como se comporté estadisticamente (igual o
diferente) la inactivacién de los huevos de helmintos con respecto al tiempo y especie

estudiada en cada matriz.



La inactivacién de A. suum, A. lumbricoides, T. canis, H. nana y T. solium en la matriz
seca (Figura 5.17) fue estadisticamente igual pero present6 diferencias con T. trichiura
a los 30 min; para el siguiente tiempo, la inactivacion fue estadisticamente igual para
A. suum, A. lumbricoides, T. canis y T. solium, pero con diferencias respecto a T.
trichiura e H. nana, las cuales se comportaron de manera similar. En el tiempo de
exposicion de 1 d, la inactivacion aumento para cada especie, en el que la inactivacion
de A. suum y A. lumbricoides fue igual, pero con diferencias significaticas respecto a T.
canis, T. solium y T. trichiura, las cuales a su vez fueron diferentes con respecto a H.

nana.

Por otro lado, se comparé la inactivacion de los huevos de cada especie respecto a
cada tiempo de exposicién, observandose que A. lumbricoides, T. canis y T. solium
son estadisticamente iguales en 30 min y 1 h, pero con diferencias para el tercer
tiempo; sin embargo, la inativacion de T. trichiura y A. suum fue igual al tiempo de 1 h
y 1 d, pero con diferencias en 30 min. Mientras la inactivacién de H. nana fue diferente

en los tres tiempos.
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Figura 5.17 Inactivacién de los huevos de helmintos en la matriz seca.

En la figura 5.18, se observa que en la matriz himeda, la inactivacion de A. suum, A.
lumbricoides, T. canis, T. trichiura y T. solium fue igual, pero diferente con H. nana a
los 30 min; para el tiempo de 1 h se mantuvo el mismo comportamiento de inactivacion
de cada especie; sin embargo, para el tiempo de 1 d la inactivacion de A. lumbricoides
y A. suum (significativamente iguales), mostro diferencias con T. canis y T. solium
(significativamente iguales), que también presento diferencias respecto a T. trichiura e

H. nana (significativamente iguales).



La inactivacion de cada especie respecto al tiempo de exposicion fue igual para A.
lumbricoides y A. suum en los tres tiempos; sin embargo, la inactivacion de T. trichiura
y T. solium fue igual a los 30 miny 1 h, pero con diferencias para 1 d; mientras que la

inactivacion de T. canis e H. nana fue en 1 hy 1 d siendo diferente a los 30 min.
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Figura 5.18 Inactivaciéon de los huevos de helmintos en la matriz himeda.

5.4.3 Factor tiempo fijo

En las siguientes figuras se muestra, como se comportd estadisticamente, la

inactivacion de las especies de huevos de helmintos con respecto a la matriz.

En la figura 5.19 se muestra la inactivacion de los huevos a los 30 min, donde
estadisticamente A. suum, A. lumbricoides, T. canis, H. nana y T. solium presentan la
misma inactivacién en ambas condiciones, caso contrario el de T. trichiura que mostré

diferencias significativas en ambas humedades.

Por otro lado, en la matriz seca, la inactivaciébn de T. trichiura presentd diferencias
significativas respecto a las demas especies que fueron iguales entre si. Mientras en la
matriz humeda H. nana fue la que mostré diferencias significativas respecto a las

especies restantes, las cuales también fueron estadisticamente iguales entre si.
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Figura 5.19 Inactivaciéon de los huevos de helmintos en 30 min.

En la figura 5.20 se muestra la inactivacion de los huevos al tiempo de 1 h en el que
estadisticamente A. lumbricoides, Toxocara canis, Hymenolepis nana y Taenia solium
presentaron la misma inactivacion, caso contrario el de T. trichiura y A. suum. Por otro
lado, en la matriz seca la inactivacién de T. trichiura e H. nana presentd diferencias
significativas respecto a las demas especies que fueron iguales entre ellas. Mientras
que en la matriz humeda la inactivacion de H. nana mostro diferencias significativas

con las demas especies que fueron estadisticamente iguales entre si.
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Figura 5.20 Inactivacion de los huevos de helmintos en 1 h

En la figura 5.21 se observa la inactivacion de los huevos de helmintos al tiempo de 1
dia donde A. suum, Trichuris trichiura e Hymenolepis nana mostraron la misma
inactivacion, mientras que A. lumbricoides, Toxocara canis y Taenia solium

presentaron diferencias significativas en ambas condiciones.



Por otro lado, en la matriz seca, la inactivacién de A. suum y A. lumbricoides fue igual
mientras que la de Toxocara canis, Taenia solium y Trichuris trichiura presentaron
diferencias, las cuales a su vez fueron diferentes a H. nana. Mientras que en la matriz
humeda la inactivacién de A. suum y A. lumbricoides fue igual, pero diferente ala de T.
solium y T. canis que fueron estadisticamente iguales, las cuales a su ves presentaron

diferencias con T. trichiura e H. nana que también mostraron ser iguales entre si.
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Figura 5.21 Inactivacién de los huevos de helmintos en 1 dia.

5.5 Monitoreo del pH, temperatura y viabilidad de huevos de helmintos
con azul tripan

5.5.1. pH

En la siguiente fabla se muestra que el valor inicial del pH para la matriz himeda y
seca es de 5.8 y 7, respectivamente, y después de agregarle la cal al 20 % el pH
aumenté a 12.76 y 12.95, respectivamente en cada humedad, permaneciendo no
menor a 12.5 en la matriz himeda. En el caso de la matriz seca se observo el valor de

12.91 en el 1 mes descendiendo hasta 12.76 en el tercer mes.

Tabla 5.6 Variacion del pH durante el tiempo de exposicion total

Tiempo Matriz himeda Matriz seca
Inicial 5.8 7
30 min 12.76 12.95
Im 12.75 12.91
2m 12.76 12.81
3m 12.51 12.76

m: mes



5.5.2. Temperatura

En la tabla 5.7 se observa la temperatura monitoreada del remolque, lugar donde se
almacenaron las unidades experimentales en cada tiempo de exposicion; registrando
valores promedio de 12.73 a 19.73 °C durante un periodo de 5 meses; siendo el mes
de Diciembre el mas frio y Marzo el mes méas caluroso. En el mes de Enero no se
registraron valores de %H debido a que no se contaba con el equipo, la humedad méas
alta se registro en el mes de Octubre con valores > de 60 %, registrandose valores de

50 a 60 %H en el mes de Noviembre, Diciembre y Febrero.

Tabla 5.7 Monitoreo de temperaturay humedad en el area de almacenamiento de
las unidades experimentales

Mes Semana T (°C) H (%) Mes Semana T (°C) H (%)
Octubre 1 18,00 68,40 Enero 1 14,60 s.d
2 17,60 65,60 2 12,73 s.d
3 16,27 65,40 3 13,93 s.d
4 15,80 59,20 4 16,13 s.d
Noviembre 1 16,53 57,20 Febrero 1 13,58 s.d
2 17,80 57,60 2 16,00 54,20
3 14,13 53,80 3 18,73 57,20
4 14,67 58,00 4 14,93 54,00
Diciembre 1 14,00 52,80 Marzo 1 15,13 42,40
2 13,80 52,40 2 19,07 43,20
3 13,67 50,00 3 18,20 54,80
4 Vacaciones 4 19,73 50,20

s.d: sin datos

5.5.3. Viabilidad con azul tripan

La determinacién de la viabilidad de los huevos de nematodos con el proceso de
tincion de azul tripadn decidié no usarse ya que resultd ser poco confiable con respecto
al proceso de incubacion con H,SO,4 al 0.1N, (Jiménez et al., 2008; Maya et al., 2008).
La técnica de tincibn mostro lecturas con falsos positivos, es decir, cuando los huevos
tefiidos (no viables) fueron sometidos al proceso de incubacion desarrollaron larva en
su interior (Figura 5.22) o de manera contraria cuando los huevos no tefiidos (viables)

no desarrollaban larva después de su incubacion.



Figura 5.22 Huevo de T. canis tefiido con azul tripan. Huevo “no viable” con larva (A),
eclosion de larva en huevo tefiido (B). Fuente: Jiménez et al., 2008. Aumento 400x, campo
claro de Microscopio Optico.

5.6 Dafios ocasionados en la morfologia los huevos de los helmintos

En las siguientes figuras se muestran los dafos ocasionados a la estructura de los
huevos de helmintos después del tratamiento térmico - alcalino, en algunos casos se
observa la deformacion parcial o total de alguna de las capas del huevo e inclusive del
embrién o larva que se encontraba en proceso de desarrollo, en otras imagenes se

muestra coémo algunos huevos quedaron totalmente deshidratados.

En la figura 5.23 y 5.24 se observan dafios ocasionados a los huevos de Ascaris, asi
como algunas deformaciones que tuvieron los huevos de Ascaris e H. nana. En la

figura 5.25 se distinguen los dafios ocasionados a los huevos de T. canis y T. trichiura.



Figura 5.23 Huevos de Ascaris con cambios morfolégicos en su estructura. A. suum con
desprendimiento de la membrana mamelonada (A), A. suum con destruccién total del embrién o larva (B),
A. suum con deformacion de membrana externa y nucleo (C), huevos de Ascaris en proceso de
desecacion con su estructura deforme (D, E y F), A. lumbricoides en proceso de embriogénesis (G), A.
lumbricoides larvado (H e I). Aumento 400x, campo claro de Microscopio Optico.



Figura 5.24 Huevos de Ascaris e H. nana con cambios en su estructura. Huevo de A. lumbricoides con
larva destruida (A), Ascaris con salida de material citoplasmatico (B), A. summ con embrién o larva destruida (C),
huevo de H. nana sin dafio aparente (D y E), H. nana con hexacanto deforme (F), H. nana con interior deshidratado
(G), H. nana con interior disperso (H). Aumento 400x, campo claro de Microscopio Optico.



Figura 5.25 Huevos de de Toxocara canis Yy Trichuris trichiura con algunos cambios en
su morfologia. Huevo de T. canis larvado (A), huevo de T. canis larvado sin movimiento (B), huevo con
larva en proceso de destruccion (C), T. canis fértil (D), T. canis con interior deforme y adelgazamiento de
capa externa (E), T. canis casis deshidratado (F), T. trichiura larvado (G), T. trichiura con interior disperso
(H), larva de T. trichiura en proceso de destruccion (I). Aumento 400x, campo claro de Microscopio Optico.



6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Variacion de porcentaje de Solidos Totales (%ST)

El uso de la estabilizacién alcalina incrementa la masa seca respecto al valor inicial
(EPA, 1994) esto se corroboré con los valores obtenidos en la matriz himeda (Fig.5.1)
y seca (Fig.5.2), donde el aumento vario en un rango de 4 a 6 unidades mas que al
inicio, también Hernandez (1998) obtiene un aumento de 32.8 y 38.7 %ST a 37.7 y
44.5 %ST, respectivamente, al igual que Jiménez et al. (2008) quienes reportan un

aumento 5 a 8 % ST, a partir de los 30 minutos al sexto mes.

El % H se ve afectado directamente por el contenido de solidos totales, por lo que la
disminucion de la humedad durante el tiempo de exposicion en la matriz himeda y
seca es proporcional al aumento del %ST (Fig. 5.1 y 5.2), esta baja del % H en la
matriz ayudd a que la pérdida de viabilidad del huevo fuera mas eficiente, siendo la
humedad es uno de los factores principales que inhiben el desarrollo de los huevos de
helmintos (Santos, 1998).

6.2 Efecto de la temperatura de 45°C

El efecto de la temperatura sobre la eliminacion y/o pérdida de viabilidad de los huevos
de helmintos es por medio del incremento o decremento de la velocidad de las
reacciones quimicas y enzimaticas (desnaturalizacion) de los procesos celulares,
alterando y afectando el mecanismo de los distintos organelos celulares y por lo tanto
del metabolismo, hasta llegar a un punto critico de inactivaciéon de las reacciones
(Madigan et al., 2004).

La eficiencia en la destruccion de los huevos de helmintos depende del tiempo y la
temperatura aplicada, ya que los cambios en la membrana se han observado desde
temperaturas de 44 °C, el cual provocé un aumento repentino en la permeabilidad de
la misma (WHO, 2004), por otro lado Maya et al. (2008) reportaron que las
deformaciones observadas en las membranas de los huevos fueron menores a

temperaturas de 40 y 50 °C, comparada con temperaturas de 70y 80 °C.
6.3 Efecto del pH alcalino con CaO al 20 %

Cuando se considera el requerimiento de un pH especifico para el crecimiento de un
organismo en particular hay que tomar en cuenta que el pH éptimo representa solo el

pH del medio extracelular; el pH intracelular debe permanecer proximo a la neutralidad



para evitar la destruccién de las macromoléculas que son sensibles al acido o al alcali
(Madigan et al., 2004).

En la estabilizacion alcalina un factor muy importante es la elevacién del pH, por lo que
es considerado un parametro de control en los procesos de tratamiento de lodos. Las
reacciones que ocurrieron dentro de la estabilizacion de un lodo con CaO no estan del
todo comprendidas. Ello debido a que estas van a depender del tipo de lodo, asi como

de sus componentes y sus concentraciones o proporciones (Méndez, 2003).

La influencia del pH sobre los huevos ocurri6 de manera similar a como afecta la
temperatura; debido a que la mayoria de los ambientes naturales tienen un valor de
pH entre 5y 9, los organismos con pH éptimo de este orden son los mas comunes y
en el caso de los huevos de helmintos logran formar la fase infectiva a este rango,
mientras que la eclosién del huevo y crecimiento de la larva normalmente se da en

condiciones acidas (Tay et al., 2002; Madigan et al., 2004).

El efecto de la cal al 20 % sobre la cantidad de huevos viables en lodos tratados, han
alcanzado reducir de 160 a 42 HV en lodos fisicoquimicos y 332 a 80 HV en lodos
secundarios (Hernandez, 1998), pero Méndez (2003) obtuvo la inactivacion total de
Trichuris spp., Hymenolepis spp. y Toxocara spp. a partir de concentraciones iniciales

de 4, 3y 1 HH/g ST, respectivamente, en un tiempo de contacto de 2 horas.

Sin embargo, Jiménez et al. (2008) utiliz6 una concentracion inicial de 35 HV de seis
especies diferentes, consiguiendo una reduccion de 10 HV de A. lumbricoides, 7 HV
de A. suum, 8 HV de T. canis, 4 HV de T. trichiura e H. nana 'y 3 HV de Taenia spp.; en

un tiempo de contacto de 30 min.
6.4 Efecto de la humedad.

La pérdida de humedad afecto la viabilidad de los parasitos, ya que estos necesitan un
ambiente adecuado para prolongar su supervivencia. Debido a que las células de los
microorganismos son en un 70 a 90 % agua, en peso, Yy todas las reacciones quimicas

ocurren en el citoplasma que es un ambiente acuoso (Madigan et al., 2004).

Cuando los huevos son expuestos a la desecacion, la tasa de agua y la tasa del
colapso dependen de la humedad relativa y temperatura a la cual estos son expuestos
(Maya et al., 2008), ya que Brown en 1928 (citado por WHO, 2004), reporté que la
inactivacion de los huevos de A. suum fue a los 37 dias de secado a temperatura

ambiente.



6.5 Efecto sinérgico de temperatura (45°C), pH (CaO) y humedad (11.2 y
88.7%) en diferentes tiempo de exposicion.

Como se ha mencionado anteriormente el efecto de la temperatura a 45 °C y la cal al
20 %, de forma individual, no tienden a inactivar al 100 % todas las especies de
huevos de helmintos presentes, sobre todo con las altas cargas reportadas en los
lodos residuales, y si lo logran se requiere de tiempos de contacto de hasta seis
meses (Jiménez et al.,, 2008). Sin embargo, en este estudio se logré obtener la
inactivacion total de 210 HV de las seis especies de helmintos en 45 dias y 3 meses
de tratamiento con 45 °C de temperatura y cal al 20 % en el lodo seco y humedo,

respectivamente.

Se ha demostrado que la estabilizacién alcalina logra incrementar el pH por arriba de
12 por 2 horas y 5 meses (EPA, 2002; Méndez, 2003; Jiménez et al., 2008),
coincidiendo con los valores obtenidos de 12.69 y 12.73 en la matriz himeda y seca

respectivamente (ver Tabla 5.2).

Al llevar a cabo la combinacion del 6xido de calcio con el agua y componentes del
lodo, se produce amoniaco (NHs) y calor, los cuales ayudan a una inactivacion mas
efectiva de los huevos de helmintos, ocasionando la pérdida de la viabilidad. Debido a
gue el amoniaco es un gas téxico para los microorganismos patégenos y el calor
generado de las reacciones exotérmicas, incrementa la temperatura, induciendo la
destruccién de los lipidos de la membrana externa por medio de la desnaturalizacién

de las enzimas del huevo (Méndez, 2003; Jiménez et al., 2008).

Se ha comprobado que el amoniaco logra inactivar o destruir los huevos de A. suum.,
A. lumbricoides y Trichuris (Ghiglietti et al., 1997), el cual no presento pérdidas durante
el proceso, ya que el estudio se realizé simulando un sistema cerrado (Méndez, 2003),

ayudando a que la inactivacion de los huevos sea més eficiente.

Aunque los huevos logran sobrevivir por varias semanas en condiciones anaerobias su
metabolismo se ve afectado por las bajas concentraciones de oxigeno hasta inhibir el
desarrollo del huevo (Gaasenbeek y Borgsteede, 1998; WHO, 2004) por lo que los
huevos fertilizados tienen un metabolismo aerobio durante el desarrollo de la larva
(Takamiya et al., 1993).

En la matriz seca (Tabla 5.3) se muestra que la eficiencia de inactivacion de las seis
especies de huevos de helmintos fue de 100 % a los 45 d, esto se debe a que los

huevos fueron expuesto a una desecacion extrema; en primera estancia la matriz



contaba con 11.3 % H, exponiéndola a 45 °C por 2 horas, junto con el aumento de
temperatura generado, después de la adicion de la cal, la humedad disminuy6 de 7.16
hasta 4.01 a %H. Ademas de que se trabajé simulando un sistema cerrado, el cual
permitid que su incremento se conservara por mas tiempo. La temperatura dentro del
remolque oscilé entre 13.5y 19.7 °C, sin ocasionar cambios reales de la temperatura
en el interior del tubo; dichas condiciones favorecieron a que los huevos se
colapsaran hasta provocar la muerte del embrion, ya que en ausencia de humedad, el
desarrollo se inhibe y la extrema sequedad puede en ultima instancia destruir la
viabilidad de los huevos (WHO, 2004; Guzméan y Campos, 2004).

Sin embargo, en la matriz himeda (Tabla 5.4) se debe tomar en cuenta la relacion
mésica agua: CaO que presenta el lodo desaguado (10:1 o mayor), la cual induce que
el calor liberado durante la reaccion sea adsorbido por el exceso de humedad,
produciendo asi a) un limite de temperatura maximo e insuficiente de la mezcla, b) una
disminucion de la velocidad a la que ésta se alcanza (Santos, 1998) y c) una menor
reduccion de huevos viables respecto al tiempo de exposicion y a la matriz seca, hasta
lograr la inactivacion total de las seis especies de huevos de helmintos a los 3 meses

de contacto.

Cabe mencionar que el comportamiento de los huevos no viables de cada especie
durante todos los tiempos de exposicion en ambas humedades fue muy similar,
presentando en primera instancia un aumento desde el primer tiempo hasta llegar a
una cantidad méaxima en un tiempo determinado, manteniéndose durante un periodo
muy corto de tiempo casi sin cambios, para posteriormente reiniciar su reduccion hasta
una importante reduccion. Esto nos indica que el tratamiento combinado de
temperatura-cal-%humedad no solo inhibe la viabilidad de los huevos sino también
provoca la destruccién de los huevos cuando persisten condiciones hostiles para su

sobrevivencia.

Durante los primeros tiempos de exposicion en cada humedad (Fig. 5.3 hasta la 5.8),
se observa que: al efecto de la cal combinado con la humedad, la resistencia de los
huevos viables es mayor, ya que son estructuras de gran resistencia, soportando
condiciones ambientales adversas y manteniendo su estado infeccioso durante meses
(Tay et al., 2002).

Los resultados observados sobre la inactivacion de los huevos viables al estar
sometidos a condiciones ambientales desfavorables (aumento de temperatura, un pH
arriba de 12, y liberacion de amoniaco), concuerdan con los reportados por Eriksen et

al. (1995) quien obtiene un lodo totalmente libre de huevos viables en 10 semanas,



para el caso de la matriz de humeda; coincidiendo aun mas con los resultados de
Manrique et al. (2006) quien logré sanear el lodo en 21 dias de tratamiento con una

dosis de 25 % de CaO en el caso de la matriz seca.

Con respecto a la resistencia de las seis diferentes especies de huevos de helmintos
se observo que los huevos de las especies Trichuris trichiura e Hymenolepis nana
(Fig. 5.6 y 5.7, respectivamente) son los menos resistentes al tratamiento al presentar
el 100% de eficiencia de inactivacion a los 15 dias, este comportamiento es similar al
reportado por Jiménez et al. (2008) ya que su inactivacion se obtuvo a los 2 meses de
tratamiento con 6xido de calcio al 20 %, respecto a A. suum (Fig. 5.4), Toxocaris canis
(Fig. 5.5) y Taenia solium (Fig. 5.8) que lograron su inactivacion total a los 5 meses de

tratamiento con cal al 20%.

Esto se debe a que los huevos de H. nana son susceptibles a la desecacion a
temperaturas superiores a los 45°C y generalmente no son capaces de sobrevivir por
més de 10 dias en el ambiente (Feachem et al., 1983). De manera contraria los
huevos de A. suum y A. lumbricoides fueron los mas resistentes al presente

tratamiento.

La mayor resistencia de los huevos de Ascaris respecto a los de Trichuris se puede
deber al tamafio comparativo, ya que los primeros son mayores y tienen mucho mayor
superficie en la membrana uterina, por lo que la difusién de los gases es mejor que en
Trichuris. (Eriksen, 1995; WHO, 2004).

6.6 Cambios en la morfologia de los huevos de helmintos

Los cambios en la estructura de los huevos de los helmintos (coloracién oscura,
granulacion, deformacion de capas del huevo y/o embrion o larva) que se muestran en
las figs. 5.23, 5.24 y 5.25, se debid a que el tratamiento afectd la composicién quimica

de las capas del huevo que a su vez provoco la muerte de la larva.

Los cambios y eliminacion del contenido total de 41.4 % de proteinas, 36-29.7 % de
lipidos (ascarosides, fosfolipidos y triglicéridos) y 14.3-24.9 % de carbohidratos
(glucégeno vy trehalosa) del huevo (Quilés et al.,, 2006), posiblemente se iniciaron
desde la aplicacion de la temperatura a 45 °C, afectando y desorganizando
inicialmente los ascarosides (Barret,1976 citado por WHO, 2004) de la membrana
lipidica, la cual estd compuesta por 25 % de proteinas y 75 % de lipidos (Maya et al.,
2008).



Después de adicionar cal al 20 % se provocé un cambio brusco de pH (de 5 a > 12), el
cual incremento la presion osmotica y causo hipertension en la pared celular; que junto
con la temperatura, que aumentd por la reaccién exotérmica del 6xido de calcio

(Méndez 2003), provocaron un cambio en la permeabilidad de la cubierta del huevo.

Este cambio permite la fusibn de los ascarosides ya alterados (WHO, 2004), la
desnaturalizacion de las enzimas y proteinas superficiales de la capa lipidica (Maya et
al., 2008); induciendo asi la salida de la trehalosa fuera del huevo (la cual junto con los
iones Ca®* que se entrecruzan y llevan a cabo la estabilizacién de la membrana);
exponiendo al huevo a la pérdida de agua y desecacion porque la trehalosa reemplaza
normalmente el agua asociada con las membranas biolégicas (Clarke y Perry, 1980;
Gonzalez, 2006).

Esto reduce la presion osmotica de la membrana vitelina, y la larva no eclosionada o
embridén son expuestos a un nuevo ambiente donde la pérdida de agua y la actividad
metabdlica son alterados (Gonzalez, 2006); lo cual provoca que el huevo pierda sus
propiedades originales e incluso modifique su estructura molecular, provocando con
ello dafos irreversibles en la morfologia del huevo (Maya et al., 2008). Causando asi
la pérdida del material citoplasmético, desnaturalizacion de acidos nucleicos y
rompimiento de los puentes de hidrogeno (Méndez, 2003; Madigan et. al; 2004), estos
ultimos encargados de unir al complejo quitina-proteina (Gonzélez et al., 2002),
comienzan a perder su arreglo helicoidal, que permanecia en la membrana intermedia

(Bird y Bird, 1991), dando lugar a la pérdida de la capa mas resistente del huevo.

De esta manera se bloquea la respiracion, la transferencia de materiales, energia y
electrones en el interior del huevo (Takamiya et al., 1993; Aguilar, 2006); permitiendo
el paso de moléculas eléctricamente neutras como el amoniaco, el i6n Ca 2
(producidos por la estabilizacion alcalina) y sustancias solventes de lipidos, los cuales
alteran las funciones enzimaticas y generan la muerte del microorganismo (Méndez,

2003; WHO, 2004).

6.7 Indicador de contaminacién en lodos

De acuerdo con la eficiencia de inactivacion (Figs. 5.9 y 5.10) y al analisis estadistico
(Figs.5.11 hasta 5.16), se propone como indicador ideal de contaminacion fecal, para
evaluar el proceso de tratamiento de lodos a los géneros: A. lumbricoides, A. suum y

Taenia solium.



Debido a la morfologia, tamafio del huevo y al mayor porcentaje reportado en lodos

residuales de México se recomienda utilizar al género Ascaris.

Taenia solium también puede ser utilizada como indicador ideal de contaminacion,

siempre y cuando Ascaris esté ausente.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Sidhu y Toze (2008) y WHO (2004), ya que
A. lumbricoides a nivel mundial presenta uno de los mayores indices de parasitismo,
s6lo es necesaria una dosis infectiva minima de un huevo (para la cual el humano no
presenta ningun tipo de inmunidad -Tay et al., 2002), cumple con los criterios
mencionados por la Organizacion Mundial de la salud y logra permanecer en estado

latente conservando su viabilidad durante afios (EPA, 1992).



7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos al aplicar un sistema sinérgico, en la inactivacion

de diferentes especies de huevos de helmintos, se concluye que:

e Para determinar la viabilidad de los huevos de los helmintos, la técnica de
incubacién a 26 °C con acido sulfirico es mas confiable y eficiente que la
técnica de tincidén de azul tripan, ya que el colorante logra entrar en las capas

del huevo, sin que ello indique que no sea viable.

e La reaccién del 6xido de calcio con el lodo mantuvo el pH>12 durante la
inactivacion total de los huevos, siendo de 12.76 en la matriz hdmeda y 12.81

en la matriz seca hasta los 2 meses.

e El efecto de temperatura a 45 °C, cal (20 %) y humedad (11.2 y 88.7 %) en
conjunto ocasionaron la inactivacion de las diferentes especies de huevos de
helmintos, desde los 30 minutos, siendo de manera gradual, respecto a los

demas tiempos y del 100% a los 45 dias y 3 meses de exposicion.

» El efecto sinérgico es eficiente en la inactivacion de los huevos, semejante a la
evaluacion en forma individual de cada variable, pero en condiciones menos

extremas por lo que podria utilizarse para el tratamiento de lodos a escala real.

» El efecto sinérgico logré aumentar la permeabilidad del huevo, permitiendo asi

la pérdida de la viabilidad y/o eliminacion total del huevo.

e Aunque en ambas humedades se observo un incremento en la materia seca (%
ST), el efecto sinérgico aplicado, también logré evitar un aumento mayor e
innecesario de materia seca al final de la experimentacién; el cual podria

disminuir los gastos de transporte del biosoélido a escala real.

e Los huevos mas resistentes en la matriz seca fueron A. lumbricoides y T.
solium; mientras que en la matriz himeda A. suum, hasta los 45 dias y 3

meses, respectivamente.

e Los huevos de Trichuris trichiura e Hymenolepis nana fueron los menos
resistentes al tratamiento presentando una inactivacién total a los 4 y 15 dias

en la matriz seca y hiumeda, respectivamente.



e Se propone como posibles indicadores de contaminacion para evaluar la

eficiencia del cualquier proceso de estabilizacion de lodos residuales:
a) Ascaris.

b) Taenia.
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ANEXO |

PREPARACION DE SOLUCIONES
9.1 Solucién Acida - Alcohol

Homogeneizar 650 mL de &cido sulfarico 0.1 N con 350 ml de alcohol etilico 100%.

Almacenar la solucién en un recipiente hermético.
9.2 Solucién de Sulfato de Zinc (ZnSO4)

Disolver 800 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO,-7H,O) en 1 L de agua
destilada, mezclar hasta homogeneizar totalmente; con ayuda de un densimetro,
ajustar la densidad a 1.3 g/cm?®, agregando sulfato de zinc o agua destilada, segin se
requiera. Almacenar en un recipiente hermético, etiquetar y verificar la densidad cada

mes.
9.3 Solucién de Tween 80 al 0.1%

Afadir 1 mL de Tween 80 en 1 000 mL de agua destilada mezclar en la parrilla de
agitacion hasta que esté en completa disolucion (esta solucion se prepara el mismo

dia de trabajo)
9.4 Solucién de H,SO, al 0.1N

Aforar 4 mL de H,SO,4 en 1000 ml de agua destilada, posteriormente agitar durante 1
min para homogeneizar la mezcla, realizar la soluciébn en la campana. Guardar la

solucion en un recipiente hermético color @mbar.



ANEXO Il

BASE DE DATOS

Tabla 10.1 Cantidad de so6lidos totales y porcentaje de humedad en la matriz
secay hiUmeda en cada tiempo de exposicion

Tiempo / MATRIZ SECA MATRIZ HUMEDA
repeticion % ST %H % ST %H
A 13.33 86.67 92.10 7.90
30 B 15.87 84.23 95.43 4.57
C 14.15 85.85 95.34 4.66
x 14.45 85.58 94.29 5.71
1.30 1.24 1.90 1.90
A 15.08 84.92 90.88 9.12
1h B 14.77 85.23 95.70 4.30
C 14.39 85.61 95.23 4.77
x 14.75 85.25 93.94 6.06
0.35 0.35 2.66 2.66
A 15.68 84.32 93.25 6.75
1d B 14.35 85.65 92.68 7.32
C 14.55 85.46 93.51 6.49
x 14.86 85.14 93.15 6.85
0.72 0.72 0.43 0.43
A 15.24 84.76 92.53 7.47
2d B 15.06 84.94 92.49 7.51
C 15.30 84.70 93.49 6.51
x 15.20 84.80 92.84 7.16
0.12 0.12 0.56 0.56
A 15.10 84.89 95.23 4.77
4d B 14.80 85.20 95.23 4.77
C 15.28 84.72 95.34 4.66
x 15.06 84.94 95.27 4.73
0.24 0.24 0.06 0.06
A 14.86 85.14 95.96 4.04
15d B 16.26 83.74 94.47 5.53
C 14.26 85.74 95.50 4.50
x 15.13 84.87 95.31 4.69
1.03 1.03 0.76 0.76
A 16.07 83.93 93.97 6.03
30d B 13.96 86.04 94.70 5.30
C 14.94 85.06 94.19 5.81
x 14.99 85.01 94.29 5.71
1.06 1.06 0.37 0.37
A 14.44 85.56 96.98 3.02
45d B 15.31 84.69 95.63 4.37
C 14.94 85.06 96.49 351
x 14.90 85.10 96.37 3.63
0.44 0.44 0.68 0.68
A 14.44 85.56 95.71 4.29
2m B 14.18 85.82 95.55 4.45
C 15.95 84.05 94.83 5.17
x 14.86 85.14 95.36 4.64
0.96 0.96 0.47 0.47
A 15.31 84.89 95.96 4.04
3m B 15.80 84.20 96.13 3.87



C 15.35 84.65 95.88 4.12

X 15.49 84.58 95.99 4.01

0.27 0.35 0.12 0.12

A 15.52 84.48 95.82 4.18

4m B 15.39 84.61 95.66 4.34
C 15.85 84.15 95.31 4.69

X 15.59 84.41 95.60 4.40

0.24 0.24 0.26 0.26

A 15.53 84.47 95.57 4.43

5m B 19.58 80.42 95.52 4.48
C 15.79 84.21 95.41 4.59

X 16.97 83.03 95.50 4.50

2.27 2.27 0.08 0.08

Xx= media aritmetica

Tabla 10.2 Conteo de huevos viables y no viables en cada tiempo de exposicion
en la matriz secay humeda

Matriz seca Matriz himeda

Tiempo / especie A B C A B C

HY HNV HV HNV HV HNV HV HNV HV HNV HV HNV
30min
Ascaris suum 27 7 27 5 30 3 35 4 29 4 30 2
Toxocara canis 25 6 26 8 28 6 29 3 31 2 33 2
A.lumbricoides 29 5 29 7 31 4 30 2 29 1 32 2
Trichuris trichiura 18 8 20 10 17 15 28 3 27 5 25 6
Hymenolepis nana 26 8 25 7 21 9 19 7 21 8 25 6
Taenia solium 31 3 29 5 30 5 31 3 29 4 31 2
1h
Ascaris suum 22 13 24 11 19 15 30 4 31 3 27 6
Toxocara canis 18 15 22 10 23 11 31 3 31 4 29 6
A. lumbricoides 25 9 24 7 28 5 27 4 25 7 23 8
Trichuris trichiura 13 18 11 20 9 21 26 6 25 7 21 6

Hymenolepis nana 18 17 15 16 13 21 15 19 11 20 13 15

Taenia solium 27 9 23 10 25 8 24 7 27 6 27 6
1d

Ascaris suum 18 16 21 12 17 17 27 7 25 9 22 8
Toxocara canis 11 21 9 23 13 20 25 9 29 4 26 6
A.lumbricoides 15 19 12 17 19 13 19 11 21 10 23 9

Trichuris trichiura 9 23 8 21 6 19 11 20 12 17 10 15
Hymenolepis nana 5 27 3 30 3 31 9 20 8 22 11 15

Taenia solium 13 28 9 20 10 21 19 12 18 12 21 10
2d

Ascaris suum 9 20 15 13 13 19 21 10 19 12 19 13
Toxocara canis 7 23 9 21 10 20 19 15 22 10 25 9
A.lumbricoides 11 21 13 18 15 17 21 13 18 10 15 16

Trichuris trichiura 3 30 5 27 4 25 9 21 10 18 10 19
Hymenolepis nana 2 29 2 30 0 26 10 19 7 23 9 14
Taenia solium 7 22 4 20 8 19 21 9 23 10 21 11




4d

Ascaris suum 4 18 9 20 6 21 17 14 19 14 17 17
Toxocara canis 2 30 7 25 4 29 17 18 19 14 15 18
A.lumbricoides 5 22 9 19 9 19 16 15 14 16 10 19
Trichuris trichiura 0 25 2 25 0 28 7 20 5 22 5 21
Hymenolepis nana 0 18 0 21 0 21 9 20 7 21 7 22
Taenia solium 4 30 3 29 3 21 17 13 20 9 19 11
15d

Ascaris suum 1 25 4 20 2 22 11 21 13 18 15 20
Toxocara canis 0 18 2 25 0 20 17 17 14 15 12 21
A. lumbricoides 3 22 3 21 3 18 8 23 5 27 7 24
Trichuris trichiura 0 21 0 7 1 18 2 28 3 25 4 26
Hymenolepis nana 0 16 0 17 0 15 4 23 2 31 2 27
Taenia solium 3 28 1 19 1 21 10 20 8 25 7 19
30d

Ascaris suum 0 23 0 29 0 21 5 25 4 21 4 19
Toxocara canis 0 19 0 21 0 18 3 27 6 25 5 25
A.lumbricoides 1 25 0 18 0 23 2 28 1 29 1 26
Trichuris trichiura 0 16 0 11 0 8 0 31 0 29 0 27
Hymenolepis nana 0 21 0 21 0 27 0 29 0 28 0 27
Taenia solium 1 19 0 22 0 25 4 28 1 24 1 29
45d

Ascaris suum 0 30 0 28 0 25 1 29 0 27 1 29
Toxocara canis 0 19 0 22 0 18 2 25 1 29 1 27
A.lumbricoides 0 21 0 22 0 23 0 28 1 29 0 27
Trichuris trichiura 0 18 0 13 0 15 0 27 0 30 0 26
Hymenolepis nana 0 11 0 15 0 13 0 27 0 31 0 30
Taenia solium 0 23 0 21 0 19 1 26 0 29 0 29
2m

Ascaris suum 0 23 0 25 0 18 1 26 0 24 0 22
Toxocara canis 0 21 0 20 0 19 0 24 1 29 1 26
A.lumbricoides 0 25 0 22 0 25 0 17 0 21 0 20
Trichuris trichiura 0 13 0 11 0 14 0 18 0 19 0 16
Hymenolepis nana 0 10 0 9 0 11 0 18 0 15 0 16
Taenia solium 0 21 0 20 0 19 0 21 0 19 0 18
3m

Ascaris suum 0 18 0 17 0 16 0 17 0 19 0 16
Toxocara canis 0 19 0 15 0 14 0 19 0 19 0 21
A. lumbricoides 0 21 0 25 0 21 0 15 0 17 0 19
Trichuris trichiura 0 17 0 14 0 11 0 13 0 11 0 9
Hymenolepis nana 0 9 0 7 0 7 0 11 0 10 0 9
Taenia solium 0 22 0 19 0 20 0 16 0 15 0 17
4m

Ascaris suum 0 11 0 15 0 9 0 15 0 13 0 11
Toxocara canis 0 8 0 6 0 6 0 17 0 15 0 15



A. lumbricoides 0 14 0 17 0 15 0 12 0 11 0 14
Trichuris trichiura 0 7 0 6 0 4 0 9 0 8 0 7
Hymenolepis nana 0 0 0 3 0 3 0 9 0 9 0 7
Taenia solium 0 9 0 14 0 10 0 12 0 10 0 11
5m

Ascaris suum 0 7 0 9 0 8 0 11 0 9 0 12
Toxocara canis 0 4 0 5 0 5 0 14 0 11 0 15
A. lumbricoides 0 9 0 7 0 11 0 10 0 7 0 11
Trichuris trichiura 0 1 0 3 0 0 0 7 0 5 0 6
Hymenolepis nana 0 0 0 1 0 0 0 4 0 3 0 3
Taenia solium 0 6 0 4 0 5 0 7 0 7 0 5

Tabla 10.3 Monitoreo de temperatura y humedad en el area de almacenamiento
durante el periodo de experimentacién

. Temperatura ( °C) %H Temperatura ( °C) %H
Mes /Dia 9:00 13:00 17:00 Mes /Dia  9:00 13:00 17:00
OCTUBRE ENERO
6 15 17 20 68 5 10 14 21 s.d
7 18 19 20 66 6 10 12 17 s.d
8 15 17 19 70 7 11 15 21 s.d
9 16 19 20 70 8 10 17 19 s.d
10 17 18 20 68 9 10 14 18 s.d
13 17 19 20 68 12 11 16 17 s.d
14 15 17 20 64 13 10 13 15 s.d
15 14 18 20 64 14 9 13 14 s.d
16 16 18 19 66 15 11 13 13 s.d
17 16 16 19 66 16 11 13 12 s.d
20 14 16 19 70 19 11 14 17 s.d
21 13 15 19 69 20 11 14 17 s.d
22 13 15 19 66 21 11 14 17 s.d
23 13 16 20 64 22 10 15 18 s.d
24 14 17 21 58 23 10 14 16 s.d
27 15 15 17 56 26 11 10 20 s.d
28 12 14 17 58 27 12 22 25 s.d
29 12 14 17 62 28 13 17 20 s.d
30 13 18 21 60 29 14 15 22 s.d
31 14 18 20 60 30 11 15 15 s.d
NOVIEMBRE FEBRERO

3 13 17 20 60 2 13 16 16 s.d
4 12 17 20 58 3 10 15 17 s.d
5 13 16 20 56 4 9 10 18 s.d
6 13 17 20 56 6 9 11 19 s.d
7 13 17 20 56 9 10 15 20 48
10 15 21 22 60 10 10 17 22 55



11 13 18 22 60
12 15 17 20 58
13 13 17 20 56
14 15 18 21 54
17 12 14 17 53
18 10 14 20 54
19 9 12 19 54
20 10 15 17 53
21 12 14 17 55
24 11 15 18 60
25 14 15 17 56
26 11 14 18 59
27 12 15 17 59
28 11 15 17 56
DICIEMBRE
1 11 15 18 54
2 12 15 17 56
3 9 15 18 52
4 9 13 19 50
5 9 13 17 52
8 11 15 17 50
9 11 15 17 52
10 10 14 16 56
11 10 14 16 52
12 10 14 17 52
15 10 13 17 52
16 10 13 16 50
17 10 14 20 49
18 10 14 17 49
19 10 14 17 50
VACACIONES

11 11 20 22 56
12 10 16 20 56
13 10 16 21 56
16 16 20 22 54
17 15 20 22 58
18 16 19 22 58
19 15 17 20 56
20 16 19 22 60
23 10 11 20 66
24 10 12 19 60
25 10 15 20 54
26 11 17 21 46
27 12 16 20 44
MARZO
2 11 14 16 48
3 11 14 18 46
4 11 16 20 40
5 13 14 20 40
6 11 15 23 38
9 14 20 25 40
10 15 20 23 40
11 16 20 22 42
12 14 19 22 46
13 14 20 22 48
16 15 20 23 52
17 14 17 20 58
18 14 19 20 58
19 14 19 21 58
20 14 20 23 48
23 15 19 22 46
24 15 21 23 46
25 16 21 22 55
26 17 23 22 56
27 17 20 23 48
30 17 21 24 38
31 17 23 27 34

s.d sin datos



ANEXO Il

CERTIFICADO DE CONCENTRADO DE LOS HUEVOS DE HELMINTOS.

PAC

PREGRAMA DE ASLOURAMIENTD GL LA CALICAD

Alheli Na. TH

Col, Nueva Sta. Maris

C.P. 02800 Del. Arcapotzslcs
Tels. 5347 9238 /5341 3014
5341 2971 J 5341 1864
01800 570 9690

OTRO0 530 3140

whete [uocal IR

Meéxico D.F. a 2 de octubre dei 2008.

INSTITUTO DE INGENIERIA DE LA LN AM.
A quién cormmesponda:

CERTIFICADO
Por medio de la presente hago certificar gue log viales de 15 ml. comesponden a
concentrados de los siguienies parSsitos.
Toxocara canis
Hymenolepis nana
Ascaris lumbricoides

Se extiende la presente constancia para los fines que al interesado convengmn, a los dos
dias del mes de octubre del afo 2008.
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