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RESUMEN

En la actualidad el uso del agua residual para riego agricola es una practica comun que, no obstante
el aporte benéfico a los cultivos, como nutrientes y materia organica, también, puede representar
un riesgo importante a la salud de la poblacidn, ya que en ella se concentran, tanto en variedad
como en cantidad, diferentes tipos de parasitos patégenos. Tal es el caso de los helmintos, gusanos
parasitos de distribucidén mundial y de interés médico debido a las infecciones que ocasionan, razén
por la cual desde 1989, la WHO establecié la normatividad internacional que regula el contenido de
huevos de helmintos (etapa infectiva de su ciclo de vida) en el agua residual destinada para riego,
<1 huevo/litro. Dada la importancia que estos pardsitos representan, resulta imprescindible
verificar el cumplimiento de los criterios que la mayoria de los paises, México incluido, han
adoptado. No obstante que a nivel mundial existen técnicas que permiten llevar a cabo la
identificacion y cuantificacién de los huevos de helmintos, a través de etapas de limpieza,
concentrado y separacion de los huevos del resto de particulas que la muestra contiene, su Ultima
etapa involucra la observacién directa al microscopio éptico por parte de un técnico experto. De
esta forma el resultado final esta sujeto a la expertise del analista quien la realiza, lo que constituye
una importante fuente de error, incertidumbre o subjetividad del resultado final por: a) la poca o
nula experiencia de analista para diferenciar estructuras similares a los huevos (tales como polen,
esporas, burbujas, etc.), b) la alta cantidad de detritus o c) los tiempos excesivos de observacién y
fatiga. A causa de tal problematica, y tomando como preambulo los estudios realizados en el campo
de procesamiento de imagenes de microscopia, fue factible su aplicacion para el desarrollo de un
sistema automatico capaz de identificar y cuantificar diferentes especies de huevos de helmintos en
muestras de agua residual, el cual representa una alternativa confiable y rapida, sin la necesidad de
contar con un técnico experto para su aplicaciéon. El desarrollo del sistema automatico involucré 4
etapas, mismas que comprendieron 1) la seleccién de 10 diferentes especies de huevos de
helmintos de importancia médica y distribucion mundial, 2) la generacidn de una base de datos de
imagenes para la calibracidn del sistema, 3) la seleccién y disefio de algoritmos de procesamiento
para el mejoramiento de las imagenes con el objetivo de permitir una adecuada segmentacion,
identificacion y clasificacion de los objetos de interés, y con base en sus caracteristicas principales
clasificarlos y 4) la validacidn del sistema, a través de los porcentajes de Sensibilidad (capacidad del
sistema de clasificar correctamente a un huevo de helminto en la especie que corresponde) y de
Especificidad (capacidad del sistema de clasificar correctamente un objeto cuando no se trata de un
huevo), para tres diferentes clases de agua residual de acuerdo a su contenido de solidos totales: a)
Clase |, aguaresidual tratada con bajo contenido de sdlidos totales, generada de un proceso terciario
equivalente (<15 mg/L ST), b) Clase Il, agua residual tratada hasta un tratamiento secundario (>15
mg/L ST, <150 mg/L ST) y c) Case lll, agua residual sin tratamiento con un contenido > 150 mg/L ST.
La validacion, tanto a nivel nacional como internacional, del sistema automatico desarrollado para
la identificacidn y cuantificacion de huevos de helmintos en muestras de agua residual, mostré
porcentajes de Sensibilidad y Especificidad promedios del 97 y 96%, respectivamente, por lo que
representa una herramienta real y confiable para los operadores de plantas de tratamiento de agua
residual, mejora la eficiencia de la técnica analitica en diversas comunidades, lo que conduce a la
reduccion o eliminacion de los riesgos a la salud que este tipo de pardsitos representa.
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1. INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) establece que la meta nimero
uno del reuso del agua residual en la agricultura es eliminar la pobreza y el hambre en los paises en
vias de desarrollo. Su redso, ademas de permitir el ahorro de agua de primer uso, incrementa el
rendimiento de los cultivos por el aporte de nutrientes y materia orgdnica que ésta contiene, lo que
beneficia y mejora las propiedades de los suelos, y disminuye la contaminacién que su vertido a
cuerpos de agua superficiales ocasiona (WHO, 2006).

En la actualidad el reldso del agua residual para la agricultura se ha incrementado
considerablemente, el total de la tierra regada con agua residual sin o parcialmente tratada se
estima en alrededor de 20 millones de hectadreas en 50 paises, lo que representa aproximadamente
un 10% del total de las tierras de riego, y que al menos el 10% de la poblacion mundial consume
alimentos producidos a base de riego con este tipo de agua (Smit & Nasr, 1992).

No obstante, las ventajas del redso del agua residual, ésta puede representar riesgos a la salud tanto
para los agricultores y sus familias, como para los consumidores del producto de la cosecha, si ésta
es dispuesta sin el tratamiento adecuado. Lo anterior se debe a que contiene una alta diversidad de
parasitos patdgenos capaces de sobrevivir en el ambiente el tiempo suficiente para ser transmitidos
e infectar a los humanos. Tal es el caso de los helmintos, conocidos vulgarmente como gusanos
pardsitos, cuyo riesgo se debe a la persistencia de sus estadios infecciosos en el agua contaminada,
suelos o cultivos durante meses e incluso afios (Jiménez et al., 2016).

A este respecto, y dada su capacidad infecciosa, se calcula que existen cerca de 2.5 billones de
personas infectadas alrededor del mundo (Jiménez et al., 2016). La WHO (1989) con el objetivo de
eliminar los riesgos inherentes a la salud que el redso del agua residual en la agricultura conlleva,
establecid los criterios y regulaciones para este tipo de patdgenos, en su estadio de huevo, etapa
infectiva del ciclo de vida, cuyo valor es <1 huevo/L en agua residual destinada al riego (WHO, 1989;
WHO, 2006). Criterios adoptados, también, dentro de la Normatividad Mexicana, NOM-003-
SEMARNAT-1997, que establece que, para el reldso de agua residual en servicios al publico con
contacto directo, el limite maximo permisible serd de <1 huevo/litro (riego no restringido) y en agua
con contacto indirecto u ocasional con el publico sera de <5 huevos/litro (riego restricto).

Para evidenciar que tales criterios se cumplen, resulta necesario utilizar técnicas que permitan
cuantificar el contenido de huevos de helmintos con un limite tal de deteccidn; sin embargo, las
metodologias y procedimientos actuales, no siempre son eficientes, sobre todo en su etapa final,
donde, sin importar el tipo de técnica empleada, técnicos expertos son requeridos para la
identificacion y cuantificacidon de los diferentes géneros y especies que constituyen a este grupo
amplio de parasitos. Problema aun mayor cuando las muestras analizadas presentan un alto
contenido de particulas o detritus?, requiriendo de tiempos amplios de observacion directa al
microscopio Optico, lo que en ocasiones trae como consecuencia un sobre o subconteo, y con ello
resultados subjetivos y poco confiables.

! Detritus: resultado de la descomposicidn de una masa sélida en particulas, sedimento dentro del agua
residual



Una alternativa real para la identificacidon y cuantificacion automatica de huevos de helmintos en
muestras de agua residual de diferentes calidades, con base en su contenido de sélidos totales, a
partir de imagenes de microscopia procesadas en laboratorios ambientales, eliminando la necesidad
de un experto, la constituyen los avances en algoritmos y sistemas de procesamiento y
reconocimiento digital de imagenes, los cuales se basan en sistemas: a) comparativos con bases de
datos de imagenes y b) de entrenamiento durante su reconocimiento.

Debido a ello, el objetivo del presente trabajo de tesis fue desarrollar un sistema automatico, como
una propuesta alternativa precisa y rapida para la cuantificacion e identificaciéon de diferentes
géneros y especies de huevos de helmintos de importancia médica, frecuentemente detectados a
nivel mundial.



2. ANTECEDENTES

2.1 Parasitos en el agua residual

El agua residual, al ser producto de la mezcla de desechos de todo tipo, puede contener un sin
numero de agentes patdgenos, tales como virus, bacterias, protozoarios y helmintos; los cuales, por
falta de saneamiento y/o una inadecuada disposicidén pueden representar un riesgo a la salud de la
poblacidn. A continuacidn se describen a estos cuatro grupos de organismos, los tres primeros se
abordan de forma general, mientras que en el caso de los helmintos, y al ser éstos el principal tema
de estudio, se describen con mayor detalle.

Virus

Existen mas de 140 tipos de virus entéricos capaces de infectar el tracto intestinal y ser desalojados
en las heces, un gramo puede contener hasta 10° particulas de virus infecciosos. Aunque no se
pueden multiplicar fuera de una célula hospedera, pueden sobrevivir por semanas en matrices tales
como agua residual (de 7 a 15 semanas). Existen 5 tipos de virus que son particularmente
importantes por su impacto a la salud: adenovirus, enterovirus (incluyendo virus de la polio), virus
de la hepatitis A, rotavirus y reovirus (Feachem et al., 1983).

Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares, que se reproducen en condiciones ambientales
favorables (temperatura, pH, etc.), muchas especies son inocuas al hombre. Dentro de éstas, existe
un grupo denominado coliformes fecales (no patégenos), debido a que colonizan el intestino y son
desalojados en las heces donde se encuentran en gran niumero (mas de 10'? por gramo), razén por
la que son comunmente utilizadas como indicadores tradicionales de contaminacion fecal en el
agua, ya que su presencia indica la posible existencia y/o sobrevivencia de bacterias patégenas al
hombre como el caso de Salmonella typhiy Vibrio cholerae (Bitton, 1995).

Protozoarios

Los protozoos son organismos unicelulares, de los cuales se han descrito alrededor de 50,000
especies, entre éstas solo una veintena patégenas para el hombre. Una vez que éstas infectan al ser
humano, se albergan en el tracto intestinal y pueden causar diarrea o disenteria®. Una caracteristica
comun de este grupo es la formacién de quistes o estructuras de resistencia cuando las condiciones
ambientales son desfavorables (tales como pH, temperatura, alimento, etc.), para posteriormente
retornar a su estadio de trofozoito®, cuando las condiciones les son favorables (Pumarola et al.,
1992). Dentro de los protozoarios patégenos intestinales de mayor importancia se encuentran las
especies Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Balantidum coli y Entamoeba histolytica
(Feachem et al., 1983).

2 Disenteria: Trastorno inflamatorio del intestino, que causa dolor abdominal y diarrea con sangre, entre otros
sintomas.
3 Trofozoito: Estado adulto del ciclo de vida de un protozoo.



2.2 Helmintos

2.2.1 Generalidades

Término designado a un amplio grupo de organismos que incluye a todos los gusanos parasitos (de
humanos, animales y vegetales) y de vida libre, con forma y tamafos variados. Poseen drganos
diferenciados, pueden tener aparato digestivo o no, su sistema reproductor esta altamente
desarrollado y sus ciclos de vida comprenden la produccion de huevos y/o larvas, infecciosas o noy
la alternancia compleja de generaciones que incluye hasta tres huéspedes diferentes. Muchos de
ellos cuentan con érganos especializados en succionar o atacar al huésped (Pumarola et al., 1992).
Los helmintos son metazoarios (organismos pluricelulares) complejos en sus funciones digestivas,
de respiraciéony de excrecién. Algunos son hermafroditas y otros dioicos (sexos separados), oviparos
Yy unos pocos viviparos. La mayoria tiene cuticula, érganos de fijacién, carecen de sistema
circulatorio, aparato respiratorio y son méviles (Romero, 2007). Los helmintos en su edad adulta
tienen diferentes tamaiios que van desde 1 mm hasta varios metros, poseen diferentes ciclos de
vida y se desarrollan en condiciones ambientales diversas (Jimenez & Maya, 2007).

2.2.2 Clasificacion

Los helmintos se clasifican en tres diferentes Phyla: Nematelmintos (Aschaelmintos) o gusanos
redondos no segmentados, Platelmintos o gusanos planos y Annelidos o gusanos redondos
segmentados. Los dos primeros grupos infectan al humano a través del agua o alimentos
contaminados, el tercer grupo se refiere a los gusanos de vida libre, por lo que no son de interés
dentro del presente trabajo de tesis. A continuacion se describen sélo los de importancia médica.

Nematelmintos

Los nematodos abarcan cerca de 25,000 especies (Brusca & Brusca, 2003). Son gusanos
invertebrados, cuerpo cilindrico sin segmentos y simetria bilateral. Su cuerpo es delgado, con el
extremo anterior y posterior terminados en punta (Saredi, 2002). Los nematodos son organismos
mas evolucionados que los platelmintos, tienen aparato digestivo completo y poseen una cuticula
que los aisla del medio ambiente, son dioicos, es decir, tienen sexos separados. Su tamaiio varia de
unos cuantos mm (especies fitoparasitas), hasta varios cm (parasitos vertebrados). Los ciclos de vida
de la mayoria de los nematodos presentan varios huéspedes intermediarios, siendo el hombre casi
siempre el definitivo (Gallego, 2007).

Platelmintos

Los platelmintos o gusanos planos, tienen en su cuerpo un didmetro menor en relacién con otro
mayor, dandoles un aspecto aplanado, son metazoarios, pero poco evolucionados, no poseen
cuticula, por lo que no tienen una cubierta que aisla el interior del organismo de su exterior
(Romero, 2007).

Dentro de los platelmintos, existen 2 grandes grupos, los Cestodos y los Trematodos. En el primero
(gusanos segmentados) se localizan los parasitos denominados Tenias o solitarias, de interés
médico, carecen de sistema digestivo y requieren al menos de 2 huéspedes en su ciclo de vida. En
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el caso de los Trematodos (gusanos no segmenados), son parasitos mas evolucionados que los
Cestodos, tienen un aparato digestivo rudimentario y son hermafroditas, éstos pueden tener de uno
a dos hospederos durante su vida (Romero, 2007).

Cestodos

Las 3,400 especies descritas son endoparasitos, poseen un cuerpo aplanado dorso-ventralmente
con ventosas y ganchos para absorber nutrientes. Los cestodos adultos a menudo son de un color
blancuzco, estan formados por tres estructuras y se alimentan por ésmosis de los nutrientes del
huésped. Las estructuras comunes en los cestodos son el escélex, el cual cumple la funcién de ser
el mecanismo de fijacién del parasito a la mucosa intestinal del huésped; el estrdbilo, el cual sirve
para la fertilizacion (lugar donde se almacenan los huevos), y un cuello que es la unidn entre las dos
estructuras antes mencionadas (Fernandez & Rivas, 2007). En su forma adulta, los géneros de
cestodos que con mayor frecuencia parasitan el intestino del hombre son Hymenolepis nana, Taenia
saginata y Taenia solium (Biagi, 2004).

Trematodos

Tienen forma de hoja, la mayoria son hermafroditas y estan provistos de tubo digestivo ramificado,
presentan ciclos de vida complejos, que incluyen habitualmente uno o dos hospederos
intermediarios y el hombre como el hospedero final. Diversas especies de trematodos son parasitas
del hombre, en México, la mas importante es Fasciola hepdtica (Biagi, 2004).

En la Figura 1 se muestra esquematicamente la clasificacion de los helmintos de importancia
médica.



Figura 1. Clasificacidn de los helmintos de interés médico (Jiménez & Maya, 2007).



2.2.3 Mecanismos de transmision

La helmintiasis, término que se utiliza para referirse a un grupo de enfermedades parasitarias
ocasionadas por helmintos, comienza cuando los huevos, que producen los gusanos adultos que
viven dentro del intestino de las personas infectadas, son desalojados en la heces fecales y de ahi
transportados al agua residual, donde la transmision puede ocurrir a través de varias formas: a) por
cultivos contaminados que no son lavados y/o cocinados adecuadamente, b) por la ingestidn de
agua contaminada, c) por el contacto con suelos contaminados, siendo con frecuencia los mas
afectados nifios menores de 5 afos y d) a través de la infeccion directa de la larva, cuando ésta
penetra a través de una herida de la piel, por caminar descalzo en agua o suelo contaminados, tal
como ocurre en el caso del grupo de las Uncinarias* (WHO, 2016).

2.2.4 Distribucion mundial

Como se menciond previamente, mds de 2.5 billones de personas a nivel mundial han sido o son
hospederos de alguna de las especies de helmintos. La mayor parte de estas infecciones ocurren en
Asia, donde al menos un cuarto de la poblacidn son hospederos (26.4%). Este tipo de patégenos
también se encuentran distribuidos ampliamente en zonas tropicales y subtropicales, con mayor
presencia en la zona del Sahara en Africa y Sudamérica. Dentro de los helmintos, la infeccién
ocasionada por la especie Ascaris lumbricoides es una de las ocho enfermedades que afectan a mas
del 10% de la poblacion mundial y la de mayor distribucién mundial (Pullan et al., 2014).

La prevalencia de algunas de las especies de helmintos de importancia médica a nivel mundial y una
estimacion de la poblacion mundial infectada por diferentes especies de helmintos por regién, se
pueden observar en las Tablas 1y 2, respectivamente.

4 Uncinarias: Grupo formado por dos géneros de nematodos: Ancylostoma duodenale y Necator americanus



Tabla 1. Especies de helmintos y helmintiasis reportadas en diferentes regiones del mundo (Jiménez et al., 2016)

Prevalencia
Helminto (millones de Presencia regional
habitantes)
Clase Nematoda

Ascaris lumbricoides 819 Diversas regiones del sureste de Asia, Africa y
Centro y Sudamérica.
Trichuris trichiura 465 Regiones humedas, templadas y tropicales en

Asia, Africa Sudamérica y América central y las
islas del Caribe.

Ancylostoma duodenale y 439 Paises tropicales, subtropicales y paises en la
Necator americanus Zona del Sahara en Africa

(Uncinaria)

Strongyloides stercoralis 370 Comunidades rurales en Asia

Trichostrongylus orientalis Indefinido

Clase Cestoda

Hymenolepis nana 50 Mdas comilnmente en dreas con higiene
Taenia solium 50 deficiente como Sudamérica, el Sureste de Asia,

el este y oeste de Africa, también se puede
encontrar en dreas tropicales y subtropicales del
sur y este de Europa asi como en Estados

Unidos.

Clase Trematoda

Schistosoma mansoni 207 Regiones tropicales y subtropicales

Clonorhcis sinesis 56 Con gran presencia en el Sur y este de Asia, pero
también en el Centro y este de Europa.

Otros grupos 100 Distribucion mundial

Total Mas de 2.5 billones de afectados mundialmente



Region

Asia
Centro y Surde
Africa

América Latinay
el Caribe

Norte de Africay
Medio Oriente

Oceania

Global

Poblacion
(millones)

3,736.7

866

586

477

9.6

5631.4

Tabla 2 Estimacion de la poblacion infectada por regién. Fuente: Pullan et al., 2014

A. lumbricoides

Malasia
Bangladesh
Filipinas

Camerun

Congo

Ecuador
Venezuela

Jordania
Moroco

589

117.9

86

24.3

1.9

819

Poblacién infectada (millones)

Porcentaje de la poblacion infectada por pais

41.7%
38.4%
33.6%

30.8%
38.8%

35.8%
28.4%

19.2%
8.0%

T. trichiura

282.3
Malasia 49.9%
Filipinas 45.5%
100.8
Guinea Ecuatorial 38.8%
Republica Centroafricana 11.8%
72.2
Venezuela 28.4%
El Salvador 5.1%
8.7
0.6
465

Uncinarias
281.8
Nepal 30.7%
Bangladesh 22.3%
Malasia 21.0%
117.7
Republica Centroafricana 30.5%
Eritrea 2.3%
30.3
4.6
4.6
Papua Nueva Guinea 60.6%
439



Los diversos estudios hasta ahora realizados indican que la distribucion de estos patégenos obedece
en cierta parte a las caracteristicas socio-econémicas del pais en que se analice; por ejemplo, el
contenido de huevos de helmintos en agua en paises en vias de desarrollo varian entre 70 y 300
HE/L (Feachem et al., 1983; Strauss et al., 2003; Jiménez & Wang, 2006; Tronnberg et al., 2010,
WHO, 2006), mientras que para los paises desarrollados el contenido es menor, con
concentraciones en agua de 1 HE/L (Jiménez & Wang, 2006), lo que confirma tal aseveracion.

Para el caso de México, en la Tabla 3jError! La autoreferencia al marcador no es valida. se observa
el porcentaje de habitantes parasitados por algunas especies de helmintos para el afio 2002.

Tabla 3 Frecuencia estimada de algunas parasitosis por helmintos intestinales en la Republica Mexicana en el afio 2002
Fuente: Biagi, 2004.

Helminto Numero de infectados % de habitantes parasitados
Ascaris lumbricoides 16,600,000 33.3
Trichuris trichiura 14,200,000 28.4
Uncinarias 5,220,000 26.2
Hymenolepis nana 3,800,000 7.6
Total 39,820,000 80

2.2.5 Helmintos de importancia médica

Los sintomas mas comunes de las la helmintiasis son: dolor abdominal, diarrea, desnutricion, y
anemia (Biagi, 2004; Tay et al., 2010; Jiménez et al., 2016). La alteracidn del estado nutricional de
las personas infectadas es lo mas recurrente, dado que los gusanos se alimentan de los tejidos del
hospedero (incluyendo sangre), lo que ocasiona una pérdida de hierro y proteinas, aunado a que
compiten por la vitamina A en el intestino, todo ello conduce a un decadente crecimiento fisico y
desarrollo cognitivo, lo que produce un bajo rendimiento académico y absentismo en nifos, reduce
la productividad en el trabajo en adultos y tiene consecuencias adversas en el embarazo (WHO,
2012; Jiménez et al., 2016).

En la Tabla 4 se describen con mayor detalle los sintomas, caracteristicas especificas de las
patologias causadas por algunos géneros de helmintos de mayor importancia y su prevalencia en
Meéxico.
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Tabla 4 Sintomas y prevalencia de enfermedades causadas por helmintos Fuente: Biagi, 2004; Tay et al., 2010

Helminto Helmintiasis
Nematodos
Ascaris .
. . Ascariasis
lumbricoides

Trichuris trichiura Tricocefaliasis

Uncinarias Uncinariasis

Cestodos
Hymenolepis nana | Hymenolepiasis

Taenia solium o

. . Taeniasis
Taenia saginata
Trematodos
Schistosoma . -
i Schistosomiasis
mansoni

Fasciola hepatica Fascioliasis

> Cefalea: Dolor de cabeza intenso.

Sintomas

Cuadros neumdnicos con insuficiencia respiratoria, tos,
dolor abdominal, nauseas, vémito, anorexia, palidez,
pérdida de peso. En casos graves, se desarrollan
complicaciones que ponen en peligro la vida de los
pacientes.

Dolor abdominal, evacuaciones con sangre, diarrea,
disenteria, anemia, palidez, cefalea®, pérdida abrupta de
peso, en casos mas graves cuadros dolorosos en la fosa
iliaca derecha, apendicitis e incluso la muerte.
Sintomatologia pulmonar como tos, diarrea, dolores
abdominales, nduseas, vémito, anemia, pérdida de
apetito y sangrado crénico intestinal.

Palidez, dolor abdominal, anorexia, meteorismo, diarrea
y cefalea.

Dolor abdominal, diarrea y cefalea.

Dermatitis de los nadadores, fiebre, cefalea, tos,
infiltrado pulmonar y urticaria, en fases mds avanzadas
se presenta insuficiencia hepatica e hipertension, asi
como complicaciones pulmonares, puede llegar hasta la
muerte.

En la etapa inicial se presenta fiebre, malestar general y
dolor en el area hepatica; mientras en infecciones graves
se presenta notable pérdida de peso, tos y signos de
infiltracion en la base del pulmdn derecho.

Prevalencia

Es una de las parasitosis mas comunes, en promedio una
tercera parte de los mexicanos la tiene y es mucho mas
frecuente en nifios.

Esta enfermedad es mucho mas frecuente en regiones
tropicales, como ejemplo en México se encuentra en un
81% de prevalencia en Escarcega, Campeche, de clima
humedo tropical.

En México en poblados ubicados en zonas tropicales
afecta hasta 66% de lactantes, 86% de preescolares y
94% de escolares, en lactantes se ha visto varios casos
importados a la Ciudad de México.

Prevalece con mayor frecuencia en nifios y puede
encontrarse hasta en 27% de éstos. Es la helmintiasis
intestinal mas comun en las zonas templadas de México.
En México este padecimiento se localiza en todo el pais
aunque no es muy frecuente.

La schistosomiasis es una de las parasitosis de mayor
trascendencia clinica y socioecondmica, en especial en
Africa por su elevada frecuencia, asi como por su impacto
en la salud y en la productividad de las personas.

Esta presente en toda la Republica Mexicana, sélo el

norte de la peninsula de Yucatan se encuentra libre de
ella.
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2.2.6 Ciclos de Vida

Los helmintos tienen diferentes y complejos ciclos de vida, asi como ambientes ideales para su
desarrollo. Cuando el hombre es su hospedero final, con frecuencia migran a través del cuerpo hasta
alcanzar el érgano definitivo, donde pueden sobrevivir durante todo su ciclo de vida (Caballero,
1998). A continuacidn se describen algunos ejemplos de ellos.

2.2.6.1 Nematodos

Los ciclos de vida de los diferentes géneros de nematodos son variados y complejos, pueden incluir
la combinacién de dos o mds huéspedes intermediarios, y pueden ser directos o indirectos. Los
nematodos se localizan en practicamente todos los drganos y tejidos del hombre, algunos de los
qgue habitan el tubo digestivo tienen un ciclo directo como el caso de Enterobius vermicularis , ya
gue una vez que los huevos embrionados son ingeridos, la larva eclosiona y madura en el intestino;
otros, como el caso de Ascaris lumbricoides, después de que la larva eclosiona en el intestino,
efectla una migracién a través de diferentes érganos del huésped, para finalmente regresar al tubo
digestivo y alcanzar la etapa adulta; en otros casos como el caso de Ancylostoma duodenale los
huevos requieren permanecer cierto tiempo (de 24 a 48 horas) en suelos adecuados (cdlidos y
humedos), donde la larva eclosiona y muda hasta dar lugar a una larva filiforme® infectante, que una
vez que penetra por la piel, migra al tubo digestivo. Algunos mas, como el caso de Trichinella spiralis
presentan un ciclo evolutivo indirecto, en él intervienen huéspedes intermediarios que
generalmente son invertebrados, moluscos, crustdceos o insectos como en las filarias’, cuyas
microfilarias® siguen su desarrollo a la siguiente etapa evolutiva, sélo después de ser ingeridas por
un insecto hematdfago (mosquito), migran por los tejidos y se desarrollan en su etapa infectante
para ser inoculadas en la piel del hombre a través de la probdscide® del insecto transmisor, cuando
éste se alimente de sangre. Las larvas alcanzan su madurez después de semanas o meses (Tay et al.,
2010). Dada su importancia, y como ejemplo de la complejidad que llegan a alcanzar los ciclos, a
continuacién se describe con mayor detalle el ciclo de vida del nematodo Ascaris lumbricoides.

Ciclo de vida de Ascaris lumbricoides

Uno de los ciclos de vida de nematodos mas estudiado es el de la especie Ascaris lumbricoides. Los
huevos al ser excretados junto con las heces son transportados en el agua residual, la cual al ser
dispuesta para riego permite la dispersion de los huevos hacia el suelo, donde requieren un periodo
de maduracién de alrededor de 10 dias para que una larva de segundo estadio'® se desarrolle y
adquiera su capacidad infectante. Una vez que los huevos son ingeridos y llegan a la porcion alta del
intestino delgado, las larvas denominadas rabditoides o rabditiformes, cuyos tamafios oscilan entre
200-300 pum de largo por 14 um de ancho, eclosionan del huevo y penetran la mucosa intestinal
para pasar al torrente sanguineo hasta el higado (donde permanecen de 3 a 4 dias). Posteriormente,

® Filiforme: En forma de hilo (alargada)

7 Filiaria: Parasito del orden de los nematodos que por su forma y longitud asemeja un hilo.

& Microfiliarias: Forma larval del parasito filiaria

° Probéscide: Aparato bucal dispuesto para succionar que tienen algunos insectos

10 1 arva de segundo estadio: Etapa del ciclo de vida del Ascaris lumbricoides donde la larva adquiere su
capacidad infectante.
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pasan por las cavidades derechas del corazén y de ahi a los pulmones (donde permanecen entre 8
y 10 dias), rompen capilares, invaden los alvéolos, bronquios y traquea. Suben hasta la epiglotis para
ser deglutidas y pasar nuevamente al intestino, donde continuaran creciendo hasta convertirse en
adultos, aproximadamente después de ocho a doce semanas de la infeccidn (Saredi, 2002). Es en el
intestino, y una vez que las hembras adultas son fecundadas por los machos, donde los huevos se
depositan y son excretados en las heces y el ciclo se reinicia (Figura 2).

/" Yy A\~ Fese infectva

) A\ =Fasa dagnostica

Huevo infectivo

(Larva2) A

Hoevo A

2 |
fertilizado ERIOH.00 S A

hay desarroll
2 \Las larvas migran 3 1racto respiratono 'b"° hay dasgndo
reptan hasta faringe y son deghutidas 0 o9'c0)

‘*° En intestino delgado alcanzan |8 fase de adulto
Mg Mvww dod cdc goeidpdx

Figura 2. Ciclo de vida de Ascaris lumbricoides. Fuente: Uribarren, 2016

2.2.6.2 Cestodos

Los cestodos presentan variaciones en los tipos de ciclos bioldgicos que utilizan para perpetuar a su
especie, pueden tener: a) un huésped definitivo, b) un huésped definitivo y un huésped
intermediario, y c) hasta un huésped definitivo y dos huéspedes intermediarios (Tay et al., 2010).

Como ejemplo de un huésped definitivo y un huésped intermediario esta el caso de la especie de
Taenia solium, en general su ciclo de vida comienza con la ingestién de huevos de cestodo por el
hospedero intermediario en cuestion (por lo general cerdos). Una vez que el huevo llega al
estdbmago, su cubierta exterior se reblandece y eclosiona en el intestino delgado liberando la
oncosfera (embrion o exocanto activado), la cual se introduce en las vellosidades intestinales por la
accion combinada de sus ganchos que desgarran el tejido y de secreciones liticas que digieren la
mucosa. Posteriormente, alcanza los capilares sanguineos y linfaticos que la llevan a diferentes
6rganos (higado, pulmones y musculos), en donde se desarrolla y se transforma en cisticercoide,
una vesicula translucida, ovoide o circular de 5 a 10 um de didmetro con un pequefio gusano o
escolex metido hacia dentro (invaginado) y que puede permanecer en los tejidos del hospedero
intermediario durante varios afios, rodeado por una capsula de tejido conectivo, normalmente esta
larva queda atrapada en la masa muscular del cerdo. El ciclo de vida contintda cuando el ser humano
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(hospedero definitivo) consume la carne de cerdo infectada con uno o varios cisticercos viables. La
masticacion, las sales biliares y las proteasas digestivas destruyen la pared vesicular e inducen la
salida o evaginacion del escélex. Una vez fuera del huevo, el escdlex se fija en la pared del yeyuno y
comienza a crecer y diferenciarse hasta convertirse, en aproximadamente cuatro meses, en una
lombriz adulta llamado "solitaria" (Lamothe & Garcia, 1988; Pumarola et al., 1992; Tay & Trinidad,
2002).

El ser humano puede, también, actuar como huésped intermediario accidental, al ingerir alimentos,
frutas o agua contaminada con huevos provenientes de un individuo con taeniasis; o puede auto-
infestarse mediante la via ano-mano-boca (holofagia); o, mas frecuentemente, la infestacion se
produce a partir de huevos eclosionados dentro del propio hospedador. En la Figura 3 se muestra el
ciclo general correspondiente al cestodo Taenia spp.
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©) El humano adquiere teniasis a través de la
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Figura 3. Ciclo de vida del género Taenia spp. Fuente: Uribarren, 2016

2.2.6.3 Trematodos

En el caso de los trematodos normalmente denominados como lombrices de sangre, la especie
Schistosoma mansoni durante su ciclo de vida y una vez que los huevos maduros son descargados
juntos con la heces, eclosionan en respuesta a condiciones ambientales favorables (tales como la
temperatura y luz), liberan larvas ciliadas llamadas miracidios, las cuales se introducen en caracoles
de agua o moluscos que sirven como hospederos intermediarios. En alrededor de 4 semanas, los
miracidios mudan a la etapa de larva cercaria®?, las cuales migran nuevamente a los cuerpos de agua,
donde mediante la penetracion de la piel o por el consumo de la carne de pescado contaminada
(posible hospedero intermediario) infectan a los humanos. Dentro de éstos, las cercarias una vez

11 Cercaria: Forma larval del parasito liberado del primer hospedero intermediario que es el caracol o molusco
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gue alcanzan su madurez sexual, migran a los pulmones (de 3 a 4 dias), posteriormente al torrente
sanguineo, higado y plexo vesical donde se reproducen. Después de 35 dias los huevos maduros son
excretados en las heces u orina para comenzar el ciclo una vez mas (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida Schistosoma mansoni. Fuente: Garcia, 2012

2.2.7 Huevos de Helmintos

Una caracteristica comun de todos los helmintos es que su reproduccion es a través de huevos.
Poseen una capacidad de ovoposicion alta (huevos/dia). Por ejemplo, durante los 10 a 24 meses que
tienen de vida, los géneros de Ascaris y Toxocara generan 200 000, Trichuris 5 000 a 7 000,
Hymenolepis 100 000 y Taenia 700 000 huevos (Ellis et al., 1993). Las Uncinarias Ancylostoma
duodenale y Necator americanus 10 000 y 50 000 huevos, respetivamente (Feachem et al., 1983).
Los huevos de helmintos son altamente infecciosos, se requiere una dosis de un huevo para
ocasionar una infeccion (WHO, 2012; Pullan et al., 2014; Strunz et al., 2014).

Los huevos tienen formas y tamanos diferentes dependiendo del género y de la especie que se trate.
Miden entre 20 y 80 um, algunos como en el caso del Schistosoma mansoni pueden ser llegar a
longitudes de 185 um (Jiménez et al., 2001). Presentan una densidad relativa que va de 1.06 a 1.24
y son de consistencia viscosa (Ayres et al., 1992).

Las caracteristicas mas comunes de huevos de nematodos, cestodos y trematodos se observan en
la Tabla 5 y Tabla 6, respectivamente.
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Tabla 5. Caracteristicas de los huevos de nematodos

Género y especie
Ascaris lumbricoides

Toxocara canis

Trichuris Trichiura

Tamaio
40 a 80 um de largo y 35
a 50 um de ancho

75 a 95 um de didametro

50 a 60 um de largoy 21
a 26 um de ancho

Tabla 6. Caracteristicas de huevos de cestodos y trematodos

Género y especie
Cestodos
Hymenolepis diminuta

Hymenolepis nana

Taenia solium

Trematodos
Schistosoma mansoni

Fasciola hepatica

Tamaio
80 um de didmetro

30 a 50 um de didmetro

30 um de didmetro

115a 175 um de largo y
45 a 70 um de ancho

130 a 150 um de largo y
60 a 90 um de ancho

Caracteristicas principales

Son esféricos de color café o café
amarillento, la membrana externa presenta
ondulaciones que reciben el nombre de
mamelones.

Son esféricos, presentan una cubierta
gruesa y finalmente granulada.

Presentan forma de bolillo o barril y color
marrén amarillento, con una gruesa
envoltura de doble contorno y los polos
estan construidos por tapones translucidos
e incoloros.

Caracteristicas principales

Son esféricos, posee una capa protectora sin
protuberancias.

Son ovoides, limitados por una envoltura
externa que contiene al embridn
denominado hexacanto y rodeado de un
embridforo con dos salientes polares en los
gue se observan de cuatro a ocho
filamentos.

Son esféricos, de paredes gruesas vy
radiadas. Poseen una capa protectora
denominada embriéforo, dentro del cual se
encuentra una oncosfera, embrién o
hexacanto.

Son ovoides, de color amarillento, con la
caracteristica de una espina o espolén
lateral, con polos redondeados.

Son ovoides y presentan un opérculo o
tapon en el polo superior.

Los huevos de helmintos son considerados las particulas bioldgicas mas resistentes en el campo de
la Ingenieria Sanitaria (Jimenez & Maya, 2007). Esta resistencia es atribuida a la cubierta resistente
que poseen, conformada por al menos tres capas, excretadas por el mismo huevo: la interna o
proteinica, la media o quitinosa y la externa o lipoidal. Estas capas tienen la funcidn de ser barreras
selectivas, impiden el paso de materiales, y proveen de resistencia al huevo ante productos quimicos
que son letales a otros microorganismos, tales como acidos fuertes y bases, oxidantes, agentes
reductores, detergentes, compuestos proteoliticos y sales (Jimenez & Maya, 2007).
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La importancia de los huevos dentro de la Ingenieria Ambiental, es que, a pesar de que son
patégenos, se emplean en la evaluacion de la eficiencia de procesos de tratamiento de agua
residual, y son sus propios indicadores en normas ya que no hay ningun otro indicador bioldgico que
se comporte como éstos.

De acuerdo con Jimenez & Maya (2007), los huevos de helmintos pueden vivir en agua, suelo o
cultivos por meses, incluso hasta afios, teniendo un tiempo de supervivencia mayor al reportado
para otros microorganismos (Tabla 7).

Tabla 7. Tiempo de supervivencia de diferentes patégenos en suelos y vegetacion (Jimenez & Maya, 2007)

Organismo Suelo Vegetacion
g Maximo absoluto Maximo comun Maximo absoluto Maximo comun
Virus 100 dias 20 dias 2 meses 15 dias
Bacteria 70 dias 20 dias 30 dias 15 dias
Giardia Iam.blla 20 dias 10 dias 10 dias 2 dias
(Protozoario)
Huev?s ol Meses Meses 2 meses 1 mes
Helmintos

A diferencia de los virus, bacterias (incluidos los coliformes fecales) y protozoarios patdgenos, los
huevos de helmintos no pueden ser inactivados con los procesos convencionales de desinfeccion,
como el cloro, luz ultravioleta u ozono, no al menos con dosis dptimas requeridas para los otros
grupos de organismos, sino que requieren de dosis mayores; por ejemplo, 10,000 mg/L de cloro o
de 36 mg Os/L con un tiempo de contacto de 1 hora (Rojas et al., 2003), lo cual representaria un
costo econémico elevado para un tratamiento convencional. Los huevos de helmintos se
caracterizan por:

e Persistencia en diversos estadios en el ambiente

e Una dosis infectiva minima (1/L)

e Ningun tipo de inmunidad en los humanos

e Periodo de latencia largo

e Resistencia a diversos procesos de desinfeccién, cloro, luz ultravioleta y al ozono.

2.3 Normatividad para el redso de agua residual en la agricultura (Criterios
internacionales: WHO; Criterios Nacionales: NOM-003-SEMARNAT-1997)

Basado en estudios epidemioldgicos, la WHO (1989), con el propésito de proteger la salud publica 'y
fomentar un uso racional del agua residual en la agricultura, establecié criterios y recomendaciones
para dicha practica, estableciendo el limite de <1 huevo de helminto por litro. Mismo que ratifico
en 2006 y 2016, mismos que han sido adoptados a nivel internacional.

La Normativa Mexicana no es la excepcion, la NOM-003-SEMARNAT-1996, correspondiente al uso
del agua residual en suelos agricolas que establece los limites mdaximos permisibles de
contaminantes, indica que para el caso de los huevos de helmintos:
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e para el retso de agua residual en servicios al publico con contacto directo (cultivos que son
consumidos crudos, riego no restringido) <1 huevo/litro

e para el redso de agua residual en servicios al publico con contacto indirecto u ocasional
(cultivos normalmente cocidos antes de consumirse, riesgo restringido) <5 huevo/litro.

2.4 Importancia de la evaluacion de la calidad del agua residual para redso agricola

De esta forma, el mayor riesgo a la salud asociado al redso del agua residual sin un tipo de
tratamiento adecuado, son los huevos de helmintos. Debido a que sus diversos estadios infecciosos
(huevos y/ o larvas) son altamente persistentes en el ambiente, y a su dosis minima infectiva; es a
través del agua que ocurre su diseminacion directa o indirecta, llegando a ocasionar infecciones en
la poblacién. Dado el potencial de infeccidn de este tipo de parasitos, la evaluacién de su contenido
en el agua es de primordial importancia, en particular un limite de < 1 HH/L, para asi tener la
seguridad de que se cumple con la normatividad y se eliminan los posibles riesgos de infeccion.

2.5 Técnicas analiticas para la determinaciéon y cuantificacion de huevos de
helmintos

Buena parte de las técnicas para la determinacion y cuantificacion de huevos de helmintos se
conforman de dos etapas, la primera comprende una separacién, limpieza y concentracién de los
huevos del resto del detritus; mientras que en la segunda etapa, los huevos son identificados y
cuantificados por personal experto, a través de la observacién directa al microscopio éptico. Basado
en las técnicas empleadas en la primera etapa para determinar y cuantificar los huevos de
helmintos, existen dos tipos: los métodos fisicos y métodos indirectos.

2.5.1 Meétodos fisicos

Son los métodos empleados para la separacién por medio de la diferencia de densidad entre los
parasitos y el detritus a través del uso de reactivos de densidad especifica. Normalmente estas
técnicas son utilizadas para la determinacién y cuantificacidon de huevos para volimenes de muestra
que van de 1 a 5 litros. La separacidn se puede ejecutar por sedimentacién o por flotacion (Gaspar
et al., 1994):

e Sedimentacién: cuando el reactivo de dilucién es menos denso que los pardasitos, éstos se
depositan, ya sea por la accién de la centrifugacion o en forma espontdnea.

e Flotacién: cuando la solucién presenta una densidad igual o mayor que la de los parasitos.
Se utiliza para limpiar las muestras de basura e incrementar la eficiencia en la deteccién. Se
pueden utilizar reactivos tales como nitrato de sodio (NaNOs), sulfato de zinc (ZnSO4) o
sacarosa.
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2.5.2 Meétodos indirectos

La separacion en estos métodos se logra por medio de la filtracién de grandes volumenes de agua
con equipo especializado, lo que incrementa su costo. Algunos de estos métodos son:

Filtros de lana o cartuchos de estambre: tiene un poro nominal de 1 um. Se adapta al
sistema Micro-Wynd y pueden filtrar volimenes de 30 a 100 L (APHA, AWWA, WPCF, 1995).
Filtros de membrana de acetato de celulosa: tiene de 8 a 10 um de poro y 25 mm de
diametro. Requieren un procedimiento de deshidratacidn de la membrana con alcohol y la
transparentacién con glicerol.

Filtros de arena de mar: tienen poros de 13 a 15 um de diametro. Los huevos quedan
retenidos en la arena y son separados por medio de lavados sucesivos (APHA, AWWA,
WPCF, 1995).

Existen técnicas utilizadas alrededor del mundo para la identificacidn y cuantificacion de helmintos,
las cuales combinan los diferentes procesos indicados anteriormente, las mas comunes se describen
a continuacion:

Técnica de U.S. EPA: Esta técnica requiere de 5 litros de muestra, y combina flotaciodn,
método bifdsico y sedimentacion para separar los huevos. La lectura de la muestra se
efectua a la totalidad de la pastilla o sedimento recuperado.

Técnica de filtracion con membrana: Utiliza 1 litro de muestra, combina flotacién y un
método indirecto para la concentracidn de los huevos. La cuantificacidon de los huevos se
realiza a la totalidad de pastilla recuperada.

Técnica Leeds I: Estd basada en sucesivas centrifugaciones, seguidas de flotaciones. El
volumen de la muestra analizada es de 1 litro si se analiza agua residual con alto contenido
de sélidos y hasta 40 L si se analiza una muestra de agua residual con bajo contenido de
solidos. La lectura del sedimento final al microscopio es de la seccidn flotante final, la cual
se lleva a cabo con una solucién saturada.

Técnica Faus: involucra varios ciclos de flotacidn, centrifugacién y sedimentacidn,
analizando un volumen de muestra similar al de la técnica Leeds |, de 1 a 40 litros. La
identificacidon y cuantificacion de los huevos es realizada de una alicuota de la pastilla final
de la dltima sedimentacion.

2.6 NMX-AA-113-SEMARNAT-1999 (NMX técnica tradicional para la identificacion y

cuantificacion de huevos de helmintos en agua)

Norma mexicana que establece el método de prueba para la deteccién y cuantificacion de huevos
de helmintos en aguas residuales, con el fin de evaluar la eficiencia de los sistemas de tratamiento
y la calidad del agua producida. Este método de analisis se basa en la diferencia de densidades entre
los huevos de helmintos y las demas particulas presentes en las aguas residuales. EI método
comprende los procesos de sedimentacion, centrifugacion, flotacién, decantacidn, y el bifdsico para
recuperar los huevos. El conteo se realiza a través de la observacién directa al microscopio éptico
(Anexo 1).
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2.7 Debilidades de la técnica tradicional. Segunda etapa de las técnicas:
identificacidn y cuantificacién a través de la observacion directa al microscopio

Como se indicé de forma previa, la mayoria de los métodos para la separacion y concentracién de
los huevos de helmintos comprenden una segunda etapa o fase final donde los huevos son
identificados y cuantificados, con la ayuda de un microscopio dptico, por un técnico altamente
capacitado con conocimientos en biologia y parasitologia.

Esta etapa del proceso es critica ya que constituye la principal fuente de errores e incertidumbres
de la metodologia, se complica alin mas cuando la muestra contiene un alto contenido de detritus
o solidos, ya que la discriminacién de los huevos se vuelve tediosa y en ocasiones requiere de
tiempos excesivos de observacion directa al microscopio éptico. La identificacidon y cuantificacion
toma cerca de 30 minutos en muestras relativamente limpias (agua residual tratada), pero la
situacidn empeora cuando las muestras a observar corresponden a un agua residual parcialmente
tratada o cruda, requiriendo tiempos de hasta 2 horas o mds por muestra.

2.8 Experiencias en la aplicacién de procesamiento de imagenes para la deteccidn
de estructuras bioldgicas.

Con la finalidad de solventar las limitaciones que las técnicas tradicionales conllevan en su etapa
final de identificacidn y cuantificacién de huevos de helmintos sin la necesidad de contar con un
técnico experto, de forma rapida y precisa, se consultaron los avances y experiencias en los
algoritmos de procesamiento de imdgenes relativos al campo del area ambiental y su posible
aplicacién en la identificacion de este tipo de parasitos.

Fue posible evidenciar que los primeros sistemas digitales de procesamiento de imagenes para la
identificaciéon de organismos, realizados por Ciesielski & Spicer (1994), permitieron caracterizar el
crecimiento bacteriano a través de fotografias, seguidos por Kreitz et al. (1995) quienes llevaron a
cabo la cuantificacion y clasificacién de tamafios de bacterias de suelo a través de analisis de imagen
apoyado en microscopia, a la par de Young et al. (1995) propusieron un sistema para la
determinacidn automadtica de biomasa algal en muestras de estanque, de esta forma estimaron los
niveles de crecimiento de la biomasa dentro del mismo.

Mas adelante, Ranefall et al. (1998) llevaron a cabo una propuesta de cuantificacion automatica de
nucleos celulares a partir del color. Alvarez et al. (2001) efectuaron la clasificacién de diatomeas®?
utilizando técnicas de procesamiento de imagenes, basandose en el escalamiento de grises, es decir,
a través de diversas tonalidades de la imagen. Y para 2002 Danckaert et al., a partir de imagenes de
microscopia, desarrollaron un sistema para reconocimiento de organelos intracelulares. Para ello,
utilizaron una red neuronal artificial, la cual fue alimentada con un banco de imagenes, tanto para
crear una base de datos para el entrenamiento del sistema, como para las primeras pruebas de
reconocimiento del sistema. Y algunos afios después Arambula et al. (2005) establecieron un

12 Djatomeas: Son organismos unicelulares muy abundantes en casi todos los hdbitats acuéticos
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protocolo para el conteo automatico de células tefiidas. El analisis se enfocd en el conteo e
identificacion de nucleos celulares utilizando bancos de imagenes para entrenar al sistema.

Con los avances en el procesamiento de imagenes Castafidn et al. (2006) describieron un método
automatizado para identificar quistes de una especie de protozoario usando imagenes digitales con
un clasificador. En este caso, se tomaron en cuenta caracteristicas propias del organismo como el
tamafo, geometria, etc.

Pasando directamente a la aplicacion de los sistemas automaticos para la identificacion de huevos
de helmintos, se tiene registro que en 2001 Yang et al., realizaron el primer estudio donde se
detectan huevos de helmintos en muestras clinicas, utilizando algoritmos computacionales con las
imagenes digitales procesadas a través de clasificadores, seleccionando caracteristicas de forma 'y
tamafio. Tiempo después, Dogantekin et al. (2008) propusieron un sistema el cual era capaz de
clasificar 16 diferentes especies de huevos de helmintos a partir de imagenes de microscopia,
realizando un proceso inicial de mejoramiento de la imagen (reduccion de ruido, segmentacion,
correccion de contraste, etc.), seguido de la obtencién de caracteristicas, para finalmente utilizar un
proceso de reconocimiento a través de un clasificador. Posteriormente Avci y Varol (2009)
desarrollaron un sistema con el que se clasificaron seis diferentes especies de helmintos utilizando
sus caracteristicas morfométricas como longitud, textura y forma.

Es importante mencionar que los estudios anteriormente mencionados estdn enfocados o bien a un
tipo de estructura simple, o bien, a muestras clinicas o de Atlas de referencia médico, es decir, a
muestras en donde hay una baja probabilidad de error, ya que las estructuras de interés se
encuentran aisladas. Por lo cual, el presente trabajo de tesis fue una propuesta que permitiera la
solucion de la medicién de los huevos de helmintos en muestras de agua residual, con tres
diferentes calidades.
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3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema automdtico como una propuesta alternativa para la identificacién y
cuantificacidn de diferentes especies de huevos de helminto de importancia médica en muestras de
agua residual.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

e Justificar el desarrollo de un sistema automatico de identificacidn y cuantificacidon de huevos
de helmintos en muestras de agua residual.

e Documentar el desarrollo de los algoritmos de procesamiento de imagenes para una
identificacién rapida y eficiente de diferentes especies de huevos de helmintos en agua
residual.

e Validar el sistema automatico para la identificacidn y cuantificacion de diferentes especies
de huevos de helmintos, en tres diferentes clases de agua residual, con base en su
concentracion de sélidos totales.

5. ALCANCES

e Manejo de las técnicas para la identificacién y cuantificacion de huevos de helmintos en
muestras de agua residual.

e Desarrollo de la capacidad en la identificacion de diferentes géneros y especies de huevos
de helmintos en muestras ambientales.

e Descripcion de los algoritmos de procesamiento de imdagenes dentro del sistema
automatico para la identificacidn y cuantificacion de huevos de helmintos.

e Validacidn internacional del sistema automatico a través de los porcentajes de sensibilidad
y especificidad.

6. HIPOTESIS

El desarrollo de un sistema de procesamiento y reconocimiento digital de imdagenes es una
alternativa para la etapa de identificacidn y cuantificaciéon de huevos de helmintos que solventa las
debilidades de la técnica tradicional, tanto, en confiabilidad y tiempo de los resultados generados.
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7.

METODOLOGIA (MATERIALES Y METODOS)

Para llevar a cabo el desarrollo del sistema automatico de deteccidn e identificacion de diferentes
especies de huevos de helmintos se siguieron diversas etapas, las cuales fueron:

a)

b)

c)
d)

Seleccion de diferentes especies de huevos de helmintos de importancia médica y
distribucién mundial a considerar en el sistema automatico

Establecer una base de datos de imagenes de las diferentes especies seleccionadas para la
calibracion del sistema automatico

Seleccion y disefio de algoritmos para el desarrollo del sistema automatico

Validacion del sistema automatico con base en el porcentaje de sensibilidad y especificidad.

7.1 Criterios para la seleccion de especies de huevos de helmintos

La seleccidn de las 10 diferentes especies de huevos de helmintos incluidas para el desarrollo del
sistema automatico, se basé tanto en su importancia médica, como su distribucion mundial. A
continuacién se describe cada una de las especies seleccionadas.

7.1.1 Nematodos: Ascaris lumbricoides (estadio fértil e infértil), Toxocara canis,
Trichuris trichiura, Uncinarias (Ancylostoma duodenale y Necator americanus)

Ascaris lumbricoides (estadio fértil e infértil). Es ampliamente reconocida como la especie
de helminto mds comun y de amplia distribucién mundial. Dada su importancia, se decidié
no soélo identificar esta especie, sino también determinar los estadios (fértil e infértil), ya
que en el segundo caso el huevo no es viable ni infectivo, por lo que su presencia no
representa ningun riesgo.

Toxocara canis. La infeccion por Toxocara provoca severas afectaciones al sistema nervioso
y nervio éptico. Los sintomas clinicos se observan con mayor frecuencia en nifios que en
adultos.

Trichuris trichiura. Ampliamente distribuido, se estima que 1,049 millones de personas han
sido infectadas por este parasito en alguna etapa de su vida, incluyendo a 114 millones de
nifios en edad prescolar y 233 millones de nifios en edad escolar (Stephenson et al., 2000).

Uncinarias. (Ancylostoma duodenale y Necator americanus) Se eligié dado a que ha sido
reportada como la segunda infeccion mds comun a nivel mundial a causa de helmintos. La
uncinariasis es un ejemplo significativo de enfermedad debilitante que causa detrimento a
la economia familiar de los campesinos o personas infectadas, y, en ultima instancia, a la
economia nacional en paises donde el cultivo es una importante fuente de exportacién
(Botero, 1981).
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7.1.2 Cestodos: Hymenolepis diminuta, Hymenolepis nana, Taenia solium

e Hymenolepis diminuta e Himenolepis nana. Las hymenolepiasis constituyen la infeccion por
cestodos mas frecuente a nivel mundial, particularmente en areas geograficas calidas,
templadas y secas en paises en vias de desarrollo. En el caso particular de H. nana su
eleccién representd un reto, debido a la dificultad de su identificacidn, inclusive para el
personal entrenado, dado el tamafio (30 um) y la transparencia de la estructura.

e Taenia solium. Este helminto aparte de ser un pardsito cosmopolita, es endémico en toda
América Latina, Africa, India, partes de China y el Sureste Asiatico; asi como en México
(Biagi, 2004). La infeccion causada por Taenia solium resulta en costos significativos tanto
de saludy a los relacionados con las pérdidas en la industria porcina, huésped intermediario.

7.1.3 Trematodos: Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica

e Schistosoma mansoni. Este helminto se eligié dado a su prevalencia mundial e importancia
médica. Se estima que al menos un 90% de la poblacién de Africa y Sudamérica estd
infectada (WHO, 2017).

e fasciola hepatica. De presencia mundial, se estima que existen al menos 2.4 millones de
personas infectadas en 70 paises. Afecta tanto a animales vertebrados herbivoros como a
humanos (WHO, 2006). En México esta presente en practicamente todo el pais (Biagi, 2004).

7.2 Base de datos de imagenes de helmintos

La base de datos de las especies de huevos de helmintos seleccionadas se conformé con total de
720 imagenes de alta calidad. Las imagenes fueron obtenidas de muestras de agua residual, lodo y
excretas analizadas en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Ingenieria, UNAM, por el
grupo de Tratamiento y Reuso. Las imagenes de Schistosoma mansoni se obtuvieron a través de los
concentrados donados por parte de la Dra. Patricia Machado Pinto del Instituto Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, Brasil.

Las imagenes incluyeron diferentes estadios del desarrollo de los huevos de helmintos, como son
huevos larvados o no larvados, asi como diferencias morfoldgicas y variaciones en los rangos entre
especies, como por ejemplo: tamafio, forma, textura, color, tipo de membrana (mamelonada o no
mamelonada), etc.

El proceso de la captura de las imagenes se realizé a través de un microscopio éptico marca Carl
Zeiss, modelo Axiolab Al y una microcamara Ul-1480LE-C-HQ adaptada al microscopio. Para la
obtencién de imagenes homogéneas se utilizaron ajustes fijos de iluminacién y una resolucién de
2560 x 1920 pixeles sin compresion.

En la Tabla 8 se presentan algunos ejemplos de imagenes de huevos de helmintos adquiridas para
el archivo fotografico y se detallan algunas de sus caracteristicas principales.
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Tabla 8. Archivo fotogrdfico de los huevos de helminto seleccionados
Huevo
aislado

Género

Ascaris
lumbricoides
fértil

Ascaris
lumbricoides
Infértil

Toxocara
canis

Imagen ambiental

Caracteristicas

Ovalado de 40 a 80 um
de largo, por 25 a 50 um
de ancho con
ondulaciones en los
bordes denominadas
mamelones.

Ovalado, sin
mamelones,
aproximadamente 88 a
94 um de largo por 39 a
44 um de ancho, mas
alargado y estrecho que
un huevo fértil

Esférico, didmetro
aproximado de 85 a 95
pm, la membrana es
gruesa con aspecto
rugoso y una
separacion entre la
membrana externa y el
nucleo.
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Trichuris
trichiura

Uncinarias
(Necator
americanus
Ancylostoma
duodenale)

Hymenolepis
diminuta

Hymenolepis
nana

Aproximadamente 50 a
54 um de largo por 23
pm de ancho, con dos
prominencias
translucidas localizadas
en los polos del huevo
gue hacen que éste se
asemeje a un barril.

Ovalado, 60 a 76 um de
largo por 30 a 40 um de
ancho, ambas especies
son similares en
aspecto y tamafo, por
lo que los huevos no

pueden ser
identificados entre
especies.

Esférico de 60 a 80 um
de didmetro, tienden a
tomar tonos amarillos o
cafés amarillentos.

Ovalado, de 30 a 47 um
de largo, tiene la forma
parecida a un limdn, es
transparente.
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Taenia
solium y
Taenia
saginata

Schistosoma
mansoni

Fasciola
hepatica'y
Fasciola
buski

Ovalado casi esférico
con diametro
aproximado de 30 a 40
pum, ambas especies
son similares en

tamafio, presentan
gruesas paredes
radiales. Los huevos no
pueden ser

diferenciados entre las
dos especies.

Peculiar forma oval, de
114 a 180 um de largo
por 45 a 70 pm de
ancho, con una espina
lateral que sale cerca de
la parte trasera. El otro
extremo es ligeramente
curveado.

Ovalado, 130 a 150 pm
delargoyde 60a90 um
de ancho. Los huevos

no pueden ser
diferenciados entre
especies.
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7.3 Desarrollo de algoritmos del sistema automatico para la identificacion y
cuantificaciéon de huevos de helmintos

El desarrollo del sistema automatico requirié una serie de algoritmos que incluye desde la imagen

original a color con las estructuras de interés hasta la clasificacidn y verificacién de las mismas
(Figura 5). A continuacidn se detallan algunos de ellos.

Imagen original 2 Conversion a escala Filtrado de difusion
color de grises anisotropica

Umbralizacion local

Segmentacion final
Deteccion de bordes

Watershed Filtros morfolégico y Obtencidn de
de area caracteristicas

Figura 5. Diagrama de flujo del desarrollo del sistema automdtico

7.3.1 Imagen original a color

La primera etapa del desarrollo del sistema automadtico consistié en la adquisicion de la imagen
original a color. Como se puede observar en la Figura 6, la imagen seleccionada, que procede de una
alicuota de una muestra procesada de agua residual, presenta tres huevos de la especie de Ascaris
lumbricoides adheridos, y constituye una imagen adecuada para ejemplificar las etapas del sistema
automatico.
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Figura 6. Imagen a color original

7.3.2 Conversion de la imagen a escala de grises

Es importante indicar que de forma previa a la conversidon de la imagen a escala de grises, fue
necesario aplicar un cambio al modelo de color HLS (Hue, Luminance and Saturation, por sus siglas
en inglés). Lo anterior se debid a que al ser éste un modelo de representacion "natural" se acerca a
la percepcidn fisioldgica del color del ojo humano (Ruru et al., 2009). De esta forma, por medio de
la media de los valores del canal de luz, cuyo valor se resta a los correspondientes de todos los
pixeles de la imagen, se eliminaron los errores por cuestiones de carencia o deficiencia de luz en la
imagen (Aristondo, 2010). En esta nueva base de color es posible definir las siguientes propiedades:

e Matiz (H): argumento en el plano perpendicular al eje axial. El matiz se puede definir como
la clase de color (rojo, azul o verde) y esta determinado por el valor exacto de la longitud de
onda de la luz reflejada (Calvo & Duran, 1997).

¢ Luminancia o brillo (L): eje axial del nuevo espacio. Este atributo esta relacionado con la
cantidad de luz que emite el cuerpo (Platero, 2005).

e Saturacién (S): médulo en el plano perpendicular al eje axial. La saturacidn se define como
el grado de la mezcla que tenga un color puro con el blanco, o bien la fuerza o intensidad
del color (Ranganna, 1986).

Posteriormente y para la conversidn a escala de grises de la imagen, se realizé un promedio de las
tres matrices (formadas por los valores del pixel en cada uno de los canales del modelo), obteniendo
una sola matriz m x n (m columnas x n filas), en la cual sus elementos indican el nivel de gris de cada
pixel. En la Figura 7 se puede observar el resultado de la conversidn de la imagen original de color a
la escala de grises.
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Figura 7. Imagen en escala de grises

7.3.3 Filtrado de difusiéon anisotrépica

El algoritmo del filtrado anisotrdpico consistid en sustituir el valor original de cada pixel por otro
dado por una funcidon que varia dependiendo del médulo del gradiente, el cual proporciona la
direccion y magnitud del cambio de intensidad de gris presente entre el pixel y su alrededor. Los
valores de gradiente grandes corresponden a pixeles cuya intensidad es notablemente diferente a
la de alguno de sus vecinos, el cual pertenece a un borde. Por el contrario, un gradiente pequefio
significa que la intensidad del pixel y la de sus vecinos no son muy diferentes entre si,
correspondiendo a una region mas uniforme. Para la difusion buscada, se valoré la diferencia de
intensidad entre el pixel analizado y sus vecinos, y se proporciond un valor nuevo que tiende a
igualarlo con su entorno (difuminarlo), en una proporcidon mas grande, si el gradiente es pequefio
(region homogénea), y en una proporcién menor si el gradiente es grande (borde) (Fernandez,
2013).

A través del filtrado de difusion anisotrépica fue posible reducir, e incluso eliminar, el ruido de la
imagen. Este se presenta cuando el valor de un pixel no corresponde con la realidad o se presenta
en tonos de grises sin congruencia, debido, posiblemente, a los equipos electrdnicos utilizados para
capturar laimagen y/o a las interferencias a la hora de transmitir los bits** de informacion, logrando
un “suavizado” de la imagen, pero preservando los bordes (Perona & Malik, 1990).

La difusion anisotrdpica (I;) propuesta por Perona y Malik (1990) esta dada de la siguiente manera:

=t = divle(e,y)VICY)] = Ve VI +c(x,y, )Ml (Ecuacion 1)

Donde div es el operador de divergencia,

A es el operador Laplaciano

13 Bit: Unidad minima de informacion
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V es el operador gradiente

c(x,y,t) es el coeficiente de difusion definido en funcion del gradiente de tal forma que se adapte
para que los bordes entre regiones se preserven y los detalles intra-regiones sean suavizados.

En la Figura 8 se observa como después de aplicar el proceso de filtrado anisotrépico la imagen es
mas nitida, pudiendo diferenciar de mejor manera el borde de los objetos con respecto a la Figura
7.
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Figura 8. Imagen después de la aplicacién del filtro anisotrépico

7.3.4 Segmentacion

Con el propésito de que la segmentacién (binarizacion) de los objetos en la imagen fuera lo mas
precisa posible, la imagen se procesd por dos diferentes métodos para después utilizar ambos
resultados y conjuntarlos en la segmentacion final.

7.3.4.1 Mediante umbralizacion local
La umbralizacidon es una técnica efectiva para obtener la segmentacién de imagenes, donde
estructuras diferentes tienen intensidades contrastantes u otras caracteristicas diferenciables
(Coto, 2003). Debido a esto, en esta etapa se definid el umbral que permitié diferenciar un objeto
del fondo, y para lo cual se empled el algoritmo de Sauvola (Sauvola & Pietikdinen, 2000).

7.3.4.1.1  Algoritmo de Sauvola
El algoritmo de Sauvola permitid variar el umbral t(x,y) a través de la imagen, este umbral t es
calculado basado en una media m(x,y), y una desviacién estandar s(x,y) del histograma de
intensidades local en una ventana n X n centrada en el pixel (x,y), agregando una variable
importante en el calculo del umbral que es el rango dinamico de la desviacidon estandar R. A
continuacién se muestra el algoritmo matematico de Sauvola:
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tx,y) =m(x,y) [1 +k (@ — 1)] (Ecuacion 2)

El algoritmo de Sauvola tiene como principio analizar el contraste de laimagen; si laimagen presenta
un contraste local alto, como en el caso de las imagenes del microscopio dptico empleado, el umbral
calculado con este algoritmo tendra un valor cerca del valor de la media, debido al efecto que tiene
laRylak; al contrario, silaimagen presenta un contraste bajo, el umbral calculado estara por debajo
del valor de la media, en una cantidad proporcional a |la de la desviacién estandar local normalizada.

De esta forma, y teniendo el umbral definido con la ecuacién anterior, la imagen segmentada se
calculé como:

255 o f(x,y) >t

0o flx,y) <t (Ecuacién 3)

9(x,y) ={

Donde f(x, y) es la imagen de entrada y g(x, y) corresponde a la imagen ya segmentada. Asignandole
255 a los pixeles de los objetos (blanco) y 0 a los pixeles del fondo (negro).

Esta ecuacion se evalud para todos los pixeles de la imagen, y un umbral diferente se calculé para
cada coordenada (x, y) usando los pixeles en el vecindario.

Visualmente y como resultado de la umbralizacion, los pixeles pertenecientes a objetos fueron
etiquetados en un color blanco, mientras que los pixeles pertenecientes al fondo en negro (Figura
9).
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Figura 9. Imagen binarizada por umbralizacién local (algoritmo de Sauvola)

A continuacion se aplicé un operador morfoldgico de cerradura el cual permitié fusionar estrechas
discontinuidades, unir componentes conexas cercanas, eliminar huecos pequefios y llenar los
espacios pequefios en el contorno (Figura 10).
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Figura 10. Imagen afectada por el filtro morfoldgico de cerradura

7.3.4.2 Mediante deteccion de bordes
La deteccion de bordes permitid detectar cambios abruptos de intensidad y con ello definir los
objetos con mayor nitidez, resaltando asi las caracteristicas de sus bordes, al identificar los pixeles
de borde de cada objeto (pixeles en los cuales la intensidad de la funcién de la imagen cambia
abruptamente). Los filtros seleccionados para la deteccion de bordes en el desarrollo del sistema se
describen a continuacioén.

7.3.4.2.1  Laplaciano de un Filtro Gaussiano
El filtro Gaussiano se selecciond con la finalidad de eliminar el ruido en las imdagenes, a través de
éste se llevd a cabo la difuminacién de la imagen, lo que redujo la intensidad de las estructuras
(incluyendo el ruido). El valor de cada punto fue el resultado de promediar ponderadamente los
valores vecinos a ambos lados de dicho punto, dando mayor peso al valor del pixel central y a los
pixeles que se encontraban cercanos a éste y menor peso a los pixeles mas alejados (Gonzalez &
Woods, 1993).

El Laplaciano, permitié resaltar las regiones donde hay cambios bruscos de intensidad y desenfatizar
aquellas con una lenta variacién en niveles de intensidad. El motivo de la aplicacién del algoritmo
del Laplaciano a un Filtro Gaussiano fue dado porque este ultimo reduce su sensibilidad al ruido,
permitiendo una enfatizacion de los bordes éptima. Con la desviacidn estdndar Gaussiana o y sean
x y y las coordenadas del pixel en analisis, el Laplaciano de un filtro gaussiano se denota como
funcién LoG y corresponde a la siguiente ecuacidn:

1 _x%+4y?

2 2
LoG(x,y) = ——[1 _XEy ]e 202 (Ecuacidn 4)

ot 202

En la Figura 11 se muestra el ejemplo de la aplicacién del filtro LoG en la imagen en escala de grises,
donde los bordes de los objetos se enfatizan.

33



200

BIC

100C

1400

A a0 a0 800 000 1200 T400 18X 1800

Figura 11. Imagen después de la aplicacion del filtro LoG

7.3.4.2.2  Umbralizacién del Laplaciano del filtro Gaussiano
El objetivo de la umbralizacién de la imagen seleccionada, después de haber aplicado el filtro LOG,
fue el conservar los bordes que mantuvieran continuos a los objetos. El umbral se eligié en funcién
de cierto tamafio de pixeles de borde con el propédsito de eliminar a aquellos que no fueran de
interés y enfatizar los que se utilizarian para la segmentacién posterior de los objetos.

En la Figura 12 se puede apreciar la umbralizacion de la imagen obtenida, donde se observan los
contornos de los objetos bien definidos, asi como pequefos objetos dispersos en la imagen, los
cuales serian eliminados de forma posterior al hacer la interseccidn entre esta imagen y la resultante
de la binarizacion por umbralizacién local.
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Figura 12. Imagen umbralizada después de la aplicacion del algoritmo LoG
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7.3.4.3 Segmentacion final
La segmentacion final se obtuvo considerando como correctos sélo a los pixeles comunes en ambas
segmentaciones, utilizando un operador de interseccién entre las dos imagenes resultantes,
después del proceso completo de binarizacién por umbralizacidn local y binarizacién por deteccion
de bordes. Como se muestra en la Figura 13, los objetos de la imagen estan claramente definidos, y
es el resultado de combinar las Figuras 10y 12.
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Figura 13. Imagen final resultante de la segmentacion

7.3.5 Transformada de Watershed

Para comprender la funcién Watershed, las imagenes deben entenderse como una funcion
tridimensional, es decir, como una superficie con relieve. Cada punto de la imagen se encuentra a
una cierta altura, de esta forma una imagen en escala de grises puede interpretarse como la imagen
topografica de un relieve terrestre, donde las intensidades de mayor valor corresponden con las
montafias, y las menores con los valles (Fernandez, 2013). El método se basa en lo que ocurriria si
la superficie se inundase.

Cuando la topografia entera es inundada desde abajo para dejar al agua elevarse con una proporcion
uniforme (algoritmo de inundacion), y cuando en las distintas cuencas de captacion el agua esta a
punto de combinarse, un dique es fabricado para impedir la fusion. Entonces la inundacién alcanzard
finalmente un paso cuando sdlo las partes superiores sean visibles sobre la linea de agua. Estos
limites de dique corresponden a las lineas divisoras de los Watersheds. Por lo tanto, son los limites
(continuos) extraidos por este algoritmo de segmentacion, los que ayudaron en el desarrollo del
sistema para separar cada uno de los objetos (Prados, 2006).

En la Figura 14 se puede observar la imagen después de haber pasado por la segmentacién por
Watershed, en ella es posible observar como el algoritmo realizd la separacidon de los tres objetos.
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Figura 14. Imagen obtenida después de la aplicacion del algoritmo Watershed

7.3.6 Filtros morfoldgico y de area

Con el propésito de reducir el nimero de objetos procesados por el clasificador, se aplicé a las
imagenes los filtros morfoldgico y de area, los cuales tuvieron como objetivo:

La funcién del filtro morfolégico fue eliminar aquellas formas que son mas largas o mas delgadas
gue el rango de los objetos de interés (huevos de helmintos). Esto es posible al comparar la relacion
entre la longitud del eje mayor y el eje menor, todos los objetos que se localicen afuera de la media
(£ 2) desviaciones estdndar de la distribucién de todos los huevos serian automdaticamente
descartados.

La funcidn del filtro de area fue eliminar aquellas estructuras fuera del rango de area de los huevos,
objetos muy grandes o muy pequefios son automaticamente descartados. De esta forma los objetos
fueron clasificados en dos grupos: aquellos identificados como posibles huevos de helmintos de las
especies seleccionadas y el detritus, que pueden ser burbujas, polen, esporas, basura orgénica,
grasa, levadura, restos celulares, fldculos bacterianos, cristales, etc.; los cuales son frecuentemente
confundidos y cuantificados como huevos de helmintos por los técnicos poco capacitados.

Continuando con el ejemplo de la imagen representada por los tres huevos de la especie de Ascaris
lumbricoides (Figura 15), y después de la aplicacion de los filtros morfoldgico y de area, fue posible
observar los tres objetos que se encuentran dentro del rango de drea y forma, y que por lo tanto, el
algoritmo deja intactos. Otro caso que lo ejemplifica de forma mas clara se puede observar en las
Figuras 16 y 17, donde algunos de los elementos son eliminados de la imagen después de los filtros,
ya que no cumplen con los rangos establecidos para la propiedad de forma o area.
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Figura 15. Imagen con la aplicacion del Filtro de drea
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Figura 16. Imagen después de aplicado el algoritmo Watershed. Figura 17. Imagen después de aplicados los filtros

morfoldgico y de drea

7.3.7 Obtencidn de caracteristicas

Una vez que la imagen de los objetos detectados fue procesada, se procedio a establecer y obtener
las caracteristicas esenciales para su clasificacién, cuya combinacion permitié distinguir si el objeto

era un huevo de helminto o no, y a que especie de helminto en particular correspondia.

A este respecto, basicamente se distinguen 3 tipos diferentes de caracteristicas: Forma, Nivel de gris

y Textura. A continuacidn se describen algunas de ellas.
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7.3.7.1 Forma

7.3.7.1.1  Area:
El area de un objeto se define como el nimero de pixeles (bajo conectividad 8) que lo forman,
multiplicado por la escala a la cual se le observa, es decir, el tamafio asociado al pixel.

La conectividad entre pixeles es un concepto utilizado para establecer los limites de los objetos y
regiones de los componentes en una imagen. Para establecer la conectividad entre dos pixeles, es
necesario determinar si son adyacentes, lo cual sucede cuando si, y solo si, tienen en comun una de
sus fronteras, o al menos una de sus equinas (Figura 18). En el caso de la conectividad 8, corresponde
a buscar conectividad en los pixeles en un vecindario correspondiente a las 8 direcciones posibles
(Figura 19).

(a) (b)

Figura 18. Adyacencia entre pixeles a) Fronteras b) Esquinas (Carcedo y Franco, 2004) Figura 19. Conectividad 8

Para determinar la conectividad de los pixeles, ademds de confirmar su adyacencia, se tiene que
cumplir con que su nivel de gris (de ambos pixeles) satisfaga un criterio especificado, en este caso
se definira la conectividad solo si los pixeles adyacentes tienen un valor correspondiente al asignado
a los objetos.

El tamafio asociado al pixel, se obtiene con el uso de reglillas (Figura 20), para obtener la
equivalencia pixel-micra. Con las imagenes adquiridas por el Grupo de Tratamiento y Reuso en el
Laboratorio de Ingenieria Ambiental, del Instituto de Ingenieria de la UNAM, se observé una relacion
de: 1 pixel = 0.4348 pum (micras).

Figura 20. Reglilla (los espacios pequefios equivale a 20 um, mientras que los espacios mds amplios equivalen a 100 um)
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En la Figura 21 se puede apreciar las magnitudes de area de un huevo de Hymenolepis diminuta con
la reglilla como referencia, mide alrededor de 80 um promedio mientras que en la Figura 22 se
observa un huevo de la especie de Fasciola hepatica que ronda los 150 um. En el Anexo 2 se
muestran diagramas de los diferentes tamafios y formas de varias especies de huevos de helmintos.
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Figura 21. Huevo de Hymenolepis diminuta con reglilla
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Figura 22. Huevo de Fasciola hepatica con reglilla
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7.3.7.1.2  Perimetro:
El perimetro se define como la aproximacién mds simple, y consiste en calcular el nUmero de pixeles
de borde de la imagen. En la Figura 23 se puede observar la proporcidon de perimetros de dos
diferentes especies de huevos de helminto, Hymenolepis diminuta y Schistosoma mansoni.
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Figura 23. Perimetro de huevo de Hymenolepis diminuta (izquierda) y Schistosoma mansoni (derecha)

7.3.7.1.3  Excentricidad:
La excentricidad es una medida de la elongacion de un objeto; un circulo, por ejemplo, tiene una
excentricidad igual a uno. La operacién para obtener este descriptor de forma estd basada en
transformaciones de distancia de borde a borde del objeto (Wahl, 1983). Se obtiene la distancia
drr(i,j) de la linea recta que pasa por cada pixel p(i,j) del objeto y que va de borde a borde del mismo.
En cada pixel del objeto se anota entonces la longitud maxima y la minima; a partir de aqui se define
la excentricidad promedio que proporciona una medida de cuanto se aparta la forma de un objeto
con respecto a un circulo y donde max[d,,"**] es el maximo valor de las distancias maximas y

max[drrmin] es el maximo de las distancias minimas (Fernandez & Rivas, 2007; Lira, 2010)

_ max|[dy, "]

~ ‘max[d, ™ (Ecuacion 5)

En la Figura 24 se puede apreciar que la relacién entre el max[d,."**] y el max[d,,™"| es mayor
en un huevo de Trichiuris trichiura a la de un huevo de Taenia solium y por lo tanto, también, su
excentricidad.

Figura 24. Ejemplificacion de las excentricidades de un huevo de Trichuris trichiura (izquierda) y un huevo de Taenia
solium (derecha)
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7.3.7.2 Textura

7.3.7.2.1 LBP
LBP por su siglas en inglés (Local Binary Pattern) es un descriptor de textura de escala de grises, el
cual caracteriza la estructura local de la imagen, es un descriptor simple pero eficiente que etiqueta
los pixeles de unaimagen analizando su vecindario, estudiando si el nivel de gris de cada pixel supera
un determinado umbral y codificando dicha comparacién mediante un ndmero binario (Guo et al.,
2010).

Por cada pixel que se encuentren en un radio R a partir del pixel de estudio debe determinarse si el
valor de intensidad es mayor o menor que el valor de intensidad del pixel P, en caso de ser mayor,
se asigna un “1” a esa posicién de vecindad o de lo contrario se asigna un “0”. Con esos valores
asignados se codifica una cadena binaria por pixel. El algoritmo que representa el proceso explicado
con anterioridad es el siguiente:

- 1six=>0 .
LBPpp = Yp=55(gp — 9c)2°,  s(0) = {0 iy <0 (Ecuacidn 6)
Donde P es el nimero de vecinos que se van a considerar, R es el tamafo del vecindario, g. y gp
son los valores de nivel de gris del pixel central y cada uno de los P pixeles del vecindario
respectivamente. En la Figura 25 se puede apreciar de manera esquematica el calculo del LBP de un
pixel cualquiera con P= 8y R=1.
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Figura 25. Esquema de los pasos necesarios para obtener el valor de LBP de un pixel (Garcia-Olalla & Alegre, 2013)

Para el caso de los LBP calculados en el sistema se empled un R de 4 pixeles que corresponde a un
P=17 y un R de 8 pixeles el cual corresponde a un P=25. En la Figura 26 se observa la tendencia del
LBP8 promedio para cada clase de huevo, en donde el eje X es el valor decimal de la cadena binaria
de cada pixel del objeto (el nimero binario se convierte en su correspondiente decimal), y el eje Y
sera el nimero de repeticiones de esa determinada cadena binaria de los pixeles que componen al
objeto.

41



LBP 8

2500

I ]
< g
S S

:

Frecuencia de lacadena binaria

so0 7\

1 2 3 - 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Cadena binaria en decimal

e A\scaris_fertil Ascaris_inf s TOX0Cara s Trichuris e | ncinarias

e Hymenolepis_dim == Hymenolepis_nana ===Taenia a—— Schistosoma —— Fasciola

Figura 26. Grdfica del comportamiento de la caracteristica LBP8 para diferentes especies de huevos de helmintos
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7.3.8 Clasificador
Existen dos tipos principales de técnicas de reconocimientos de patrones:

e Métodos de clasificacidn basados en aprendizaje supervisado
e Meétodos de clasificacién usando técnicas no supervisadas

La clasificacion supervisada es conocida como clasificacién con aprendizaje, y se basa en la
disponibilidad de casos de entrenamiento. Se trata de casos en los cuales se conoce a priori la clase
a la que pertenecen y que serviran para generar una signatura caracteristica de cada una de las
clases. Este tipo de clasificacion fue la empleada en el sistema automatico desarrollado, ya que de
antemano expertos identificaron las imagenes de la base de datos con las que el sistema automatico
fue entrenado. En la Figura 27 se puede apreciar un diagrama donde se explica el proceso de
aprendizaje del clasificador.

Prueba Extraccion de o ssmp Salida del

Patrén rasgos W) | Clasificador clasificador
Extraccion de

Musstra rasgos Aprendizaje

Figura 27. Diagrama de flujo de una decision tedrica de un clasificador

7.3.8.1 (lasificador KNN (k vecinos)
El clasificador KNN (K-Nearest Neighbors, por sus siglas en inglés) es uno de los algoritmos de
aprendizaje supervisado mds conocidos en la clasificacidon de patrones. La clasificacién mediante
este algoritmo proporciona reglas basadas en métodos no paramétricos para la manipulacién de un
conjunto de datos (Duda et al., 1973).

La idea general de la aplicacién del algoritmo KNN fue encontrar un grupo de k objetos en el
conjunto de entrenamiento que estuvieran mds cerca del objeto de prueba y basar la asignacién de
una etiqueta en el predominio de una clase particular en este vecindario (Chinea, 2016). Los datos
pueden ser escalares o vectores multidimensionales (como fue este caso), debido a que los
elementos de los vectores eran los valores de las caracteristicas normalizadas (ya fueran
caracteristicas clasicas [forma y nivel de gris] o de textura [LBP 4 y 8].

Cada uno de los datos de entrenamiento, como se mencioné anteriormente, consistié en una serie
de vectores y una etiqueta de clase asociada con cada vector. En base a las caracteristicas de los
vectores se determind el valor del nimero K, el cual determina cuantos vecinos influyeron en la
clasificacidn. Se determind utilizar 5 vecinos para las caracteristicas clasicas, y 3 vecinos para cada
uno de los descriptores de textura. En resumen al clasificador se le dan las caracteristicas de los
objetos, previamente los valores de estas caracteristicas fueron normalizados para darles el mismo
peso a cada una. Cuando un objeto nuevo es introducido, el sistema obtiene sus caracteristicas y las
normaliza, construye un vector con ellas del cual se obtendrdn las distancias de ese vector a cada
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uno de los vectores de los ejemplos de entrenamiento para conocer a los vecinos mas cercanos,
clasificando al nuevo objeto en la especie de la cual sean mayoria sus vecinos, si sucede que se tenga
un empate en las especies, el clasificador escogera siempre la clase del vecino mas cercano.

7.3.9 Verificacion de la clasificacién
Finalmente, la verificacidn del resultado del clasificador se realizé de la siguiente forma: si tres de
las caracteristicas del objeto se encontraban fuera de la media (+ 2) desviaciones estandar, la
clasificacion del huevo no seria considerada confiable y la clase del objeto era definida como “no es
un huevo”.

Con este ultimo paso del proceso para la clasificacion de los objetos, se garantizdé que solo los
objetos que se encontraban dentro del umbral de las caracteristicas de las imdagenes de
entrenamiento (forma, nivel de grises, textura, etc.), para las diferentes especies de helmintos, eran
considerados como huevos.

Un ejemplo de la verificacidn se observa en la Figura 28, donde el clasificador indicé que el objeto
identificado es un huevo del grupo de las Uncinarias.

Figura 28. Objeto clasificado como huevo del grupo de las Uncinarias (Hookworm en inglés)

7.4 Preparacidn de muestras para la evaluacién del sistema

La evaluacion del desempeio del sistema automatico desarrollado, se llevd a cabo empleando tres
diferentes calidades de agua residual, de acuerdo a su contenido de solidos totales: a) Clase |, agua
residual tratada con bajo contenido de sdlidos totales (<15 mg/L ST), b) Clase Il, agua residual
tratada hasta un tratamiento secundario (>15 mg/L ST, <150 mg/L ST) y c) Case Ill, agua residual sin
tratamiento con un contenido > 150 mg/L ST (Anexo 3). Las diferentes calidades de agua fueron
procesadas aplicando la metodologia establecida en la NMX-AA-113-SCFI-1999, la cual contempla
tres pasos de concentracion y limpieza: filtracion, flotacién y sedimentacién. La etapa de flotacidn,
que involucra separar, lo mas posible, a los huevos del detritus se efectud afiadiendo 150 mL de una
solucion saturada de Sulfato de Zinc (ZnSO4) con una gravedad especifica de 1.3. El sobrenadante se
centrifugd a 600 g, y el sedimento final fue recuperado.
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Un total de 30 huevos de cada una de las especies seleccionadas fueron adicionados al sedimento
para cada uno de los tres tipos de calidades de agua residual, el cual fue transferido a una Cdmara
Sedgwick Rafter de 1000 ul de dimensiones 50 x 20 mm y 1 mm de profundidad, y a partir de la cual
las imdagenes originales a color fueron adquiridas.

Para la evaluacién del desempefio, se hizo un andlisis comparativo, en paralelo, entre los resultados
obtenidos por un equipo de cuatro técnicos expertos empleando la identificacion y cuantificacion
por el método tradicional versus a los obtenidos por el sistema automdtico. Para este propdsito dos
parametros estadisticos fueron utilizados: Sensibilidad y Especificidad.

La Sensibilidad, se define como la probabilidad de clasificar correctamente a un huevo de helminto
en la especie que le corresponde, es decir, la capacidad del clasificador para detectarlo. La
Sensibilidad varia de 0 a 100%, cuanto mas alto sea su valor numérico, mayor sera la capacidad del
sistema automatico desarrollado para detectar y clasificar correctamente a los huevos de helmintos.

La sensibilidad se calculd en base a la siguiente ecuacion

VP

Sensibilidad =
VP+FN

(Ecuacion 7)

Donde: VP: verdaderos positivos, huevos de helmintos clasificados como huevos.

FN: falsos negativos, huevos presentes pero que no fueron detectados o clasificados de forma
correcta.

La Especificidad, es la probabilidad de clasificar correctamente cuando no se trata de huevos de
helmintos, es decir, toda aquella basura o detritus como polen, burbujas, etc. La especificidad toma
valores de 0 a 100%. Cuanto mas alto sea su valor numérico, mayor capacidad para detectar otros
artefactos que no sean huevos de helmintos.

La Especificidad se calcula de la siguiente forma.

VN
VN+FP

Especificidad = (Ecuacion 8)

Donde: VN: verdaderos negativos objetos clasificados como como basura y realmente lo es
FP: falsos positivos la basura u objetos ajenos se clasifican como huevos
Cabe aclarar que durante cualquier proceso de diagndstico se encuentran cuatro posibilidades:

e Verdaderos positivos (VP): el huevo de helminto estd presente y se clasifica adecuadamente
(Figura 29).
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Figura 29. Huevos de Ascaris lumbricoides clasificados correctamente

e Falsos positivos (FP): el huevo de helminto no estd presente y basura se clasifica
incorrectamente como huevo de helminto (Figura 30).

Figura 30. Basura clasificada como Ascaris lumbricoides fértil

e Verdaderos negativos (VN): Objetos ajenos a los huevos son clasificados correctamente
como “no huevos” (Figura 31).

TR AT o
7 - Not a0 ep

Figura 31. Presencia de basura que es clasificada correctamente como "no huevo"
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Falso negativo (FN): El huevo de helminto estd presente pero no se detecta o bien se clasifica
como una especie diferente (Figura 32).

Figura 32. Imagen con presencia clara de un huevo de Schistosoma mansoni que no es detectado
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8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de la evaluacién del sistema automatico para las diferentes calidades de
muestras de agua residual fueron los siguientes:

Clase I: Para imagenes de muestras de agua residual para riego agricola (<15 mg/L ST) se obtuvieron
porcentajes de Sensibilidad y de Especificidad del 100 %. Es importante recalcar que este tipo de
muestras corresponden a efluentes de plantas de tratamiento de agua residual, los cuales
atraviesan por un proceso de filtracién terciario y deberian de cumplir con el limite maximo de
huevos de helmintos establecido por normatividad para su redso agricola (<1HH/L).

Clase II: Para muestras de agua residual con bajo contenido de solidos <150 mg/L de ST, los
porcentajes de Sensibilidad y Especificidad fueron de 98 y 99%, respectivamente, lo cual indica la
eficiencia del algoritmo aun para este tipo de muestras ambientales. Esta clase de agua proviene de
un efluente de tratamiento primario, ya sea bioldgico o un proceso fisicoquimico, cominmente esta
agua solo cumple con los requerimientos para riego de cultivos cocinados antes de consumirse
(riego restringido) o no cumple con los requerimientos de las normas para agua de riego agricola.

Clase Ill: Para muestras de agua residual con alto contenido de sélidos (> 150 mg/L de sélidos
totales), el porcentaje de Sensibilidad del sistema fue de 93%, mientras que la Especificidad alcanzé
un 89%. Es importante mencionar que con las técnicas tradicionales en la etapa de observacion
directa al microscopio dptico, este tipo de muestras, ocasiona dificultades debido a la frecuente
sobre posicién de detritus, lo que en ocasiones obliga a requerir un proceso adicional de dilucién
del sedimento final antes de su lectura. El riego con agua residual cruda representa un peligro
latente de infeccidon al no cumplir con las normas establecidas para los patdégenos de interés,
particularmente en los paises en desarrollo (Jiménez et al., 2016; Jiménez & Maya, 2007; Navarro
etal., 2015)

En la Figura 33 se observan los porcentajes de Sensibilidad y Especificidad para cada una de las
diferentes clases de agua. Tales resultados sugieren que el Sistema Automatico es una alternativa
real en la Ingenieria Ambiental para la identificacidon y cuantificacion de huevos de helmintos en
muestras de agua residual con diferentes calidades, lo que representa ya en si una ventaja a los
estudios realizados con muestras clinicas o con estructuras de Atlas, realizados por Yang et al.
(2001); Dogantekin et al. (2008) y Acvi & Varol (2009).
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Figura 33. Resultados de sensibilidad y especificidad del software para diversas clases de agua residual

Dentro del procesamiento de imagenes de microscopia y de acuerdo con Young & Gray (1997), se
pueden encontrar multiples formas a identificar segun el interés de la técnica, asi como diversas
estructuras que quiza sean discriminables, tales como elementos no concernientes a los que se va
a identificar o cuantificar, pero también elementos borrosos o del fondo del campo visual que
afladen complejidad a la interpretacion de la imagen. Por lo que es importante resaltar que durante
el proceso de desarrollo del sistema automdtico tales problematicas se resolvieron con la
combinacion y adaptacion de los algoritmos seleccionados, por ejemplo la eliminacion del ruido por
medio del algoritmo de Filtrado de Difusién anisotrépica (Perona & Malik, 1990), y la segmentacion
de los objetos con la ayuda del algoritmo Watershed (Fernandez, 2013), lo que permitié obtener
porcentajes promedio de 96 y 97% de Sensibilidad y Especificidad, respectivamente, resultados
satisfactorios incluso para muestras de agua con alto contenido de detritus.

8.1 Validacién internacional

Para realizar la validacién internacional del sistema automatico se seleccionaron laboratorios en
diferentes paises, considerando para ello su experiencia en la identificacién y cuantificacidon huevos
de helmintos. Los laboratorios de parasitologia que participaron en la validacidn fueron:

e Faculté de Pharmacie de Nancy, Nancy, Francia.

e Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd, Colombia.

e Companhia Ambiental do Estado de S3ao Paulo, Sao Paulo, Brasil.
e Universidade de S3o Paulo, Sao Paulo, Brasil.
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8.1.1 Validacion en la Universidad de Nancy, Francia

Para las pruebas de validacion en la Universidad de Nancy, se corrieron un total de 63 imagenes
capturadas y procesadas, las cuales contenian las siguientes especies de huevos de helmintos:
Ascaris lumbricoides (fértil e infértil), Toxocara canis, Trichuris trichiura, Uncinarias, Hymenolepis
diminuta, Hymenolepis nana, Taenia saginata, Schistosoma mansoniy Fasciola hepdtica.

Después del procesamiento de las imagenes se observd lo siguiente: El sistema identifico
correctamente Ascaris lumbricoides, Toxocara canis, Hymenolepis diminuta, Taenia saginata, y
Fasciola hepatica; sin embargo, se presentaron problemas para identificar las especies: Trichuris
trichiura, Uncinarias e Hymenolepis nana.

Para solventar los problemas detectados, se implementé el uso de una reglilla para determinar la
escala real de la imagen (en um / pixel), observando que los huevos en la validacion de imagenes
“parecian” de mayor tamafo que los de las imagenes de entrenamiento, lo cual se demostrd en la
Figura 34, donde los valores de las caracteristicas de las imagenes tomadas se encuentran
desplazados a la derecha.

oer T T T T 15

——— Mancy

My
oSk - Tahing

oost i ==l i

oosf i 4

g

oo 4 = 4
ooz} E 1 J
o | ;/-’ . ost 4
-
a . . . . . . . . . . . . . . . .
0 e 120 =5 0 135 140 145 =0 -] q 11 1z 13 14 15 ]
% 10
a) b)
Linar =il lengih
ao8 : — ; ;
. % - Mancy
i "~,I Training
o8l ' .\ E
=
P % \
o4} _- \ \ ]
M
J , \
Qo3 H,r b1 .
i i, i
£ 3 X
002 4 r’r NN
/ LY
= b L
LY Fi \
%E m = 110 115 120 125 30 35 =0
c)

Figura 34. Funcion de probabilidad de las caracteristicas de los huevos de Ascaris lumbricoides observados en la validacion:
a) Didmetro, b) Area, c) Eje menor. Linea azul: datos observados, linea roja: datos de entrenamiento
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Para el correcto procesamiento de la imagen, se realizé el ajuste de la métrica usado para la
deteccidén de diferentes especies de huevos de helmintos y la correccion de las imagenes adquiridas
a la misma escala usada en el entrenamiento del sistema.

Las imagenes obtenidas fueron escaladas usando el software matematico Matlab con el nuevo valor
al aplicar la reglilla. Posteriormente, las imagenes fueron procesadas una vez mas para la nueva
validacién. Los resultados indicaron que es estrictamente necesario encontrar el correcto factor de
escala Ey por lo tanto el tamafio de pixel de la imagen para mantener la sensibilidad y especificidad
previamente reportada en los resultados.

Donde:

NP

T no del pixel = ——
amaiio del pixel = oo m

Donde NP es la longitud de la division menor (en pixeles) de la reglilla (marcada con rojo en la Figura

35)

Figura 35. Division menor equivalente a 20 um marcada con rojo

Para reducir el tamafio de la imagen fue necesario encontrar un método capaz de reducir la
dimensién de la imagen pero preservando la forma y textura de las estructuras, esto fue posible
empleando una piramide Gaussiana.

La pirdmide Gaussiana consiste en un filtro que reduce la resolucion y densidad de la imagen. Una
pirdmide Gaussiana es una secuencia de imagenes en las cuales cada imagen subsiguiente es el
equivalente al filtrado paso-bajo de su predecesor, significando que los valores de 4 pixeles vecinos
de la imagen original, que sirve como base de la pirdmide, son promediados para formar el valor de
un pixel en el siguiente nivel mas alto de la piramide. El nivel inmediato superior de la piramide tiene
la mitad de pixeles que el nivel actual. Siendo asi que la pirdmide gaussiana contiene promedios
locales en diversas escalas. Obteniendo una secuencia de copias de una imagen original en donde
la densidad y la resolucion son degradadas (disminuidas) a un ritmo constante (Adelson et al., 1984)
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Para verificar que las imagenes de los huevos escaladas conservaran caracteristicas similares a
aquellas usadas en el entrenamiento, se compararon parametros para los huevos de Ascaris
lumbricoides como: didmetro, area, eje menor y perimetro (Figura 36).

En los gréficos siguientes es posible observar como las caracteristicas de las imagenes escaladas
tienen comportamientos similares a las imagenes de entrenamiento, ya que ambas lineas tienen

valores similares por lo que causa su superposicion, debido a este escalamiento se corrigié el
desplazamiento de los valores hacia la derecha.
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Figura 36 Comparacién de caracteristicas de huevos de Ascaris lumbricoides. a) Area, b) Perimetro, c) Eje menor, d)

Diametro. Linea morada: Imdgenes de entrenamiento, linea roja: Imdgenes Nancy escaladas, linea verde: imdgenes Nancy
no escaladas
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8.1.2 Validacidén en la Pontifica Universidad Javeriana, Colombia

Posterior a la validacién en Francia, se llevaron a cabo las pruebas de validacion en el Departamento
de Microbiologia de la Universidad Pontificia Javeriana en Colombia. 92 imdgenes fueron
capturadas, las cuales contenian las mismas 10 especies de huevos de helmintos seleccionadas en
el estudio y empleadas en Nancy, Francia.

Después del procesamiento de las imagenes obtenidas, se observé que la mayoria de las especies
de huevos no eran correctamente identificadas. Se identific6 nuevamente que la escala de las
imagenes no era la misma que la utilizada en las imagenes de entrenamiento. Por lo cual se aplicé
la misma solucién antes comentada en la Universidad de Nancy, con la reglilla se obtuvo el factor
de escala.

En el caso de muestras de agua residual de la Universidad de Colombia, fue necesario diluir el
sedimento de la muestra procesada, ello por la cantidad de detritus sobrepuesto, es importante
mencionar que fue el laboratorio de Colombia el que realizé la concentracidon de sus muestras, por
lo que se podria revisar su protocolo de procesamiento y con ello poder reducir la cantidad de
detritus final (Figura 37).

Figura 37. Imagen obtenida en la Pontificia Universidad Javeriana

8.1.3 Validacidn en Brasil

Dos laboratorios de Brasil, ambos con amplia experiencia en la determinacién de huevos de
helmintos, fueron elegidos para la validacién del Sistema Automatico: a) Departamento de Analisis
Ambientales de la Compafiia Ambiental del Estado de Sao Paulo (CETESB por sus siglas en portugués)
y b) Departamento de Salud Ambiental de la Universidad de Sao Paulo (USP).

Mas de 350 imagenes fueron empleadas. Se observaron problemas especificos con la identificacion
de los huevos de la especie Hymenolepis nana. Comparando los valores de la media para las
caracteristicas de nivel de gris para el caso particular de los huevos de Hymenolepis nana, se observé
que los valores de las imagenes de la validacién fueron mayores que los obtenidos en el
entrenamiento. Los altos valores para la relacion Objeto/Fondo que el huevo de Hymenolepis nana
presenta en la validacion indica que éste es casi transparente, lo que conllevd a que el sistema no
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pudiera identificarlo, como se puede observar en la Figura 38. En el caso del resto de las especies
no se presentd ningun problema de identificacion.

Figura 38. Huevo de Hymenolepis nana

Por lo tanto, los huevos de Hymenolepis nana se dividieron en dos tipos, uno considerando todas
las caracteristicas de forma, nivel de grises y textura, y el segundo no considerando las
caracteristicas de nivel de grises. Después la correccion, el sistema fue capaz de validar este caso
particular de huevos. La Figura 39 muestra un ejemplo de la efectividad de los ajustes realizados.

Figura 39. Identificacion de un huevo de Hymenolepis nana: antes de los ajustes de nivel de gris (izquierda), después de
los ajustes (derecha)

Patentes: El Sistema Automatico desarrollado ya se ha registrado y se encuentra en proceso de
patente, tanto, en Estados Unidos (Number application 14879466, United States o f America), como
en México (Aplicacién MX/A/2015/015024, México, 2015).
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9. CONCLUSIONES

El Sistema Automatico desarrollado para la identificacion y cuantificacion de huevos de helmintos
en muestras de diferentes calidades de agua residual representa una propuesta alternativa real y
confiable, en comparacion con la etapa de la lectura directa al microscopio de la técnica tradicional,
para los operadores de plantas de tratamiento que constantemente monitorean la calidad del
efluente, asi como en diversas comunidades, y con ello reducir o eliminar los riesgos a la salud que
este tipo de parasitos ocasiona.

La principal ventaja del sistema automatico vs la técnica tradicional es que al no requerir de personal
especializado los resultados son confiables, ya que no dependen de la subjetividad del técnico
analista capacitado (cuando lo estd), quien al efectuar una lectura de una muestra que contiene un
alto contenido de detritus, con tiempos de observacidn directa al microscopio éptico que pueden
llegar a superar las 2 horas, y , donde la discriminacidn de los huevos se vuelve tediosa generando
sub o sobre conteos. Su uso permitira, también, reducir costos, al no requerir de un analista experto,
y reducir los tiempos en la identificacion y cuantificacidon que la técnica tradicional involucra.

Es de recalcar que la utilidad y efectividad del Sistema Automatico desarrollado es aplicable para el
andlisis de muestras de diferentes calidades de agua residual, ademas de serlo también para
muestras clinicas o de estructuras aisladas de un Atlas, como se hizo en el caso de los sistemas
automaticos anteriores.

La base de las imagenes originales adquiridas permitié identificar correctamente las caracteristicas
clave de las diferentes especies de huevos de helmintos (como por ejemplo, forma, textura, etc.).
Asi mismo la secuencia de los algoritmos de procesamiento de imagenes empleados permitio llevar
a cabo la cuantificacion e identificacion de 10 diferentes especies de huevos de helmintos,
seleccionadas por su importancia médica y distribucién a nivel mundial.

La Evaluacion realizada con tres diferentes clases de agua residual muestran los siguientes
porcentajes de Sensibilidad y Especificidad

Tipo de muestra = Concentracion de ST (mg/L) % Sensibilidad = % Especificidad

Clase | <15 100 100
Clasel ll >15 - <150 98 99
Clase lll > 150 93 89

Promedio 97 96

La validacién internacional permitié implementar mejoras en la aplicacidon del escalamiento de
imagenes con una reglilla de referencia para ajustar los parametros de los objetos y con ello el
desempenio del Sistema Automatico.

El Sistema Automatico para la identificacion de huevos de helmintos en agua residual desarrollado
constituye una herramienta robusta, lo que implica que cuenta con el posible potencial de incluir
mas especies de helmintos o incluso de otro tipo de parasitos de interés médico.
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10. RECOMENDACIONES

Para lograr obtener porcentajes mayores de Sensibilidad y Especificidad en muestras con alto
contenido de sdlidos (Clase Ill) y con ello eliminar la sobreposicién de estructuras, se recomienda
llevar a cabo la dilucién del sedimento final de la muestra procesada.

De igual manera, mejoras y ajustes a futuro del algoritmo de segmentacién de los objetos podrian
permitir un reconocimiento mayor de huevos de helmintos cuando existe una carga importante de
detritus.

Y continuar con las mejoras del Sistema Automatico para su aplicacién a otro tipo de matrices
ambientales tales como lodos, biosélidos, suelos y excretas.
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ANEXO 1- NMX-AA-113-SEMARNAT-1999

NMX-AA-113-SCFI-1999

SECRETARIA DE
COMERCIO Y
FOMENTO INDUSTRIAL
DGN

PREFACIO

En la elaboracién de la presente norma mexicana, participarcn las siguientes
empresas e instituciones:

- ASOCIACION NACIONAL DE LA INDUSTRIA QUIMICA, A.C.
Direccién General.

- ASOCIACION NACIONAL DE PRODUCTORES DE REFRESCOS Y AGUAS
CARBONATADAS
Direccién Técnica.

- CAMARA DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION DE NUEVO LEON
Instituto para la Proteccion Ambiental - Direccién General.

- CAMARA MINERA DE MEXICO
Comisién de Ecologia y Recursos Naturales.

- CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE ACEITES, GRASAS Y JABONES
Gerencia de Ecologia, Normas y Salud.

- CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DEL HIERRO Y DEL ACERO
Instituto Mexicano del Hierro y el Acero.

- CAMARA NACIONAL DEL CEMENTO

- COLEGIO DE INGENIEROS MECANICOS Y ELECTRICISTAS
Coordinacion del Comité Nacional Permanente de Peritos de Riesgo Ambiental.

- COMISION FEDERAL DE ELECTRICIDAD
Gerencia de Proteccién Ambiental.

- COMISION NACIONAL DEL AGUA
Gerencia de Saneamiento y Calidad del Agua.

= COMITE TECNICO DE NORMALIZACION NACIONAL DE PROTECCION AL
AMBIENTE

- CONFEDERACION DE CAMARAS INDUSTRIALES
Comisién de Ecologia.
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COMERCIO Y
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- CONFEDERACION PATRONAL DE LA REPUBLICA MEXICANA
Comision Nacional de Ecologia.

- DEPARTAMENTO DEL DISTRITO FEDERAL
Subdireccion de Verificacion y Control de la Contarinacién.

- INSTITUTO MEXICANO DEL PETROLEO

- INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Academia de Ingenieria Sanitaria;
Centro de Investigacidn y Estudios Avanzados.

- INSTITUTO TECNOLOGICO DE ESTUDIOS SUPERIORES DE MONTERREY
Direccién General.

- PETROLEOS MEXICANOS
Exploracién y Produccion-Subgerencia de Normatividad y Promocion;
Refinacion-Gerencia de Proteccion Ambiental y Seguridad Industrial;
Direccién de Gas y Petroquimica Basica;
Direccién Corporativa de Administracion.

- PROCURADURIA FEDERAL DE PROTECCION AL AMBIENTE
Direccién General de Verificacion al Ordenamiento Ecolégico.

- SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL
Direccidn General de Agricultura.

- SECRETARIA DE COMUNICACIONES Y TRANSPORTES
Direccion General de Transporte Terrestre Federal.

. SECRETARIA DE ECOLOGIA DEL ESTADO DE MEXICO
Direccién General de Normatividad y Apoyo Tecnico.

- SECRETARIA DE ENERGIA
Direccién de Seguridad y Proteccion al Ambiente.

- SECRETARIA DE GOBERNACION
Direccién General de Proteccién Civil.

- SECRETARIA DE MARINA
Direccion de Proteccion al Medio Ambiente.

- SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA
Subsecretaria de Recursos Naturales.
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- SECRETARIA DE SALUD
Direccién General de Salud Ambiental.

- SECRETARIA DEL TRABAJO Y PREVISION SOCIAL
Subdireccion de la Unidad de Estructuracion de Normas.

- UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

- UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Coordinacién de Investigacion.

- UNNERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Centro de Ciencias de la Atmdésfera;
Coordinacion de Investigacion Cientifica;
Facultad de Ingenieria-Laboratorio de Control de Emisiones.
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ANALISIS DE AGUA - DE'[ERMINACION DE HUEVOS DE
HELMINTO - METODO DE PRUEBA

ANALYSIS OF WATER - DETERMINATION OF HELMINTH EGGS
- TEST METHOD

o INTRODUCCION

Ante la escasez de recursos hidricos, la explosién demografica y el desarrollo
industrial, la utilizacién de aguas residuales es una importante alternativa como fuente
adicional de suministro, particularmente para riego agricola. Sin embargo, dicha
actividad tiene implicaciones negativas desde el punto de vista sanitario, ya que
representa un riesgo a la salud de los trabajadores agricolas y de los consumidores de
los productos, en especial cuando se trata de aguéllos que se consumen crudos como
las hortalizas.

Los helmintos representan un elevado riesgo a la salud humana debido a que sus
diversos estadios infecciosos (huevos embrionados o larvas) son altamente
persistentes en el agua contaminacda. Asi, el agua constituye un vehiculo directo o
indirecto de diseminacion de helmintos, aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, dando lugar a enfermedades gastrointestinales, sobre todo cuando
ésta se emplea para el riego de cultivos.

1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma mexicana establece el método para la deteccién y enumeracion de huevos
de helminto en aguas residuales y lodos, con el fin de evaluar la calidad del agua y la
eficiencia de los sistemas de tratamiento de la misma.

Esta norma mexicana es aplicable para |la evaluacion de |la calidad del agua residual
cruda y tratada.
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2 REFERENCIAS

Para la correcta aplicacion de esta norma se deben consultar las siguientes normas
oficiales mexicanas y normas mexicanas vigentes o las que las sustituyan:

NOM-001-ECOL-1996 Que establece los limites méximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas vy bienes nacionales, publicada en el Diario Oficial de
la Federacion el 6 de enero de 1997.

NOM-003-ECOL-1997 Que establece los limites méximos permisibles de
contaminantes para las aguas residuales tratadas que se
reusen en servicios al publico, publicada en el Diario Oficial
de la Federacidn el 21 de septiembre de 1998.

NMX-AA-003-1980 Aguas residuales - Muestreo. Declaratoria de vigencia
publicada en el Diario Oficial de la Federacion e 25 de
marzo de 1980.

NMX-BB-014-1973 Clasificacién y tamafios nominales para utensilios de vidrio
usados en laboratorio. Declaratoria de vigencia publicada en
el Diario Oficial de la Federacion el 24 de agosto de 1973.

NMX-CC-013-1992 Criterios generales para la operacién de los laboratorios de
pruebas. Declaratoria de vigencia publicada en el Diario
Oficial de la Federacién el 25 de junio de 1992.

3 DEFINICIONES

Para los propositos de esta norma se establecen las siguientes definiciones:

31 Aguas residuales

Son las aguas de composicion variada provenientes de las descargas de usos

municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos,

incluyendo fraccionamientos ¥ en general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de

ellas.

3.2 Ceagulacioén

Es la adicién de compuestos quimicos para alterar el estado fisico de los sdlidos
coloidales o suspendidos, a fin de facilitar su remocién por sedimentacién o filtracion.

3.3 Filtracion

Es la remocion de las particulas suspendidas de un liguido que fluye a través de un
medio de porosidad adecuada.
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3.4 Flotacion

Es la técnica de concentracion donde las particulas de interés permanecen en la
superficie de la solucidn cuya densidad es mayor. Por ejemplo, la densidad de huevos
de helminto se encuentra entre 1,05 y 1,18, vy la de los liquidos de flotacion se situa
entre 1,1y 1,4,

3.5 Helmintos

Término designado a un amplio grupo de organismos que incluye a todos los gusanos
parasitos (de humanos, animales y vegetales) y de vida libre, con forma y tamafios
variados. Poseen dérganos diferenciados, y sus ciclos de wvida comprenden la
produccion de huevos o larvas, infecciosas © no y la alternancia compleja de
generaciones que incluye hasta tres huéspedes diferentes.

3.6 Método bifasico

Es la técnica de concentracion que utiliza la combinacién de dos reactivos no miscibles
entre si, y donde las particulas (huevos y detritus) se orientan en funcién de su
balance hidrofilico-lipofilico.

3.7 Sedimentacion

Es el proceso fisico de separacion entre dos fases debido a la diferencia de sus
densidades.

4 PRINCIPIO

Este método de analisis se basa en la diferencia de densidades entre los huevos de
helminto, las demas sustancias presentes en las aguas residuales, y las que se
agregan para permitir la separacion. El meétodo comprende los procesos de
coagulacion, sedimentacion, flotacion, decantacion vy la técnica bifasica para recuperar
los huevos de helminto y efectuar el conteo.
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5 MUESTREO

El muestreo constituye una parte integral v fundamental de cualquier programa de
evaluacion de la calidad del agua, por lo cual, éste debe efectuarse como se menciona
a continuacion vy de acuerdo a lo establecido en las normas mexicanas NMX-AA-003 vy
NMX-BB-014 (ver 2 Referencias):

51 Preparar garrafones de plastico inerte de 8 L, previamente desinfectados
con hipoclorito de sodio al 10 % (NaClO).

52 Lavarlos con agua potable a chorro y enjuagarlos varias veces con agua
destilada.
53 Se toman muestras de 5 L (volumen total), en estos garrafones de plastico

inerte, los cuales deben ser cerrados y sellados.

6 REACTIVOS Y MATERIALES
6.1 Reactivos (grado analitico)
- Acido sulfarico (H,SO.);

- Alecohol etilico (C;HsOH);

- Agua destilada;

- Cloruro de sodio (NaCl);

- Eter etilico;

- Formaldehido al 4 %:

- Hipoclorito de sodio (NaCIO) (no aplica grado analitico), v
- Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSQ,4.7H,0).

6.2 Materiales

- Aplicadores de madera;

- Barras magnéticas;

- Bulbo de goma;

- Espatula;

- Garrafones de plastico inerte con paredes lisas y transparentes de 8 L de
capacidad,

- Gradilas para tubos de centrifuga de 50 ml;

- Guantes de latex;

- Mascarilla contra gases y vapores;

- Matraz Kitazato;

- Pipetas de 10 ml de plastico;

- Probetas graduadas de SO ml y de 1 000 ml;

- Recipientes de plastico inerte con paredes lisas y transparentes de 2 000 ml y
4 000 ml de capacidad;
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- Tamiz de 160 pm (micras) de poro;

- Tubos de centrifuga de 200 ml, 450 ml o de mayor volumen segun sea la
capacidad maxima de la centrifuga;

- Tubos de centrifuga cénicosde 50 ml, y

- Vasos de precipitados de 1 000 ml.

NOTA- Los materiales utilizados deben cumplir con lo establecido en la norma
mexicana NMX-BB-014 (ver 2 Referencias).

7 APARATOS

- Agitador de tubos, con control de velocidad y adaptable a diversos tubos;

- Balanza granataria;

- Balanza analitica;

-  Bomba de vacio con control de velocidad de succion;

- Campana de extraccion;

- Celda de Sedgwich-Rafter o camara de conteo de Doncaster o camara de
Neubauer;

- Centrifuga. Capaz de mantener los intervalos de operacion de 1 000 r/min a
3 000 r/min o su equivalente en g;

- Densimetro (Hidrometro). Capaz de mantener el intervalo de medicion de 1,0 g/ml
a 1,4 g/ml, y temperatura de operacion de 0°C a 4°C;

- |ncubadora;

- Microscopio optico. Equipado para hacer iluminacion campo claro (Kéheler), con
aumento de 10 a 100x v platina moévil (opcional);

- Parrilla con agitacion magnética, y

- Refrigerador.
8 PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA
8.1 Las muestras deben mantenerse a una temperatura de 4°C + 2°C hasta su

llegada al laboratorio.

8.2 La muestra debe procesarse dentro de |las 48 h después de su toma, o en
caso contrario, debe fijarse con 10 ml de formaldehido al 4 %, o bien,
preservarse en refrigeracion para realizar su analisis antes de 2 meses.

9 PROCEDIMIENTO

Los siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, el cual debe
realizarse conforme a lo descrito, con el fin de minimizar sesgos en los datos
obtenidos.
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91 Preparacion de soluciones

9.1.1 Solucién de sulfato de zinc (ZnS0O,) con gravedad especifica de 1,3

Disolver 800 g de sulfato de zinc heptahidratado (Zn$0,4.7H.0) en 1 000 ml de agua
destilada; mezclar en la parrilla magnética hasta homogeneizar totalmente. Medir la
densidad con el densimetro. Ajustar la densidad a 1,3 agregando sulfato de zinc o
agua destilada, segun sea el caso.

912 Solucion de alcohol-acido.

Homogeneizar 650 ml de acido sulfurico (H,SO,) 0,1 N, con 350 ml de alcohol etilico.
Almacenar la solucién en un recipiente hermético.

9.2 Calibracion de aparatos

Todos los eguipos utilizados deben ser calibrados con patrones certificados ©
ajustados de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

93 Seguridad

Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de latex y cubreboca para
evitar cualquier riesgo de infeccidn.

Se debe lavar y desinfectar el area de trabajo, asi como el material utilizado por el
analista, antes y despues del ensayo.

Cuando se efectle |a agitacion de las soluciones con éter, ésta se debe realizar en
sitios ventilados ¢ dentro de la campana de extraccion, y considerar su inflamabilidad.
Evitar el contacto con los gjos, piel oropa, ya que es un reactivo sumamente toxico.
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9.4 Manejo de residuos

Todo material desechado debe ser previamente esterilizado o desinfectado con
hipeclorito de sodio al 10%.

9.5 Concentracion y separacion de los huevos de helminto

La recuperacion de los huevos de helminto de la muestra se debe realizar efectuando
los siguientes pasos:

a) Dejar reposar la muestra al menos 3 h o toda la noche o centrifugar a 400
g de 3 min a5 min.

b) Aspirar vy desechar el sobrenadante por vacio y sin agitar, si la
sedimentacidén (separacién) se realizé por centrifugacion, decantar
lentamente. Filtrar el sedimento en el tamiz de 160 pm de poro. Lavar el
tamiz con 5 L de agua (potable ¢ destilada), y recuperar el agua de lavado
junto con el sedimento filtrado.

c) Colocar el filtraclo y el agua de enjuague en el garrafén de 8 L donde
originalmente se encontraba la muestra o en los recipientes utilizados en la
centrifugacion.

d) Dejar reposar la muestra al menos 3 h o toda la noche o centrifugar a 400

g de 3 min a 5 min.

e) Aspirar con cuidado el scbrenadante al maximo y desecharlo. Depositar el
sedimento en los recipientes para la centrifuga. Enjuagar 3 veces el
garrafén perfectamente con poca agua destilada, y colocar en los
recipientes para centrifugacidn.

f) Centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min.

a) Decantar nuevamente el sobrenadante por vacio. Asegurarse que en el
fondo del recipiente exista la pastilla; en casc contrario, centrifugar
nuevamente. Resuspender la pastilla en 150 ml de la solucién de sulfato
de zinc (ZnS0,). Homogeneizar |la pastilla con el agitador de tubos © con
un aplicador de madera.
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h) Una vez mas, centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min, y recuperar el

sobrenadante virtiéndolo en un recipiente de plastico de 2 000 ml.
Diluir cuando menos en 1 000 ml de agua destilada, y dejar sedimentar al
menos 3 h, octoda la noche o centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min.

i) Aspirar con cuidado y al maxime el sobrenadante por vacio, y resuspender
el sedimento por agitacidn, utilizando poca agua destilada. Vertir la
suspensién resultante en un tubo de centrifuga de 200 ml, incluyendo el
agua de enjuague del recipiente v centrifugar a 480 g durante 3 min.

I} Decantar nuevamente el sobrenadante y resuspender la pastilla con agua
destilada en un tubo de 50 ml y centrifugar a 480 g durante 3 min.

k) Decantar nuevamente el sobrenadante por vacio y resuspender la pastilla
en 15 ml de la solucién de alcohol-acido por medio de un agitador de
tubos, y agregar 10 ml de éter. Agitar suavemente y de vez en cuando
destapar cuidadosamente los tubos para dejar escapar el gas que se
desprenda. Por seguridad realizar en sitios wventilados utilizando la
mascarilla o en la campana de extraccion

b} Centrifugar una ultima vez a 660 g durante 3 min.

m) Aspirar al maximo el sobrenadante, dejando menos de 1 ml del mismo y
evitando la pérdida de |la pastilla; homogeneizar la pastilla, y proceder a la
cuantificacion. Por seguridad realizar en sitios ventilados utilizando la
mascarilla o en la campana de extraccion.

96 Cuantificacidén de los huevos de helminto

a) Para evitar la sobreposicién de las estructuras y el detritus no eliminado,
repartir la muestra en volumenes de 0,5 ml a 1,0 ml, con €l fin de facilitar la
lectura.

b) Distribuir cada uno en una celda de Sedgwich-Rafter, ¢ bien, en una

camara de conteo de Doncaster o camara Neubauer.
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c) Identificar visualmente una a una las estructuras, anotando los generos

identificadas con ayuda de la figura 1.
10 EXPRESION DE RESULTADOS
101 Céalculos

Para determinar las revoluciones por minuto (rev/min) de la centrifuga, se utiliza la
formula siguiente:

rev/min = Kg/r

donde:

g es la fuerza relativa de la centrifugacion;

K es la constante cuyo valor es 89,456, v

r es el radio de la centrifuga en centimetros (cm).

La férmula para calcular g es la siguiente:

g = r{rev/imin)/K

10.2 Expresar el resultado en numero de huevecillos por litro, tormando en
consideracidn la expresion en calculos, o bien expresar el numero de
huevos contados y el volumen analizado:

H
HLfg

donde:

H es el nimero de huevos leidos en la muestra;
HL es el numero de huevos por litro, y
5 esel volumen de la muestra.

10.2 Interferencias

La sobreposicion de estructuras yfo detritus no eliminado en el sedimento, puede
dificultar su lectura. En tal caso, es importante dividir el volumen en las alicuctas que
se consideren necesarias. La falta de experiencia en la identificacion de especies es
tambien un elemento decisivo en el conteo y sobreconteo.
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Te kebozironqyie Hymtnalepis dimitgly

Toxoscorrs

FIGURA 1.- Especies de huevos de helminto
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11

INFORME DE LA PRUEBA

El informe de la prueba debe incluir lo siguiente:

12

121

12.2

12.3

12.4

125

12.6

Todos los detalles necesarios para la identificacion completa de la muestra;

Los resultados, expresados de acuerdo con lo establecido en el punto 10, v
Cualquier suceso particular observado durante el curso del analisis, asi como
cualquier operacion no especificada en el método, o considerada opcional, que
pueda haber influido en los resultados.
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ANEXO 2- Diagramas de huevos de helmintos de importancia médica
(Ayres, 1989).

100 120 pm 20 &0 100 um

(o)) Clonorchis

Taenia

Gastrodiscoides

FEchinostomo Trichuris

Uncinarias
@ Paragonimus
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ANEXO 3- Clasificacion de tres diferentes calidades agua residual utilizadas para la validacién del

sistema.
Calidad del '
agua Tipo de proceso que la
. roduce
residual P
Lodos activados +
sedimentacion + filtracion
Efluente de un proceso
fisi imico + filtracion
Clase | sicoquimico acio
Lodos activados +
sedimentacion secundaria
Efluente de un proceso
fisico quimico
Clase ll
Tratamiento primario
Agua residual municipal sin
Clase Il & P

tratar

Fuente: Metcalf & Eddy, 1991; WHO, 2006.

ST (mg/L)
0.5-0.97
1.0-3.0
3-<15
>15-40
>40 - 150
240-763

Contenido
de helmintos
(HE/L)

0.0 —<0.2

0.0-1.0

0.4-1.0

1.2-2.0

8.0-15

13-70

Proceso de tratamiento equivalente

Tratamiento terciario: coagulacién/floculacidn,
filtracién con medio dual o filtracidén con arena de
baja densidad, filtracién con medio dual, filtracion
de membrana

Tratamiento secundario: filtro percolador +
sedimentacion secundaria, o, lagunas de
estabilizacion + tanques de sedimentacion

Tratamiento primario avanzado:
coagulacién/floculacién + sedimentacion

Procesos bioldgicos de baja tasa: lagunas de
estabilizacién, efluentes de almacenamiento vy
embalses, humedales

Procesos bioldgicos de alta tasa (Tratamiento
primario): sedimentacion primaria, sedimentacion
ayudada quimicamente, UASB (reactor de flujo
ascendente)

Agua residual cruda municipal

ST (mg/L)

<15

>15-150

>150-1200
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