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Abstract: Ascomycetu, Zygomycetes and Deuteromycetes were identified in raw and filtered water from rivers
Orosi and Tirib, in a Costa Rican water treatinent plant. Three hundred and six samples were analized by the filtration

membrane technique, cultivation in Sabouraud Glucose broth containing 300pg mi-1

of chloramphenicol and incuba-

ted at room temperature for a minimum of two weeks. Coliform bacteria and turbidity were also recorded. A total of
1156 fungal strains were isolated: 63% were filamentous and 37% yeast forms, corresponding to twenty two genera.
Candida represents 19% of the total fungi, and it was the most common potentially pathogenic genus. C. albicans was
isolated in waters from the Orosi dam and the Tirib{ river and its abundace was related with turbidity; 97.4% of the
isolations in the treated water were yeast, (86% Candida, 36% were C. albicans), followed by Geotrichum candidum,
Rhodotorula, Saccharomyces and Trichosporon. Most filamentous fungi were eliminated in the process. This may be a
common situation in tropical countries and represents a special danger to inmunosuppressed patients.
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En el agua sin contaminacién, generalmente
cerca de la fuente, el nimero de esporas de
hongos superiores es minima, pero existe gran
cantidad de hongos acuéticos inferiores
(Mastigomycotina), Hyphomycetes y escasos
hongos del suelo (Hofkes et al. 1986). En
aguas superficiales moderadamente contamjina-
das ésta relacién se invierte, encontrandose po-
cos hongos acudticos y mayor nimero de hon-
gos del suelo. En aguas muy contaminadas lo
que se encuentra es gran cantidad de hongos
del suelo (Clesceri et al. 1989).

En los procesos de tratamiento y desinfec-
cién del agua se utiliza como indicador micro-
biolégico de su calidad al grupo de bacterias
coliformes (Pelczar et al. 1977, Clesceri et al.
1989, Cooper 1980). Por el momento no se ha
identificado hongos cuya presencia pueda ser
utilizada como indicador de contaminacién. Sin
embargo, es de importancia para la salud del in-

dividuo que el agua esté libre de otros microor-
ganismos potencialmente patégenos, como bac-
terias no coliformes, hongos, virus, protozoos,
helmintos y algas t6xicas (Clesceri et al. 1989).

Actualmente, con variedad de enfermedades
como SIDA, céncer, lupus eritematoso y leuce-
mias, asi como tratamientos inmunosupresores
que afectan a muchas personas, no es recomen-
dable que éstas utilicen aguas con agentes po-
tencialmente patégenos, pues son especialmen-
te susceptibles de sufrir micosis graves
(Emmons et al. 1977, Cooper 1980, Meu-
nier-Carpentier et al. 1981, Reingold et al.
1986, Matsumoto et al. 1987, Kassamali et al.
1987, Crislip y Edwards 1989, Buck 1990). La
ingestién de esporas de hongos puede ocasio-
nar dafios locales en la mucosa gastrointestinal
o producir micosis sist¢émicas por Candida
(Wingard et al. 1980, Walsh y Merz 1985,
Crislip y Edwards 1989).
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Por lo anterior es importante determinar la
eficiencia de los procesos de purificacién del
agua en cuanto a la remocién de microorganis-
mos que no sean las bacterias coliformes. Esta
investigacién tiene como objetivo determinar la
flora micoldgica del agua cruda que ingresa a
una planta de tratamiento y estudiar su remo-
cién en el proceso, en una localidad urbana
neotropical.

MATERIAL Y METODOS

Muestra: Se selecciond la Planta Alta de
Tres Rios, por ser la més grande de Costa Rica.
En ella ingresa agua del embalse de Orosi y del
rio Tiribi. El agua se recolect6 en frascos de vi-
drio estériles de 125ml, a la entrada del agua
cruda y a la salida de los filtros en la planta de
tratamiento. Las muestras se recolectaron tres
veces al dia: 5:00, 11:00 y 18:00 horas, durante
cuatro meses, febrero a mayo, periodo que
comprende el final de la estacién seca y el ini-
cio de la lluviosa.

Aislamiento bacteriolégico: Para el aisla-
miento de bacterias coliformes totales y fecales
se utiliz6 la técnica de tubos miiltiples, obte-
niendo el nimero m4s probable de bacterias
por 100m1 de muestra (Clesceri et al. 1989).

Aislamiento micoldgico: Utilizando la téc-
nica d¢ membrana filtrante (Clesceri et al.
1989) y en un aparato para filtracién al vacio,
se filtraron 100ml de muestra a través de una
membrana de nitrato de celulosa esterilizada,

de 0.45u con didmetro de 47mm. Una vez fina-
lizado el proceso de filtracién la membrana se
coloc6 de manera estéril en una caja de petri de
6¢cm de didmetro, sobre una almohadilla de ace-
tato de celulosa impregnada con 3ml de medio
de cultivo, caldo Sabouraud Glucosado, suple-
mentado con 300pg ml! de Cloranfenicol. Las
cajas se incubaron a temperatura ambiente por
un minimo de dos semanas.

Identificacion: Las colonias que crecieron
en la placa de petri se montaron en azul de
lactofenol o en lactofenol incoloro para el exa-
men microscOpico y se repicaron a tubos con
8ml de medio de Agar Sabouraud Glucosado,
para posteriormente realizar el examen macro
y microscépico del cultivo puro. Se realizaron
las pruebas de resistencia a la cicloheximida y
de tubo germinativo, a las cepas de Candida
para la identificacién de C.albicans (Ains-
worth et al. 1973, Muller y Loeffler 1976,
Emmons et al. 1977, Pelczar et al. 1977,
Cooper 1980).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se observan los resultados
mensuales. Para un total de 306 muestras, se
aislaron 1156 cepas de hongos de las sub-divisio-
nes Ascomycotina, Zygomycotina y Deutero-
mycotina (Cuadro 2). De estos, el 63% fueron fila-
mentosos y el 37% levaduriformes. El género po-
tencialmente patdgeno mds comiin fue Candida
(19%), C.albicans represent6 el 8% del total de
hongosaislados y el 22% del total de levaduras.

CUADRO 1

Andlisis microbiolégico y turbiedad en las muestras de agua del Embalse Orosi 'y del Rio Tiribi, Planta Alta de Tres Rios

Agua Mes Total Total Candida
cruda muestras hongos  albicans
Orosi Febrero 33 88 13
Marzo 22 62 4
Abril 65 256 7
Mayo 33 142 10
153 548 34
Tiribi Febrero 33 94 17
Marzo 22 n 10
Abril 65 291 21
Mayo 33 151 13
153 608 61

Xg Turbiedad

CT CF min X méx
45 27 0.4 1.5 57
36 11 0.4 1.0 7.0
135 32 0.5 1.3 7.0
769 114 0.7 2.6 20.0
153 32 04 1.6 20.0
1571 435 2.1 2.7 52
3148 322 1.9 5.0 30.0
2984 508 0.2 33 43.0
3322 2633 14 78 50.0
2646 658 0.2 4.7 50.0

Xg= Promedio Geométrico. C=Coliformes 100ml'1, T=totales, F=fecales. Turbiedad en U.N.T.
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CUADRO2

Hongos aislados en las aguas crudas de Oros(y Tiribf a su entrada a Planta Alta de Tres Rlos

Hongos aislados Total
Acrothecium 2
Aspergillus mn
Aspergillus niger 9
Aspergillus clavatus 2
Candida 124
Candida albicans 95
Cryptococcus 2
Cryptococcus neoformans 1
Curvularia 4
Fonsecaea pedrosoi 5
Fusarium 144
Geotrichum candidum 20
Helminthosporium 1
Hormodendrum 182
Microsporum gypseum 3
Monilia sitophila 16
Mucor 38
Paecilomyces 6
Penicillium 110
Rhizopus 104
Rhodotorula 64
Saccharomyces 98
Sepedonium 1
Stemphylium 3
Trichosporon A4
Verticillium 21
Total 1156

Los niveles de turbiedad en unidades nefelo-
métricas (U.N.T.) presentan diferencias en los
cuatro meses, encontrandose los valores mayo-
res en mayo, tanto para las aguas del embalse
de Orosi como del rio Tiribi. Estos valores fue-
ron de 20 y 50 U.N.T., con promedios de 2.6 y
7.8 UN.T., respectivamente.

Los niveles de turbiedad mas altos mostra-
ron una relacién directa con el mayor aisla-
miento de C.albicans en estas aguas (X*=21.36;
p > 0.05). Se puede observar que C.albicans se
comporté de manera diferente en Orosi y el
Tiribi; uno de los factores que puede influir so-
bre esto es el nivel de turbiedad (X*=3.04; p<
0.05).

Después del proceso completo en la planta
de tratamiento, que comprende sulfatacién, flo-
culacién, sedimentacién y filtracién, se encon-
tré6 que de las 153 muestras del agua filtrada
analizadas, cuatro fueron negativas a hongos, lo
que representa el 2.6% del total. En las otras
muestras se encontré6 que predominaban los

Orosf Tirib{
2 0
35 42
9 0
0 2
69 55
34 61
0 2
0 1
4 0
5 0
74 70
5 15
1 0
L 103
0 3
16 0
13 25
6 0
58 52
42 62
38 26
39 59
1 0
3 0
8 16
21 0

560 596

hongos levaduriformes, principalmente espe-
cies del género Candida, que estaban presentes
en un 86%. Hubo menores concentraciones de
Geotrichum candidum, Rhodotorula,
Saccharomyces y Trichosporon. Del total de
muestras de agua filtrada, el 36% correpondi6 a
la especie C.albicans; en varias muestras se en-
contré el hongo filamentoso Fusarium.

DISCUSION

En estas aguas se encuentran grandes canti-
dades de hongos, tanto filamentosos como le-
vaduriformes. Sin embargo, existe mayor con-
centracion de ellos en las aguas del rio Tiribi
que en las del embalse Orosi. Aunque no puede
concluirse que cada manto de agua tiene su flo-
ra caracteristica, sf se observé que algunos hon-
gos tinicamente fueron encontrados o predomi-
naban en uno de los dos sitios, asf
Acrothecium, Aspergillus niger, Curvularia,
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Fonsecaea pedrosoi, Helminthosporium,
Monilia sitophila, Paecylomyces, Sepedonium,
Stemphylium y Verticillium Ginicamente se ais-
laron en Orosi. En Tiribi se aislaron exclusiva-
mente Aspergillus clavatus, Cryptococcus,
Hormodendrum y Microsporum gypseum. El
género Candida se aislé en ambas muestras,
pero se encontrd el doble de cepas de C.albi-
cans en las aguas de Tiribi. Este hallazgo es
importante dado que esta es una levadura cuyo
hébitat normal es el intestino humano y el de
otros animales de sangre caliente, lo que puede
reflejar niveles de contaminacién fecal
(Emmons et al. 1977, Rogers y Balish 1980,
Casal Roman et al. 1987, Crislip y Edwards
1989).

Aunque C.albicans continiia siendo la espe-
cie patégena mas importante del género
Candida (Emmons et al. 1977, Cooper 1980,
Rogers y Balish 1980, Casal Romén et al.
1987, Crislip y Edwards 1989, Clesceri et al.
1989, Buck 1990), recientemente se han reali-
zado estudios que demuestran que no solo ella
ocasiona problemas sanitarios, sino también las
otras especies de este género (Emmons et al.
1977, Crislip y Edwards 1989). Actualmente
los estudios con C.tropicalis ponen de mani-
fiesto que la ingestién de esta especie por pa-
cientes inmunocomprometidos puede ocasionar
severos dafios (Wingard et al. 1980, Walsh y
Merz 1985).

De estos hallazgos se desprende la gran im-
portancia de la presencia de estos hongos en las
redes de distribucién de agua, principalmente
para los hospitales y centros de salud, y para las
personas inmunocomprometidas. Est4 demos-
trado que en este grupo de huéspedes suscepti-
bles muchos hongos, hasta los considerados
inocuos, producen fungemias u otras micosis
sistémicas (Emmons et al. 1977, Meunier-
Carpentier et al. 1981, Reingold et al. 1986,
Kassamali et al. 1987, Matsumoto et al. 1987).

En abril y mayo se detectaron mayores con-
centraciones de hongos en toda el agua. Asi
mismo, en estos meses se encontraron mayores
niveles de turbiedad y mayores concentraciones
de bacterias coliformes. Los niveles de turbie-
dad mas altos mostraron una relacién directa
con el mayor aislamiento de C.albicans. Sin
embargo, su comportamiento es diferente en las
aguas de Orosi y Tiribi, debido posiblemente a
diferentes niveles de turbiedad. El valor prome-
dio de turbiedad en Orosi fue de 1.6 U.N.-

T.(m4ximo 20 U.N.T.); en Tiribi fue de 4.7
(méx. 50 U.N.T.). La captacién del rio Tiribi se
realiza a muchos kilémetros de su origen, por
lo que estas aguas recorren largos trechos sobre
areas pobladas y zonas de cultivo y ganaderia
antes de ingresar en la planta. La de Orosi es
captada cerca de su nacimiento tras recorrer
una zona de bosques en el Area de Conser-
vacién de Tapanti. Buena parte de la turbiedad
de Orosi es producida por el rio Humus (sus-
tancias "hiimicas), mientras que la de Tiribi es
ocasionada principalmente por contaminacién
orgénica y escorrentia que aumentan en la esta-
cién lluviosa (Hofkes et al. 1986).

En este estudio se observé que cuando el
agua es sometida al proceso completo en la
planta de tratamiento, se eliminan todos los
hongos filamentosos, pero no los levadurifor-
mes. Cuando el proceso no incluye sulfatacion,
persiste en el agua filtrada toda la flora micol6-
gica del agua cruda. Falta determinar si el pro-
ceso de desinfeccién del agua con cloro es efi-
ciente para eliminar los hongos.

Uno de los problemas encontrados aqui es
que a niveles altos de turbiedad, superiores a 5
U.N.T,, se aislé mayor nimero de hongos fila-
mentosos (Fusarium, Hormodendrum,
Monilia, Penicillium, Rhizopus, Verticillium),
los que al crecer ripidamente sobre toda la
membrana impidieron analizar otros hongos de
crecimiento mas lento. Por esta razén, los nive-
les de turbiedad analizados estdn comprendidos
entre un minimo de 0.2 y un méximo de 5
U.N.T. Ademas a niveles de turbiedad superio-
res el método utilizado presenta otros inconve-
nientes. La filtracién por membrana es reco-
mendada para el andlisis de aguas claras, pues
los filtros se obstruyen con turbiedades muy al-
tas (Clesceri et al. 1989). Cuando se tienen tur-
biedades mayores debe modificarse el método
y utilizar un prefiltro o realizar diluciones de Ia
muestra.

Podemos concluir que el agua en los siste-
mas cerrados de distribucién, podria servir co-
mo vehiculo para transportar hongos que pue-
dan ocasionar severos problemas de salud a
grupos de personas susceptibles. Debido a la
presencia de grandes cantidades de hongos po-
tencialmente patégenos en las aguas crudas, asi
como de la persistencia de levaduras después
del proceso en la planta de tratamiento, consi-
dero importante continuar realizando estudios
de esta flora micolégica, determinando cuales
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son las otras especies del género Candida pre-
sentes en el agua, su resistencia a la desinfec-
ci6én y su aislamiento en las redes de distribu-
cién. También conviene determinar si la rela-
cién entre la presencia de hongos y el grado de
turbiedad estd influenciada por los niveles de
contaminacién organica.
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RESUMEN

Se estudié 1a flora micolégica (Ascomyco-
tina, Zygomycotina y Deuteromycotina) de las
aguas crudas a la entrada y salida de la planta
de tratamiento de Tres Rios, alimentada por el
embalse de Orosi y el rio Tiribi. El propésito
del estudio fue determinar la prevalencia de
hongos potencialmente patégenos. Se
analizaron 306 muestras con la técnica de
membrana filtrante, cultivos en Caldo
Sabouraud Glucosado con 300pg ml-! de
Cloranfenicol e incubacién a temperatura am-
biente por un minimo de dos semanas. El estu-
dio abarcé también la determinacién de los ni-
veles de bacterias coliformes y de turbiedad.
De 1156 cepas de hongos aislados en el agua
cruda el 63% fueron filamentosos y el 37% le-
vaduriformes, correspondiendo a veintidés gé-
neros. El género potencialmente patégeno més
comin fue Candida (19%), incluyendo a
C.albicans, aislada en las aguas de Orosi y
Tiribi, aunque con diferencias significativas
relacionadas con los niveles de turbiedad. Aiin
después del proceso completo de tratamiento
el 97.4% de las muestras eran positivas para
levaduras, encontrdndose en un 86% especies
del género Candida, (36% C.albicans). Otras
levaduras fueron Geotrichum candidum,
Rhodotorula, Saccharomyces y Trichosporon.
La mayoria de los hongos filamentosos fueron
eliminados en el proceso, pero Candida lo re-

siste, poniendo potencialmente en peligro a las
personas con sistemas inmunolégicos reduci-
dos o ausentes.
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