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RESPUESTA REQUERIMIENTO OFICIO 12844
“SISTEMA DE RECUPERACION POR
CENTRIFUGACION Y CONCENTRACION EN”
FORMOL-ETER DE PROTOZOOS PARA MUESTRAS DE
AGUA POTABLE”

UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

BLANCA NUBIA PEDROZA TORRES, mayor de edad, vecina de la ciudad de Bogotd D.C.,
abogada en ejercicio, identificada como aparece al pie de mi firma, actuando en nombre y
representacion legal de fa UNIVERSIDAD DEL QUINDIO, solicitante en el asunto de la referencia
y de acuerdo a las observaciones hechas por los autores se da respuesta a las sugerencias
realizadas mediante el oficio de la referencia de la siguiente manera:

Se Madificé la Reivindicacién. El procedimiento que se desea patentar es un sistema que
permite recuperar protozoos utilizando un tubo cdnico de polipropileno con una solucién de
formol-éter sin utilizar membranas y que aumenta el porcentaje de recuperacién. Este
procedimiento se propone como una alternativa al uso de membranas y filtros que se utilizan
de igual forma para recuperacion de formas protozoarias.

Se anexa flujo grama que describe el proceso.

1. De acuerdo con lo antes expuesto, se solicita el cambio a patente de invencion.
2. Respecto al estado de la técnica se realizé una busqueda Google Patents. Los métodos
alli descritos utilizan membrana y no se encontré un procedimiento utilizado en

muestras de agua potable.

3. Con relacion a la patente descrita el anexo 6, se reviso y alli no se encuentra nada
sobre este proceso dejando claro que cuando se refiere a toxinas no es igual que
referirse a protozoos ya que estas son proteinas y no células.

4. Igualmente se revisé la descripcién y se aclaré el procedimiento que se quiere patentar

5. Finalmente se reescribieron algunos apartes que no eran claros.

Adjunto:

* Formulario unico de Correcciones y Modificaciones
* Documento Técnico Reescrito con las modificaciones sugeridas y arriba mencionadas

* Recibo de Pago

Atentamente,

BLA 6C( IA'PEDROZA TORRES
c.C. Nl).41.886.090
T.P. No.65714
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En caso de haber presentado poder general para asuntos que se ‘adelanten ante la Delegatura de
Propiedad Industrial, sirvase indicar el numero de radicacion (del poder).
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|:] Comprobante de pago de la tasa

D Poder, si fuere el caso,

D Documento que acredita la existencia Y representacion legal de la persona juridica peticionaria, en cuanto no estén
inscritas en alguna Camara de Comercio Colombiana.
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Cﬁi\lio DILIGENCIAR EL FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

* Si faltara espacio en alglin recuadro de este impreso, utilice hojas complementarias.

* Los espacios sombreados corresponden a los requisitos minimos que deben cumplirse para obtener fecha de
presentacion

de la solicitud.
* Sialguna casilla del formulario no fuera cubierto, se cruzara una linea oblicua.

1. Solicitud: Sélo se debe marcar una opcion. Debe marcarse en la casilla correspondiente si se trata
de la correccion de un error material o de |a modificacion de la solicitud. (en tramite)

2. Solicitante: Es la persona natural o juridica interesada en obtener |a correccion o modificacion. Debe
indicarse: nombre, direccion, teléfono, e-mail o fax.

Identificacion: Corresponde a la indicacién del documento de identidad del solicitante, discriminandd
en la casilla correspondiente, si se trata de C.C. (cédula de ciudadania) o NIT (NUmero de ldentificacion

Tributaria); C.E. (Cédula de Extranjeria); u Otro (En caso de que la identificacion del solicitante
corresponda a un documento diferente a los anteriormente mencionados)
Domicilio: Indicar el pais, el departamento y la ciudad.

3. Representante o apoderado: En este espacio debe indicar el nom

bre del representante lega
cuando se frate de una persona juridica si no se estd actuando a través de apoderado y deberj
acreditarse tal calidad. -

Si se actta a través de apoderado, debe: i) indicar el nombre del abogado que adelantara la actuacion
administrativa y anexar poder; ¢ ii) en caso que el apoderado haya presentado poder general parg
asuntos que adelante ante Ia Delegatura de Propiedad Industrial, indicar el nimero de radicacién con e
cual quedé presentado ante |a Superintendencia de Industria y Comercio el poder otorgado.

Sila solicitud la adelanta una persona natural sin apoderado, no debe diligenciarse esta casilla.

No sera necesario diligenciar las casillas relacionadas con los puntos 3

y 4 en adicion a los nombres, s
estos datos no han variado con respecto al registro inicial.

4. Nimero de expediente: Corresponde al nimero de la solicitud en tramite objeto de fa correccion d
modificacion.

5. Descripcion de la modificacion 0 correcciéon que solicita:
aspectos objeto de correccion o de modificacién, como son nomb
como sus datos de identificacion o domicilio, aspectos secundarios
productos o servicios inicialmente solicitada. En el caso de las pate
0 modificacion se realiza sobre el titulo, la descripcion, las reivindic

Sen debe sefialar con detalle log
re del solicitante o apoderado, as
del signo y limitaciones a Ia lista de
ntes, debe sefialarse si la correccign

aciones o los dibujos.

6. Comprobante de pago: Referenciar el nimero y fecha del recibo de pago de la tasa establecida
Este comprobante debe anexarse.

7. Anexos: Deben marcarse con una X la

s casillas correspondientes a los documentos qus
acompanaran la solicitud.

8. Firma: Si se actua a través de abogado, la firma debera ser la del apoderado: si actua directamentg

Una persona juridica la firma debera ser la de Su representante legal, y si actta directamente ung
persona natural ésta debera firmar la solicitud.

IMPORTANTE:
Sino es especialista en |a materia, le recomendamos:

Consultar la normatividad relacionada con este tramite en WWW.SiC.gov.co o en la Biblioteca de |3 SIC
carrera 13 No. 27-00 piso 5

Leer detenidamente los folletos
Una vez radicada la solicitud, i
caso, contestar dentro del
vigentes.

y los instructivos para el diligenciamiento de los formularios.
nformarse permanentemente sobre el estado de su tramite y, si es de
término los requerimientos notificados segun-las disposiciones legales
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0088283

Bogota D.C., Agosto 28 de 2012 - 11:40:23

RECIBIDO DE : BLANCA NUBIA PEDROZA TORRES

CC 41.886.090

TIPQ PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***
CUENTA No _PAGO

FECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 494028286

28/08/2012 63.750.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***

CONCEPTO

Ve UNDITARIO V. CONCEPTO

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

63.750.00 63.750.00

$63.750.00 _

SON: **SESENTA Y TRES MIL SETECIENTOS CINCUENTA PESOS MONEDA CORRIENTE***

Resgon able:
_WRRRR Rk

Recibo de Caja

, Agosto 28 do 2012 - 11:40:26

licado al Expediente No.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombla
Web: www.slc.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240




UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

1

Armenia,

Senores

Delegatura de Propiedad Industrial
Superintendencia de Industria y Comercio
Bogota D.C.

ALFONSO LONDONO OROZCO, mayor, vecino de Armenia, identificado con la
cédula de ciudadania No. 19.189.065 expedida en Bogotd, actuando en calidad de
Rector y representante legal de la Universidad del Quindio; designado por el
Consejo Superior mediante la Resolucion No. 003 del 29 de abril de 2008 y
posesionado en la misma fecha, manifiesto que confiero poder especial, amplio y
suficiente a la Abogada BLANCA NUBIA PEDROZA TORRES, igualmente mayor
y vecina de Armenia, identificada con la cédula de ciudadania No. 41.886.090
expedida en Armenia, portadora de la Tarjeta Profesional No. 65174 del Consejo
Superior de la Judicatura, para que en representacion de LA UNIVERSIDAD DEL
QUINDIO adelante todo lo relacionado con el tramite de la patente de Modelo de
Utilidad denominado “Sistema de recuperaciéon por centrifugaciéon y
concentracion en formol - eter de protozoos para muestras de agua potable”.

Mi apoderada queda ampliamente facultada para, proponer excepciones,
conciliar, recibir, transigir, renunciar, desistir, sustituir, interponer recursos y
realizar todas las gestiones inherentes al presente mandato.

Sirvase, reconocerle la personeria a la profesional del derecho en los términos y
para los fines del presente poder.

Atentamente,
ALFO LONDONO OROZCO

Rectdr
Universidad del Quindio

Carrera 15 Calle 12 Norte. Pbx 7460100 ext 112 Armenia Quindio Colombia. Web site:
www.uniquindio.edu.co, Correo electronico rector@uniquindio.edu.co. Teléfono 7460112




UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

Armenia,

Acepto,

BLLANCA NUBIA PEDROZA TORRES

C.C. 41.886.090 expedida en Armenia
T.P. 65174

Olga Lucia R.

Carrera 15 Calle 12 Norte. Pbx 7460100 ext 112 Armenia Quindio Colombia. Web site:
www.uniquindio.edu.co, Correo electrénico rector@uniquindio.edu.co. Teléfono 7460112




J‘L‘L" educacion Ministerio de
i Educacién Nacional
Ll L gg-ogmaj!gg.g Republica de Colombia

Livated oy Onders

EL SUBDIRECTOR DE INSPECCION Y VIGILANCIA DEL
VICEMINISTERIO DE EDUCACION SUPERIOR EN

norAnDELaul
-CRFTARLA GENERAL
" eeon £ FfEL COPiA TOMADA DESU omsmfx}’g
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2 MAY 2012

Que el/(la) UNIVERSIDAD DEL QUINDIO (Cbdigo:1208), con domicilio en ARMENIA, es una institucién de educacién
superior, OFICIAL, y su caracter académico es el de Universidad, creada mediante Acuerdo 23 de 14 de Octubre de
1960. expedido(a) por ellla Concejo Municipal de Armenia..

Que mediante Decreto 1583 del 11 de agosto de 1975, se reconoce con el caracter de Universidad a la Universidad
del Quindio.

Que al folio 503 distinguido con el registro 498 del libro de rectores y representantes legales de las instituciones de
educacién superior aparece inscrito(a) el(la) Doctor ALFONSO LONDONO OROZCO, identificado(a) con cédula de
ciudadania No 19189065 expedida en Bogota D.E. como RECTOR » por un periodo comprendido entre el 1 de Mayo
de 2011 y el 30 de Abril de 2015, que dicha inscripcion se efectus el 23 de Mayo de 2011 de conformidad con lo
dispuesto en el/(la) RESOLUCION 004, del 15 de Abril de 2011. expedido(a) por el(la) CONSEJO SUPERIOR.

Que al folio 503 distinguido con el registro 498 del libro de rectores y representantes legales de las instituciones de
educacion superior aparece inscrito(a) el(la) Doctor ALFONSO LONDORNO OROZCO, identificado(a) con cédula de
ciudadania No 19189065 expedida en Bogota D.E. como REPRESENTANTE LEGAL , bor un periodo comprendido
entre el 1 de Mayo de 2011 y el 30 de Abril de 2015, que dicha inscripcién se efectud el 23 de Mayo de 2011 de
conformidad con lo dispuesto en el/(la) RESOLUCION 004, del 15 de Abril de 2011, expedido(a) por el(la) CONSEJO
SUPERIOR.

La informacién consignada en este certificado corresponde a la altima reportada por parte de la institucién.

De conformidad con lo establecido por la ley 962 de 2005, los actos de registro aqui certificados quedan en firme

cinco (5) dias habiles después de la fecha de inscripcion, siempre que no sean objeto del recursos en la via
gubernativa,

El presente documento electrénico tiene validez por cumplir los requisitos de que trata la Ley 527 de 1999, el Decreto
Reglamentario 1747 de 2000 y las demas normas que los complementen, modifiquen o reemplacen. Para verificar la
autenticidad del presente certificado o ver el documento electronico, debera ingresar a www.mineducacion.gov.co,
menu de Tramites, opcién de Consulta de Certificados e ingresar el numero de radicado.

Se expide la presente certificacién en Bogota D.C. a los 23 dias del mes de Abril de 2012, por solicitud de ALFONSO
LONDONO OROZCO.

Certificado JUAN GUILLERMO PLATA PLATA

Propietario T=SUBDIRECCION DE INSPECCION Y VIGILANCIA, SN=PLATA PLATA, STREET=CALLE 43 NO. 57 14 CAN, $=BOGOTA D.C.. QU=MINISTERIO DE
EDUCACION, SERIALNUMBER=204818, O1D.1.3.6,1.4.1.23267.2.3=899899001 7.01D.1.3.6.1.4.1.23267.2.2=91298420, OID.1.3.6.1.4.1.23267.2.1=52,
O=MINISTERIO DE EDUCACION NACIONAL, L=BOGOTA D.C., G=JUAN. E=JPLATA@MINEDUCACION.GOV.CO, C=C0, CN=JUAN GUILLERMO
PLATA PLATA

Fecha Firma 2012-04-23T15:52:32.780 Emisor CN=AC Subordinada CerticAmara S.A., O=Sociedad Cameral de Certificacién Digital -
Certicamara S.A., C=CO

Calle 43 No. 57-14 Centro Administrativo Nacional, CAN, Bogota, D.C. Colombia Pagina 1 de 2
Conmutador: (057) (1) 222 2800 - Fax (057) (1) 222 4953 gina i de
www.mineducacion.gov.co
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UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

LA SECRETARIA GENERAL DE LA UNIVERSIDAD DEL
’ QUINDIO

CERTIFICA:

Que la Universidad del Quindio es un Ente Universitario de caracter publico,
" con régimen especial, creado por el Acuerdo Municipal N° 23 del 14 de octubre
de 1960, adscrito al Departamento del Quindio, mediante la Ordenanza N° 014
de noviembre de 1982, reconocida como Universidad por la Ley 56 de 1967 y
el Decreto N° 1583 de enero 18 de 1975 del Ministerio de Educacién Nacional.
Tiene personeria juridica, autonomia académica, administrativa y financiera,
patrimonio independiente y podré elaborar, aprobar y ejecutar su presupuesto,
.acorde con su mision y principios institucionales. La Universidad del Quindio
esta vinculada al Ministerio de Educacion Nacional en lo que se refiere a las
poll’ticas y planeacion del sector educativo.
Que la Universidad esta autorizada para exped/r titulos profesionales, por ser
pe una Institucion de Educacién Superior.

L 5ara constancia se firma en la ciudad de Armenia, Quindio, a los veintidés
(Y 77122 dias del mes de mayo de 2012.
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SISTEMA DE RECUPERACION POR CENTRIFUGACION Y
CONCENTRACION EN FORMOL-ETER DE PROTOZOOS PARA
MUESTRAS DE AGUA POTABLE '



DESCRIPCION

Estado de la técnica conocido.

El primer método que se utiliz6 para la- deteccion de protozoos en
agua fue ICR (Reglas de Colecta de Informacion) recomendado por la
EPA en 1998 (Agencia de Proteccion Ambiental), pero este metodo
presentd muchos problemas ya que reportaba falsos positivos y falsos
negativos ademas de ser poco preciso y exacto (McCuin et al 2003).
En 1990, hubo un aumento en la infeccion por Cryptosporidium de
manera dramatica a partir de agua contaminada, lo que propicio la
evaluacion de nuevos métodos de deteccion de protozoos patdégenos
“en el agua, en 1997 la EPA desarrolla el método 1622 especifico para
la detecciébn de Cryptosporidium, el cual incluyd un filtro que
incrementa la captura de ooquistes por dilucion, también incorpora la
técnica de separacién inmunomagnética (IMS) que permite Ia
concentracion especifica de microorganismo, reduce los falsos
positivos, disminuye las interferencias inespecificas y adiciona un paso
de tincibn mediante inmunofluorescencia (IF) como prueba
confirmatoria (Kazuo et al 2001). El método 1622 se modifico y se
desarrollé el método 1623 que es la referencia actual para deteccion
de protozoos en agua como control de calidad por parte de las
empresas'de agua en Estados Unidos y Europa. El método 1623
incluye un nuevo filtro (IDEXX Filta Max) el cual puede filtrar
volimenes mas grandes (hasta 2000 Litros) y se adiciona la deteccion
de quistes de Giardia. Comparados con los métodos de microbiologia
clasica para deteccion de protozoos no existen diferencias
significativas ya que las dos técnicas contienen pasos de
centrifugacion y filtréci(')n.(MoraIes et al 2003, Wang et al 2004, Ochiai
et al 2005). Ademas de esto los filtros son caros y no son reutilizables,
dificulta la recuperacion de las formas parasitarias cuando aumenta la
turbidez ya que se pueden obstruir los filtros, también requiere altas

concentraciones y volimenes altos. El campo técnico en el cual se



pondrad en practica este modelo de utilidad es en el area de

monitoreo, control y calidad de agua.
Descripcion del modelo de invencién -

A partir de un volumen inicial de 10 litros de agua se realiza una
centrifugacion, luego de la cual se descarta el sobrenadante y se
resuspende el precipitado para adicionario a un tubo de que contiene
formol salino al 10% vy éter. Luego se mezcla por agitacién fuerte y se
centrifuga a 250 g durante 2 minutos. Por ultimo se descarta el
sobrenadante y se resuspende el precipitado el cual se usa para
buscar los protozoos por microscopia oOptica o  por

inmunofluorescencia.

A continuacion se describira paso a paso el proceso de recuperacion

de formas parasitarias a partir de agua potable y no potable.

1. Se toma un recipiente plastico estéril de 10 Litros. El frasco debe
lavarse previamente con 10 ml de solucion tampon fostato salino
a pH 7,0 mas 1,0 ml de Tween 80 para desprender cualquier
residuo.

2. Se lleva a la fuente de agua, se introduce hasta la mitad de la
superficie de esta (teniendo en cuenta el caudal) y se deja hasta
que se llene el recipiente

3. Se cierra el recipiente, se transporta al laboratorio procurando
que quede bien cerrado |

4, Se centrifuga todo el volumen de agua colectado, en una
centrifuga refrigerada por diez minutos a 350 g, se descarta el
sobrenadante y el boton de precipitaciéon se resuspende en 1 ml
de solucién tampén fostato salino pH 7,4.

" 5. Se toma el precipitado resuspendido (1 ml) y se mezcla con 3 ml
de una solucién de formaldehido al 37% mas cloruro de sodio al
0,8%, en un tubo de polipropileno de 15 ml, fondo coénico y de
dimensiones 17x120 mm. Se mezclan estos reactivos y la

muestra en un vortex (mezcla A).

1w



6. Se toman 3 ml de la mezcla A y se adicionan 3 ml de éter
anhidro en otro tubo de polestireno. Luego se agita fuertemente
por dos minutos y se destapa el tubo suavemente para que salga
el gas y luego se centrifuga a 250 g por 2 minutos. Se descarta
el sobrenadante dejando un precipitado con 500 ul de la solucion
tampdn fostato salino a pH 7,0. Fig. 1 |

7. Se toman 10 pl dé precipitado mas 10 pl de lugol al 1%

8. Se visualiza en un objetivo de 40X y 100X por microscopia
dptica. Para la microscopia 6ptica se pueden realizar montajes
en placa tefidos con lugol parasitolégico (Giardia), esto se
observa a 40x y Ziehl Neelsen (Cryptosporidium) en objetivo de
100X en microscopio Optico. Se determina la presencia de
acuerdo con caracteristicas morfolégicas y de tamano. Otra
alternativa es por inmunofluorescencia con anticuerpos

especificos anti-Giardia o anti Cryptosporid)'um.

Para evaluar la aplicabilidad del método se tomaron 10 litros de agua,
se le adicionaron 1.000 quistes de Giardia y 1.000 quistes de
Cryptosporidium y finalmente se realizé la metodologia prbpuesta. Las
formas parasitarias se contaron en. la camara Neubauer.
Posteriormente se analizaron los siguientes parametros a los

resultados obtenidos:

Aplicabilidad: se determinan las caracteristicas generales del
método, el tipo de muestras que se van a analizar y el analito a

determinar.

Limite de deteccion: Es la menor cantidad del analito que puede ser
detectada en la muestra y se expresa como LD= X+3S donde X
representa el promedio de las mediciones del ensayo y S la desviacion

estandar de las mediciones (guia AOAC internacional).

Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacion determina la
concentracion minima del analito que puede ser determinada
cuantitativamente por la prueba y se establece considerando la

expresion LC= X+10S, donde X representa el promedio de las

12



mediciones del ensayo y S la desviacién estandar de las mediciones
(guia AOAC internacional).

Exactitud: Busca cuantificar la exactitud probable de los resultados
evaluando los efectos sistematicos y azarosos sobre los resultados.

Asi, la exactitud se estudia normalmente como certeza y precision.

Certeza (de un método): Es una expresion de cuan cerca esta la
media de un conjunto de resultados (producidos por el método) del
valor verdadero. Normalmente se expresa en términos de sesgo, para
lo cual se obtiene el valor absoluto de la comparacion entre el

promedio de los valores obtenidos (X) y el valor de referencia (u): s = |
Xyl |

Incertidumbre: Parametro, asociado al resultado de una medicioén,
que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser

razonablemente atribuidos al mesurando (OAA. DCLE- 05).

Generalmente es una desviacion estandar o un intervalo de confianza
y su estimacion toma en cuenta todos los efectos reconocidos que

operan sobre el resultado.

Recuperacion: Fracciéon de analito que se agrega a una muestra de
ensayo (inoculo artificial o “spiked”) antes del analisis. Objetivo:
evaluar la eficiencia del método para detectar todo el analito presente

en una muestra.

Muestra utilizada para el ensayo: Agua de la llave hervida por 20
minutos. Los parasitos utilizados fueron Giardia duodenalis y
Criptosporidium sp aislado de humanos y donados por el Dr. Fidel
Angel Nufez del Insituto Pedro Kouri y cuantificados por

hemocitometro.
Resultados:

Aplicabilidad:

i9



En esta propuesta se describe el método para el analisis de muestras
de agua, con el objeto de determinar la presencia de Cryptosporidium
y Giardia. A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la
aplicacion del método en laboratorio. (Anexo 1). De los 10 conteos
realizados en hemocitometro se cuantificaron un promedio de 750

ooquistes/ml para Cryptosporidium y 825 quistes/ml de Giardia.

Limite de deteccion: De acuerdo al ensayo realizado el método
permite detectar un minimo de 1.270 ooquistes /ml de Cryptosporidium

y 1.431 quistes/ ml de Giardia. Cryptosporidium LD= 875+(3x 131.7)=
1270.1 quistes/ml

Giardia LD= 925+(3x168.7)= 1431 quistes/ml

Limite de cuantificacion: Este analisis permite establecer que el

método propuesto se puede detectar la presencia de protozoos a partir

de una concentracion minima de 2192 ooquistes/ml para

Cryptosporidium y 2612 quistes/ml para Giardia. Cryptosporidium LC=
875+(10x131.7)= 2192 quistes/m| Giardia LC= 925+(10x168.7)= 2612

quistes/ml

Exactitud: Para este método la exactitud de la determinacion de los
protozoos se valoro en términos de sesgo y se encontré que para la
deteccion de Cryptosporidium existi6 un sesgo aproximado de 125
ooquistes/ml y 75 quistes/ml para Giardia. Cryptosporidium | 875-1000
|= 125 Giardia: |925- 1000j= 75

Incertidumbre. Para determinar la dispersion de los datos se
determino la incertidumbre con el Intervalo de confianza de la
siguiente ménera:

|IC=X-(+1-0/2 x EE)

Donde: |

X= promedio

0=0.09 grados de libertad del valor t

EE= Error Estandar = DE (desviacién estandar)/\n

875-(1.83x41)= 875-75=800 | 875+75=950

“



Entonces, el Intervalo de Confianza para la deteccion de
Cryptos,boridium se encuentra entre 800 y 950 con una confiabilidad
de 95%

925-(1.83x53.4)= 925-98=827 |1 925+98=1023

Entonces, el Intervalo de Confianza para la deteccion de Giardia se

encuentra entre 827 y 1.023 con una confiabilidad de 95%

Recuperacion: De acuerdo al método evaluado se pudo recuperar
entre un 80 y un 90% de formas parasitarias en el ensayo
Cryptosporidium (875/1000) x 100: 87,5% Giardia (925/1000) x 100:
92,5%

Técnica confirmatoria de inmunofluorescencia:
Mediante la tincidn con anticuerpos especificos para la deteccién de
Cryptosporidium y Giardia, se cuantificaron el nimero total de ambos

parasitos observados, que correspondié a 465 quistes/ml. (Anexo 2)
CONCLUSIONES DEL ENSAYO

Este ensayo permitié conocer el desempefio del método a través de
los parametros evaluados. Los limites de deteccion y cuantificacion
alcanzados con el método propuesto son favorables para la
identificacién de bajas concentraciones de protozoos en muestras de
agua; es decir a partir de formas de parasitarias este método puede
detectarlo en un volumen de 10 litros de agua. De igual manera el
método presentd un buen porcentaje de recuperacion (entre un 87,5%
para Crytosporidium y un 92,5% para Giardia) a partir de una muestra
de 2.000 quistes/ml (1000 para cada parasito, Giardia y
Cryptosporidium), por lo que se puede decir que el método de
recuperacion mediante centrifugacién y concentracion, permite medir
de manera confiable el contenido Giardia y nyptosporidium en

muestras de agua.



REIVINDICACIONES

REINVIDICACION 1.

El sistema de recuperacion de protozoos por centrifugacion y
concentracion en formol éter para muestras de agua potable logra
concentrar los protozoos presentes en muestras de agua potable
y no potable, utilizando un tubo cénico de polipropileno con una
solucion de formaldehido al 37% y éter mas cloruro de sodio al
0,8 % y centrifugacion sin necesidad de filtracién por membranas.
Este método concentra contenidos de protozoos a partir de un
volumen inicial de 10 littos de agua y recupera entre un 87% de
Crytosporidium y un 92% de Giardia. Se realiza una centrifugacion a
350 g durante 10 minutos hasta obtener un volumen final de 1 ml. A
este volumen final (1 ml) se le realiza la técnica de concentracion
utilizando una solucién compuesta de una solucion de formaldehido al
37% mas cloruro de sodio al 0,8%. Se mezclan estos reactivos y se
toman 3 ml de esta solucién y se mezcla con 3 ml de éter anhidro.
Luego se agita fuertemente por dbs minutos, se destapa el tubo
suavemente para que salga el gas y se centrifuga a 250 g por 2
minutos. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado

'cdn 500 pl de solucién tampdn salino. Figura 1.
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FIGURA 1.

Muestra de 10 litros de agua

Ce Centrifugar 350 g x 10 minutos

Descartar sobrenadante y tomar precipitado disuelto en 1 ml de solucidn salina
estérily mezclar en un tubo de polipropileno con 3 ml de una solucion de
formaldehido al 37% + NaCl 0,8%. Agitary recuperar 3 ml de la mezcla

3 ml mezcla + 3 ml éter anhidro

e

e

&,} Centrifugar 250 g x 2 minutos

Descartar sobrenadantey
recuperar precipitado

Visualizar en portaobjeto con tugol 1% o inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos para Cryptosporidium o Giardia




RESUMEN

El agua por sus diversos empleos y calidades juega un papel
importante en las vias de transmision de microorganismos patogenos,
por ello en Colombia se ha incluido la deteccion de Giardia vy
Cryptosporidium como indicador de la calidad del agua para consumo
humano segln la Resolucion 2115 del 22 de junio del 2007del
Ministerio de la Proteccion Social y el Ministerio de Ambiente, Vivienda
y Desarrollo Territorial. Cryptosporidium y Giardia son protozoarios de
importancia en la salud publica debido a que son causa de infecciones
gastrointestinales en niflos y en poblacién inmunosuprimida. Estos
organismos poseen una estructura quistica que los rodea y los protege
de ciertas condiciones ambientales, los hace resistentes a la
desecacion, a la carencia de nutrientes, a las altas temperaturas, a la
escasez de oxigeno, a la respuesta inmune del huésped y a la
desinfeccion en plantas de tratamiento de agua potable y aguas
residuales (Alarcon 2005). Giardia se considera el parasito mas
importante en la industria del agua porque se ha encontrado como
agente etioldgico responsable de varios brotes epidémicos
relacionados con consumo de agua tratada o para uso recreacional,

“como las piscinas, en diversas partes del mundo (Solarte 2006).

Los tratamientos del agua para consumo humano remueven en
diferentes grados estos dos protozoarios. La filtracion lenta en arena
es capaz de retirar entre 93% y 100% (Fogel 1993) de Giardia. Con
Cryptosporidium, las remociones han alcanzado entre 99,99% (4 log) y
99,997% (5 log) (Timms 1995). Se discute con base en la evidencia
epidemiol()gica, que los niveles de quistes de Giardia que persisten en
el agua potable (0,11 quistes/l) después de los procesos de filtracion
no son capaces de causar infecciones pero es necesario realizar

vigilancia de sus niveles para garantizar la potabilidad del agua.

Un primer ensayo del rendimiento de un procedimiento alternativo al

método de filtracion por membrana para la recuperacion de formas

1%



barasitaria de protozoos, nos permiti6 conocer el desempefio del
método. Los limites de deteccién y cuantificacion alcanzados con el
método propuesto, son favorables para la identificacion de bajas
concentraciones de protozoos en muestras de agua a partir de un
volumen de 10 litros de agua. El método presentdé un buen porcentaje
de recuperacion (entre un 87,5% para Crytosporidium y un 92,5%
para Giardia) a partir de una muestra de 2.000 quistes/ml (1.000 para
cada parasito de Giardia y Cryptosporidium). El método de
recuperacion mediante centrifugacion y concentracion en formol y éter
permite identificar y medir de manera confiable el contenido en Giardia

y Cryptosporidium en muestras de agua.
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