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Consorcio de Aguas Bilbao Bizkaia

DOCUMENTO 3

LICITACION MEDIANTE PROCEDIMIENTO ABIERTO SIMPLIFICADO DEL
“SERVICIO DE ESTUDIO DE BIOINDICACION DE LOS FANGOS ACTIVOS DE LA
EDAR DE GALINDO”

PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARTICULARES
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1. OBJETO

El objeto del contrato es el estudio de Bioindicacién de los fangos activos de la EDAR de
Galindo que consiste en el andlisis microscopico de protozoos, metazoos vy
microorganismos filamentosos, y el analisis de microbiota mediante secuenciacién
masiva o metagenética de las comunidades microbioldgicas.

2. TRABAJOS A REALIZAR PARA LA EJECUCION DEL CONTRATO

El trabajo a realizar por la Asistencia Técnica consistira en el recuento del fango activo
de las seis balsas de la EDAR de Galindo y el analisis de microbiota, mediante
secuenciacién masiva o metagenética de las comunidades microbioldgicas, de cuatro
balsas, y que se distribuira de la siguiente manera:

2.1 RECUENTO COMPLETO DEL FANGO ACTIVO

Recuento completo del fango activo por microscopia, con periodicidad semanal, en la
muestra de una balsa de aireacién y que contabilizara los siguientes parametros:

e Protozoos ciliados.

e Protozoos flagelados.

e Protozoos ameboideos.

e Metazoos.

e Microorganismos filamentosos.

Técnicas a utilizar:

Recuento en vivo utilizando microscopia de campo claro contraste de fases y
técnicas especiales para identificacion de taxones si es necesario (tincion vital
con Verde de metil-acético, test de tinta china, tincion de Gram, tincién de
Neisser).

Recuento de microorganismos filamentosos en base a la técnica para el recuento

de bacterias filamentosas publicada por H. Salvado (1990,2016).

Recuento de protozoos ciliados, flagelados y ameboideos, y recuento de

micrometazoos, asi como célculo de Indice bidtico del fango segtin P. Madoni
(1994).

Microfotografias en campo claro y/o contraste de fases.
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Asimismo, se informara de las siguientes propiedades del fango activo:

e Aspecto del fango

e Caracteristicas del floculo
e Indice del fango.

e (ndice bidtico del fango.

En casos de problemas de bulking o foaming en las balsas se solicitara de manera
puntual recuentos completos para las balsas afectadas y/o analisis de bioindicacion.

El Laboratorio contratado, transcurridos dos dias laborables desde la recepcion de las
muestras, enviard por email un resumen del recuento de filamentosas, y a los siete dias
laborables un informe.

2.2 RECUENTO DE MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS DEL FANGO ACTIVO

Recuentos de microorganismos filamentosos del fango activo por microscopia, con
periodicidad semanal, correspondientes a las muestras de cinco balsas de aireacién que
contabilizard los filamentos existentes, expresando su concentracién en m/ml.

En casos de problemas de foaming en las balsas se solicitard el andlisis de espumas. En
casos de disfunciones graves, se solicitara un andlisis de bioindicacién que incluya
diagnostico del estado del proceso de depuracién y pautas correctivas.

El Laboratorio contratado, transcurridos dos dias laborables desde la recepcion de las
muestras, enviara por email un resumen del recuento de filamentosas y a los siete dias
laborables un informe.

2.3 ANALISIS DE MICROBIOTA MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA O
METAGENETICA

Caracterizacién de las comunidades de los fangos activos mediante técnicas NGS con los
siguientes objetivos:

- Comparativa con los resultados obtenidos mediante las técnicas microscopicas.

- Estudio sobre la viabilidad de la técnica e implantacién cémo método de control
rutinario adicional.

- Evaluar los resultados de la bioindicacién para definir indicadores previsores de
las modificaciones en el reactor bioldgico, que permita generar un protocolo de
prevencion y correccidn, para optimizar y recuperar el sistema bioldgico en caso
de disfunciones en el mismo.

- Efecto de la intrusion salina en el reactor biologico.

La planificacidon del estudio se realizara en dos fases:
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FASE 1

En esta primera fase el objetivo principal sera identificar y cuantificar las dos especies
de interés Microthrix calida y parvicella y disponer de datos de secuenciacion masiva.

e Planificacidn del muestreo:

- Muestra quincenal para la técnica de gPCR aplicada a Microthrix calida vy
parvicella de 4 lineas de fangos, con la entrega de resultados en 48 horas desde

la recogida de la muestra.

- Muestra quincenal para las técnicas de gen 16S y metagenética, coincidente con
la linea de fango a la que se le realice el recuento taxondmico completo. Se
conserva la muestra a -809C una vez extraido el DNA para la FASE 2.

e Extraccion del DNA a todas las muestras.

 Andlisis qPCR: Un total de 576 anélisis (Microthrix calida 'y parvicella)

FASE 1
MESES :
TOMA DE MUESTRA
EDAR GALINDO 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

(Quincenal)

EXTRACCION DNA X X | X X | X X X X | X X X | X

PCR * :
=R 8x3|8x3|8x3|8x3[8x3|8x3|8x3|8x3|8x3|8x3|8x3]|8x3

Microthrix calida
‘ . . (x2) | (x2) | (x2) | (x2) | (x2) | (x2) | (x2) | (x2) | (x2) [ (x2) [ (x2) [ (x2)
Microthrix parvicella

INFORME DE
RESULTADOS

* Cuantificacion de las especies Microthrix calida y Microthrix parvicella en 4 lineas de fangos activos. De
cada especie se realizaran 3 analisis (submuestras o réplica) lo que hace un total de 576 andlisis enla
FASE 1.

FASE 2

e gPCR GEN 16S: Se cuantificard el gen 16S mediante gPCR de las muestras recogidas
dos veces al mes, en las muestras coincidentes con el analisis metagenético.

Analisis metagenético (Secuenciacion masiva): Se realizara un anadlisis metagenético de
la comunidad bacteriana de las muestras coincidentes con los recuentos taxondmicos

completos recogidos quincenalmente en la FASE 1.

e Andlisis de datos.
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Comparativa entre los métodos taxondmicos por microscopia y los métodos
genéticos.

Correlacién con las variables fisicoquimicas registradas por el CABB a la
presencia de especies de interés.

Tratado estadistico de los datos.

e Informe Técnico detallado que contenga la siguiente informacion:

Metodologia detallada.

Representacion grafica de los resultados e interpretacion desarrollada de los
mismos.

Interpretaciones técnicas de los resultados (discusién y conclusiones)

Especial desarrollo sobre la viabilidad de la técnica, la situacidn actual, retos y
hoja de ruta a seguir para implantacion como método de control rutinario
adicional.

FASE 2
MESES:
* .
) gPCR * : "
16 S
b) ANALISIS MET;IAGENETICO 2
(SECUENCIACION MASIVA)
COMPARATIVA
c) ) X
TAXONOMIA
d) ESTADISTIC%\ Y X X X
BIOINFORMATICA
e) IN’FORME x X
TECNICO

* Cuantificacion del gen 16S mediante qPCR de las muestras recogidas dos veces al mes y coincidentes
con el andlisis metagenético.

Galindo, 17 de mayo de 2021

El Responsable del Contrato La Subdirectora de Laboratorio

Fdo.: Francisco Javier Hernani Zabalo Fdo.: Elena Aspichueta Lopez
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