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Resumen

Introduccion

El potencial del agua en la transmision de patéogenos esta bien documentado. Aun
a pesar de las mejoras sanitarias, la aparicion de casos esporadicos y brotes de
virus entéricos transmitidos por medio de agua libre de coliformes en 100mL, ha
llamado la atencidn sobre las limitaciones de los indicadores bacterianos para
advertir la exposicion a altos titulos de virus patégenos en agua de segundo uso y
el riesgo que podrian significar en fuentes de agua superficial para consumo

humano.
Obijetivo

El estudio fue disenado para determinar la importancia y limitaciones del bacteriéfago
FRNA como indicador de contaminacién viral en funcidon del titulo y frecuencia de
aislamiento, en comparacién con la deteccién de genomas de rotavirus por RT-PCR en
agua superficial de diferente calidad bacterioldgica.

Material y métodos

Los métodos de deteccion y cuantificacion de bacteriofagos FRNA por agar en
doble capa (ISO10705) y la deteccion de rotavirus por RT-PCR fueron
estandarizados y aplicados en muestras de agua procedentes de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de Ciudad Universitaria, Canales de Xochimilco
y de la Presa Miguel Aleman, Valle de Bravo, como prototipos de un amplio
espectro de calidad. Los resultados fueron analizados para investigar diferencias
en el comportamiento de los indicadores en cada tipo de agua y posibles

asociaciones entre estos y los parametros fisicoquimicos.
Resultados y discusion

Comparativamente, los bacteridfagos FRNA mostraron la segunda mayor
resistencia a tratamiento secundario de agua residual. Los bacteriéfagos FRNA
fueron el unico indicador capaz de discriminar de forma certera las fuentes de

contaminacion fecal en agua de segundo uso, mostrando que los indicadores

Vi



bacterianos y los bacteriofagos siguen diferentes vias de inactivacion, y que estos
ultimos podrian representar mejor el comportamiento de virus entéricos en el

ambiente acuatico.
Conclusiones

Se recomienda el uso de bacteriéfagos FRNA como el indicador mas certero en
agua de segundo uso y se sugiere un estudio mas completo de deteccion de
genomas de rotavirus y asociacion epidemioldgica.

vii




Abstract

Introduction

Water pathogen spread potential is well established. Even with sanitary
improvements, sporadic cases and enteric virus waterborne outbreaks via water
that lacks fecal coliform in 100 mL has pointed out bacterial index disabilities to
warn about high virus titer exposure in reclaimed water and risk assessment of

fresh natural water sources for human use.
Obijective

» Experimental design was aimed to characterize, the importance of FRNA
bacteriophage titer and isolation rate compared to rotavirus RT-PCR genome
detection in natural water of varied bacteriological index quality

» Material and methods

FRNA bactertiophage detection and quantification by double agar layer method
(ISO10705) and rotavirus genome RT-PCR detection method were standarized
and tested on Ciudad Universitaria wastewater treatment plant, Xochimilco Canals
and Miguel Aleman dam samples at Valle de Bravo.

Results were analyzed comparing bacterial and viral indexes among them and with

water’s physicochemical parameters
Results and discussion

Comparatively, FRNA bacteriophages showed the second lower reduction rate
after biological wastewater treatment and was the only one able to accurately
discriminate fecal contamination sources in reclaimed water, suggesting different
inactivation ways are followed by bacterial and bacteriophages indexes. FRNA
bacteriophages showed to be the best suited index for enteric viruses in the

environment
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Conclusions

FRNA bacteriphages was the most accurate index of enteric viruses and hence it's
use recommended for reclaimed water. An in deep research of rotavirus genome

detection in water and epidemiological associations is suggested.




1. Introduccion

A la par del crecimiento poblacional, hemos sido testigos de una cada
vez mayor presion sobre las fuentes de agua para diferentes usos y del
deterioro en grado variable de acuiferos y cuerpos de agua superficial. En tanto
que el tratamiento de agua para reuso en riego agricola, en la conservacion de
sistemas acuaticos, y uso recreativo, como operaciones bien planeadas estan
entre las vias de reutilizacidon que mayores beneficios reportan, no en todos los
casos es claro si el tratamiento rio arriba, cuando ocurre, protege efectivamente

de la exposicidon a patdogenos emergentes.

Si bien, en principio, el tratamiento ineficiente o la purificacidon debida
sblo a procesos naturales y dilucion han mostrado no ser suficientes, para
limitar la transmision de patégenos a un nivel minimo aceptable, el mayor
riesgo a la salud publica radica en la dificultad de predecir de forma certera la

seguridad del agua para un uso especifico.

A pesar de que desde hace mas de un siglo microorganismos asociados
a contaminacion fecal son empleados para cuantificar la eficiencia de procesos
de tratamiento, o como prueba de contaminacion fecal, sdlo recientemente sus
limitaciones se han hecho aparentes y relativamente poco se ha investigado la
relacion entre indicadores de diferente naturaleza o sus componentes y la

calidad del agua.

A partir de brotes, y casos esporadicos ocasionados por la transmision a
través de agua, lo mismo se ha reportado la introduccion de nuevas cepas
rotavirus a una poblaciéon (Van Zyl W et al., 2006), que el mantenimiento de la
endemicidad por Giardia lambfia (Ashbolt, 2004) en otras; mientras un numero
cada vez mayor de investigaciones muestran que pequefias densidades de
patdbgenos en el agua pueden ser las responsables. En México sblo 28.2% del
agua residual es tratada, aumentando la probabilidad de que patégenos en

concentraciones significativas accedan a su hospedero (de Anda, 2008).



Debido a que la exposicién es practicamente directa, y por su efecto a la
salud publica, la mayor preocupacién se centra en el agua para riego de
hortalizas y en la contaminacion microbioldgica de fuentes de abastecimiento

de agua para uso y consumo humano.

El riego con agua residual y residual tratada es una realidad comun en
paises en desarrollo. De acuerdo con Hussain et al. (2001) 20 millones de
hectareas en cincuenta paises son irrigadas con agua residual, y los productos
cosechados son consumidos por lo menos por el 10 % de la poblacién mundial
(Smith y Nasr, 1992). Desde luego, este consumo de vegetales irrigados con
agua residual conlleva un riesgo significativo de infecciéon por Ascaris
lumbricoides y a un incremento en la diarrea no especifica cuando la calidad

del agua excede 10* coliformes fecales por 100 mL (Carr et al., 2004).

A fin de restringir el paso de patogenos del ambiente al humano,
disposiciones diversas marcan los limites permisibles en agua para diferentes
tipos de cultivos. En tanto en un extremo, la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos (EPA) sélo considera el agua residual tratada como
adecuada para riego cuando contiene menos de 2.2 coliformes fecales por 100
mL, la recomendacion de la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) es de un
maximo de 1000 coliformes fecales por 100 mL para riego irrestricto. Cabe
destacar que el limite propuesto, fue concebido considerando una densidad
viral de una particula por cada 10 litros, densidad frecuentemente superada en

el agua residual tratada (Tanaka et al., 1998).

Aun cuando la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA) considera un nivel de 4 logaritmos de inactivacion viral como
satisfactorio, titulos muy superiores han sido reportados, junto con un
comportamiento bifasico en la inactivacion viral, la deteccidon sub-poblaciones
resistentes y un mayor riesgo de infeccidén del que se consideraria aceptable
(Petterson et al., 2001 a 2001 b, Caballero et al., 1994, Hamilton et al., 2006).

La transmision de patégenos no se constrifie al consumo de vegetales
irrigados con agua de mala calidad, de acuerdo con Crockett (2007) es posible

para virus entericos y parasitos, viajar en altas concentraciones transportados



por agua distancias de hasta 160 kilometros amenazando la seguridad de las
fuentes de abastecimiento de agua para uso humano.

Resultado del tratamiento de aguas residuales, monitoreo y
potabilizacién, en los ultimos cien afnos se ha observado un cambio en la
etiologia de los brotes de enfermedades transmitidas por agua. En paises
desarrollados, en tanto se ha reducido considerablemente el numero de brotes
de origen bacteriano como el célera y la salmonelosis, se observa un aumento
en la frecuencia de brotes ocasionados por virus y parasitos como el virus de la
hepatitis A, Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, y otros caracterizados por
dosis infectivas bajas, buena sobrevivencia en agua, y resistencia a las
practicas de tratamiento a las que no sobreviven los coliformes (Hunter 2002).

Historicamente, debido a la dificultad técnica para detectar una amplia gama de
microorganismos patégenos, incluyendo, sélo entre los mas comunes
norovirus, virus de la hepatitis A, bacterias y parasitos, que de hecho, en bajas
concentraciones usan el agua como vehiculo, origino el desarrollo de métodos
para deteccion de contaminacion fecal en la forma de indicadores-
microorganismos no patdgenos presentes en el agua residual en mayores
numeros que los patégenos y con caracteristicas de sobrevivencia similares
(Yates,2007).

A pesar de que actualmente con nuevos medios y téchicas de cultivo es
posible aislar algunos patégenos, y/o detectar e identificar sus componentes en
el agua, el nivel de proteccion a la salud publica obtenido es menor al que se
consigue con los organismos indicadores.

Siendo el concepto de indicador simple en esencia, las caracteristicas
biologicas y capacidades analiticas en gran medida determinan el uso potencial
de un microorganismo como indicador en un contexto particular. Asi, el grupo
de los coliformes (conformado por enterobacterias capaces de degradar lactosa
con produccion de gas) y los coliformes termotolerantes, un sub-grupo
relativamente mas especifico de contaminacion fecal, son los indicadores de

uso mas corriente en la medicion de la calidad del agua (Leclerc, 2001), y los



unicos reglamentados en Mexico. Sin embargo, por su menor sobrevivencia no
reflejan los ultimos rastros de contaminacion fecal, ni el riesgo de transmisién
de virus. Existe ademas un problema de especificidad, su niumero puede no
indicar el grado de contaminacidn sino ser una manifestacion de la presencia
de fuentes no fecales de coliformes o de su multiplicacién en el ambiente.
Estas limitaciones explican porque aun el cumplir con normas de cero
coliformes por 100 mL no es una indicacién del potencial para un brote o
porque los coliformes han sido detectados en tan soélo el 69% de los brotes
registrados en los Estados Unidos de América en la ultima década (Hunter
2002).

Aun cuando es improbable que un sdlo indicador de contaminacion fecal
pueda representar en diferentes ambientes acuaticos el comportamiento
ecoldgico de una amplia gama de microorganismos patdgenos, el estudio de
indicadores alternativos mas sensibles y especificos, resistentes al tratamiento,
con sobrevivencia y transporte similar a los patégenos virales en el medio
ambiente, idealmente redundara en una mejor caracterizacion de la calidad del

agua.



2. Antecedentes

2.1. Epidemiologia

En México, las enfermedades infecciosas gastrointestinales contintian
siendo una de las principales causas de morbi — mortalidad. Hasta el afio 2000,
ocuparon el segundo lugar como causa de morbilidad infantil y preescolar,
ademas fueron la cuarta causa de mortalidad infantil Sepulveda, (2002).
Tomando en cuenta el sub- registro existente debido a casos leves de
enfermedad intestinal, los 278,997 casos de diarrea aguda en niiios menores a
cinco afos atendidos del 2001 al 2003 representan sdlo la punta del iceberg de

un problema aun mayor.

Rotavirus es el agente etioldégico unico mas importante de la diarrea
severa en infantes. Debido a que la incidencia de infeccion observada es
similar en paises con estandares de salud altos o bajos, se supone no es
afectado por las medidas sanitarias que reducen las diarreas de origen
bacteriano. De acuerdo con Parashar (2003, 2006) la proporcion en el numero
de hospitalizaciones debidas a rotavirus casi se duplico en seis afnos,
ocasionando alrededor de 454,000 - 705,000 muertes anuales en menores de
cinco afos alrededor del mundo, 85% de ellas en los paises mas pobres. Otros
estudios muestran tasas de enfermedad causada por rotavirus en promedio del
45% en Asia (Bresee et al., 2004, Orenstein et al., 2007), 24% en Africay 31%
en Ameérica Latina, sin embargo, tasas de deteccidn superiores al 50% han sido

reportadas en ciertas regiones (Kane et al., 2004).

Aun cuando ocurren casos a lo largo de todo el afio, un pico de
incidencia es comun en los meses de invierno. En México, al menos el 65% de
todos los casos ocurren antes de un afio de edad y alrededor de la totalidad
antes de los 3 afios, siendo el grupo mas afectado el que comprende entre 6 y
11 meses, sin embargo, el patrdn puede ser distinto presentandose el grueso a
edades significativamente superiores como en Paraguay, Argentina y Brasil
(Kane et al., 2004).



2.2. Caracteristicas fisicas e inmunoloégicas

Rotavirus, junto con reovirus y orbivirus pertenece a la familia
Reoviridae. Son virus icosahédricos, de 70 nm de diametro, con un genoma de
RNA de doble cadena segmentada que, infectan tanto a animales como al

humano.

Su apariencia morfolégica es distintiva, recuerda a una rueda con
espiculas cortas. La capside proteica de la particula infectiva esta formada por
tres capas, los constituyentes principales de la capa externa son vp4 y vp7 que
determinan los 19 serotipos P y G respectivamente. El componente unico de la
intermedia contiene los determinantes antigénicos empleados en la
clasificacion serologica de los seis grupos (A-F). Rotavirus en humanos y
animales puede tener el mismo serotipo, en tanto que los grupos A,B y C se
presentan en humanos y animales, los grupos D,E,F son exclusivos de

animales (Hoshino et al., 2000)

La presencia de iones de calcio es indispensable para mantener la
infectividad, los tratamientos quelantes de calcio (EDTA y EGTA), remueven la
capside externa y resultan en la pérdida de infectividad. Por otro lado, el
rotavirus es relativamente estable a la inactivacién dentro del intervalo de pH
de 3 a 9, son capaces de soportar temperaturas de incluso a 45 — 50°C.
Muestras de virus de ganado y humanos han retenido la infectividad por meses
a 4°C o incluso a 20°C cuando son estabilizados con 1.5 mM CacCl, (Kapikian
et al., 2001).

La existencia de multiples serotipos implica que el contacto previo con el
virus sélo brinda proteccion parcial contra nuevas infecciones, pudiendo llegar
a ser necesarias hasta seis infecciones para obtener proteccién contra la

diarrea (Velazquez et al., 1996).



2.3. Transmision medio ambiental de rotavirus.

Como la mayoria de los virus que tienen como érgano blanco el
intestino, rotavirus esta especialmente bien adaptado para soportar el transito a
través del medio ambiente. Factores fisicos de |la matriz: como luz,
temperatura, factores quimicos; incluyendo pH, y fuerza ionica, por no
mencionar, la presencia de otros microorganismos o sus enzimas, interactuan,
de forma compleja con las particulas virales y determinan la tasa de
inactivacion, permaneciendo en agua superficial por periodos
prolongados(Pancorbo et al.,1987, Nasser et a/.,1999 y Gordon et al., 2003).

Excretados en concentraciones del orden de 10" particulas virales por
gramo de heces, se ha reportado su aislamiento en diferentes tipos de agua en
paises con niveles de ingreso econdmico y servicios de salud disimiles. En el
Reino Unido (Genthe et al., 1991) y Sudafrica (Oragui et al., 1989), alrededor
de la mitad de las muestras de agua residual tratada, y hasta en el cien por
ciento de las muestras de agua residual cruda, y agua residual tratada, en
Brasil o Estados Unidos (Oragui ef al.,, 1989, Hejkal et al., 1984), resultaron
positivas para rotavirus. Las diferencias en los titulos reportados en agua
residual cruda alcanzan las cuatro unidades logaritmicas. Sin descartar, que se
deba a diferencias metodoldgicas, los valores promedio de diez estudios
analizados por Gerba et al, (1996) estan en el intervalo de 9.8 a 30,700 por litro
en agua residual. Son detectables en el 100% de las muestras antes de

tratamiento y entre el 50 y 100% en agua tratada.

Experimentos de sobrevivencia en microcosmos demuestran que
rotavirus se mantiene infectivo por mas tiempo que enterovirus tanto en agua
potable, como en efluente secundario, y una vez que las particulas se han
agregado puede permanecer activo por hasta 64 dias en agua entubada
(Pancorbo et al., 1987), probablemente debido a su genoma de RNA de doble
cadena que lo hace mas resistente a la luz UV. En trabajos previos, Toranzos
(1988) y Deetz (1984) aislaron rotavirus en el 48% y 40% de las muestras de
agua superficial y agua potabilizada respectivamente, en concentraciones
promedio de entre 1.99 y 4.85 unidades formadoras de placa por litro (UPF/L).

Cabe destacar que la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos



(USEPA) recomienda un riesgo de transmision de 1X 10 personas /afo, o lo
que es lo mismo 2 X 107 virus por litro en aguas superficiales antes de
potabilizacion, debido a su alta infectividad, las concentraciones encontradas

implican un riesgo de transmisién por agua significativo.
2.4. Transporte de virus en el medio ambiente

Recientemente se han acumulado nuevas evidencias del potencial del
agua como vehiculo de transmision de virus entéricos, incluyendo a rotavirus
consecuencia de un nhumero creciente de investigaciones en torno al destino y
transporte de virus a nivel de cuenca, hoy dia, se reconoce una asociacion
estadisticamente significativa entre la lluvia y enfermedad en los E.U.( Van Zyl
et al., 2006, Ueki et al., 2005,Curriero et al., 2001).

Curriero et al, (2001), al respecto destaca en su analisis de los brotes
ocurridos entre 1948 y 1994, que 51% fueron precedidos por eventos de
precipitaciéon por arriba del percentil 90 (P=0.002), y 68% por eventos por arriba
del percentil 80 (p=0.001).

A pesar de brechas en el conocimiento, es posible recomponer un
diagrama con los principales eventos que determinan la movilidad de los

microorganismos en el medio ambiente y sus consecuencias.

Es sabido que muestras de agua provenientes de areas con diferente
uso de suelo presentan un diferente perfil de calidad, variable en funcidon de la
precipitacion en la temporada (Vikaskumar et al., 2007). Los cuerpos de agua
superficial con el mayor riesgo de contaminaciéon son los que pertenecen a
cuencas donde se descarga agua residual y/o tienen escorrentia proveniente

de areas agropecuarias (Ferguson, 2003).

No siendo exclusivo de los eventos de tormenta, la temporada de lluvias
registra la mayor concentracidn de coliformes (Vikaskumar et al., 2007), y otros

indicadores en agua (Ferguson ef al., 2007).

Es durante los eventos de tormenta, cuando la lluvia puede exceder la
capacidad de los sistemas de drenaje o plantas de tratamiento que descargan

en los cuerpos de agua superficiales. Una interpretacion completa incluye la



existencia de reservorios de virus en el suelo y sedimentos; accionado por
cambios en el patron de lluvias y en la quimica del ambiente acuatico, puede
ocurrir la elusién de virus adsorbidos al suelo, y la resuspensiéon de sedimentos
con concentraciones 10 a 10000 veces superiores al agua sobre ellos (Gerba
et al.,1977), resultan en concentraciones pico de virus y en un incremento de la
capacidad de viajar grandes distancias y encontrar un hospedero susceptible.
(Ferguson et al., 2003).

De acuerdo con Metcalf (1984) entre el 14 y el 50% de las muestras de
agua sin solidos suspendidos son positivas para enterovirus y rotavirus
respectivamente en comparacion de 72 y 78% en las muestras con soélidos

suspendidos.

Los virus entéricos y bacteriéfagos se adsorben a particulas de diametro
muy pequeio, o a otras particulas virales formando agregados, mas resistentes
a la inactivacion que las particulas virales individuales. La adsorcion les provee
de proteccién a presiones ambientales como radiacién solar, luz UV, pH

extremos y desecacion (Ferguson et al., 2003).

De este modo, no es inusual detectar entre un 52 y un 72% de muestras
positivas para enterovirus, y hepatitis A gracias a la amplificacion de acidos

nucleicos por PCR, - PCR anidado en la escorrentia urbana (Jiang, 2004).
2.5. Ventajas y desventajas de la deteccion de virus entéricos por RT-PCR

El uso de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), disefiado para
amplificar exponencialmente una secuencia seleccionada, tiene gran aplicacién
en microbiologia ambiental. La consulta de bibliotecas genémicas resulta en el

disefio de iniciadores (primers) para un grupo o virus en particular.

La deteccidn especifica de la secuencia y la sensibilidad dependiendo de
las condiciones puede aproximarse a un genoma. Especialmente util en la
deteccidn del virus de la hepatitis A y del virus de Norwalk que crecen poco en
cultivo celular o no crecen en lo absoluto, los resultados, a partir de la
extraccion de los acidos nucleicos, amplificacion, separacion electroforética y

tincion del cDNA amplificado se obtienen en un tiempo menor a cuatro horas.



El método de RT- PCR ha sido empleado en la deteccidn vy tipificacidn
de rotavirus en agua residual (Dubois et al., 1997), agua subterranea
(Borchardt et al., 2003), agua superficial (Kittigul et al., 2005, Van Zyl et al,,
2006), agua potable (Gratacap-Cavallier et al., 2000) y alimentos (Leguyader.,
1994, Van Zyl et al., 2006, Kittigul et al., 2008).

A pesar de sus ventajas, a la fecha algunos aspectos intrinsecos de la
prueba dificultan la interpretacion de los resultados y su uso para medicidn
rutinaria de calidad microbiol6gica del agua. (Metcalf et al., 1995). A pesar de
su alta sensibilidad, se presentan limitaciones, debido a que las particulas
virales se encuentran en baja concentracion, dispersas en el agua, y dado que
s0lo unos cuantos mililitros pueden ser examinados s hecesario recurrir a
métodos de concentracion de eficiencia variable. Esto aunado a que el método
soélo brinda informacidn cualitativa hace complicado calcular la concentracion

real de virus en la muestra aun bajo esquemas del numero mas probable.

Es importante considerar que los resultados obtenidos por este método
no se asocian al riesgo de transmision de virus. Se reconoce la posibilidad real
de falsos nhegativos debido a inactivacidn enzimatica, por compuestos
comunes en el agua (acidos fulvico y humicos), por otra parte existe una
tendencia a generar falsos positivos, sobreestimando la presencia de virus.
Choi (2005) demuestra que en agua superficial aun con una alta prevalencia de
genomas de adenovirus humanos, las particulas infecciosas pueden no ser
detectables. En el mismo sentido Grabow (2001) asegura que alin con los
mejores sistemas de potabilizacion actuales no es posible llegar a un nivel de

cero virus detectables cuando se mide la calidad viroldgica del agua por PCR.
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2.6. Bacteriofagos FRNA como indicadores

Cierto niumero de indicadores alternativos, diferentes a la deteccion de
virus liticos en cultivos de células BMG han sido propuestos para sefalar
eventos de contaminacién antigua, y probable presencia de virus entéricos. La
lista incluye; colifagos somaticos, bacteriéfagos F especificos o (FRNA) y fagos
de Bacterioides fragilis, entre otros. Se argumenta gque los bacteridéfagos,
poseen una composicion, estructura y morfologia mas parecida a los virus
entéricos que las bacterias empleadas como indicadores (Skraber et af., 2004 ).
Debido a sus similitudes, se han desempefiado como modelo de virus entéricos
para probar la eficiencia de tratamientos para agua residual (Arraj et al., 2005;
Tree et al., 2003), desinfeccion y potabilizacion (Allwood ef al., 2005),
resistencia a valores extremos de pH y temperatura (Feng et al., 2003) asi
como a luz UV (Simonet et al., 2006), y transporte a traves de medios
porosos(David, 2003, Van der Wielen et al., 2008) y redes de distribucion de
agua (Helmi et al., 2008).

En vista de que los bacteriofagos antes mencionados se replican en bacterias
capaces de sobrevivir en una variedad de nichos, la especificidad del

hospedero, y las condiciones en que ocurre la replicacion adquiere relevancia.

Entre los bacteriéfagos con mejores posibilidades para ser usados como
indicadores, los bacteriofagos con genoma de RNA, de los géneros Levivirus y
Alolevirus, pertenecientes a la familia Leviviridae son unicos. En tanto que su
receptor se encuentra en el pilli F de Escherichia coliy la expresion del receptor
esta condicionada a que el microorganismo se encuentre a una temperatura
superior a los treinta grados centigrados (Woody et al., 1995) poco frecuente en
agua superficial. Si a esta restriccidén le sumamos una replicacién ineficiente
por debajo de una concentracion de 10" bacterias hospederas /mL (Wiggins et
al., 1985), los nichos que proveen las condiciones para la replicacion de
bacteriéfagos FRNA se reducen al intestino de animales de sangre caliente y al
agua residual cuando contiene bacterias portadoras del pilli F que han crecido

previamente a 37°C (Havelaar., 1987).
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Independientemente de constituir un grupo relativamente uniforme, las
diferencias antigénicas en las proteinas de la capside son |la base para la
clasificacion en cuatro serogrupos, identificables tambien por hibridacion con
sondas especificas (Hsu et al., 1995). Resulta interesante que los grupos
predomiantes en humanos y animales difieren. En tanto los grupos Il y 11l
predominan en humano, los grupos | y IV predominan en animales.

En paises en vias de desarrollo, en donde es critico hacer el mejor uso
posible de los recursos, indicadores mas sensibles y especificos, faciles de

enumerar e identificar reportaran el mejor balance costo-beneficio.

Con métodos adecuados para el monitoreo, la deteccion bacteriéfagos FRNA
fue sugerida por la Agencia de Proteccion Ambiental como indicador de
contaminacion fecal en agua subterranea (Jiang et al., 2007) y se ha
especulado que podria usarse como indicador de contaminacion viral por su
resistencia a procesos de tratamiento y purificacién de agua y al haberse
encontrado correlacion con la presencia de virus en cierto numero de
ambientes (Havelaar ef al., 1993). Sin que se haya podido demostrar que los
bacteriéfagos FRNA se encuentran siempre que hay virus entéricos en el agua,
Armon y colaboradores (1997) sefialan que los bacteriofagos FRNA pueden ser
aislados en un porcentaje significativo de muestras de agua potable, en las que

no es posible aislar coliformes.
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3. Objetivo

3.1. Objetivo general

» Determinar la importancia y limitaciones de F RNA como indicador de

contaminacion viral

3.2. Objetivos particulares

+ Determinar la frecuencia de aislamiento y densidad de bacteriéfagos F

RNA en agua de diferente calidad.

¢ Comparar la frecuencia de deteccion F RNA y genomas de rotavirus en

agua de diferente calidad.
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4. Material y métodos

4.1. Diseno del estudio

A fin de definir el potencial de tres diferentes indicadores de
contaminacion fecal en agua - dos virales y uno bacteriano - se estandarizaron
en condiciones controladas tanto el método de deteccidn de rotavirus por RT-
PCR (Le Guyader et al.,1994) como la deteccidn y cuantificacion de
bacteriéfagos FRNA por el método 1ISO 10705 de agar en doble capa
(Andnimo, 1995). El desempefio de los métodos fue probado mediante
comparaciones entre la frecuencia y titulo expresado como el logaritmo de las
unidades formadoras de colonias por cien mililitros o particulas formadoras de
placa por cien mililitros, y la presencia de genomas de rotavirus en muestras de
agua de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria y
de cuerpos de agua en la mesa central de la Republica Mexicana con diferente

grado de vulnerabilidad e influencia humana.

4.2. Generalidades sobre deteccion de bacteriofagos FRNA a partir de

agua

Una amplia gama de herramientas metodoldgicas han sido desarrolladas
en el estudio ecoldgico de virus bacterianos en ambientes acuaticos; aun
tratandose de la deteccidon y cuantificacidn de grupos especificos de
bacteriéfagos, variaciones en el método de concentracidon y analisis, en la
forma de diferentes matrices adsorbentes, volumenes o bacterias hospederas

introducen sesgos Yy dificultan la comparacion.

A lo largo de la ultima década, dos metodologias han sido estandarizadas para
la deteccion y cuantificacion de bacteriofagos FRNA, mismas que
evolucionaron independientemente. Por un lado, el método1602-de capa unica-
elaborado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA ,2001), por otro, con agar en doble capa el método 10705 de la
International Standard Organization (Andnimo,1995), mas flexible que el

primero exige validacion a través de una serie de eventos cuyo fin es limitar la
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variabilidad del ensayo asegurando que la pureza del cultivo de la bacteria
hospedero Salmonella typhimurium WG49 (Salmonella WG 49) y su

sensibilidad en la caja de Petri permanezcan en un intervalo constante.

4.3. Estandarizacion del método ISO10705 para la detecciéony

cuantificacion de bacteriéfagos FRNA en agua

4.3.1. Preparacion de cultivos semilla (Stock) y de trabajo de acuerdo a
ISO 10705

Los cultivos semilla de Salmonella WG 49 - que posee el inserto genético F'42
lac: :Tn5 - y de Escherichia coli K12 fueron preparados como cultivos de 18+ 2
horas a partir de liofilizados de las cepas de referencia ATCC 700730y ATCC
23631. Almacenados a -70°C con glicerol al 20% son el origen de los cultivos
de trabajo; éstos fueron obtenidos de la seleccion de cinco colonias lactosa
positivas, inoculadas y cultivadas en TYGB a 37°C durante cinco horas, los
cultivos finalmente alicuotados y almacenados fueron sometidos a pruebas de
control de calidad y destinados a la replicacion de bacteriofagos MS2 (E.coli), o
como inoculo para la deteccion y cuantificacion de bacteriéfagos FRNA en

muestras ambiéntales (WG49).
4.3.2. Propagacion de MS2

Para la obtencién de los bacteriofagos se tomaron 250 puL de un cultivo
de Escherichia coli K12 de 18 horas para inocularse en 25 mL de medio TYGB,
incubandose a 37°C con agitacion por 90 minutos previo a la adicion de
bacteriéfagos MS2 (ATCC 15597-B1) y durante las cinco horas posteriores,
antes de purificar los bacteridéfagos del cultivo se adicion6 cloroformo a baja
temperatura. Al cabo de 18 horas, se centrifugo la fase acuosa a 3000g por 20
minutos, las particulas virales en el sobrenadante se extrajeron y almacenaron
a4°C.
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4.3.3. Control de calidad: crecimiento, segregacion del plasmido y

resistencia a antibidticos.

En 1984 Havelaar y Hogeboom reportaron la construccion y evaluacion de
una Salmonella productora de pilli F morfoldgicamente indistinguible del de E.
coliWG21, y por tanto sensible a la infeccion por bacteriéfagos FRNA.
Determinaron que la diferencia clave respecto a experimentos anteriores fue
una baja tasa de segregacion del plasmido F'42 lac: :Thb y resistencia a acido

nalidixico.
4.3.4. Validacion
4.3.4.1 Cinética de crecimiento de WG49

Matraces conteniendo medio TYGB fueron inoculados con un cultivo
secundario de WG49 (cultivo de trabajo) en una relacién 1:1000 e incubados en
agitacion a 37°C. Con un espectrofotdmetro Hach DR2400 (U.S.
Colorado,2006) se midid la densidad optica del cultivo (A= 520 nm) en
intervalos de 30 minutos, al mismo tiempo se inocularon por triplicado en medio

TYGA 0.1 mL de la cuarta a sexta diluciones seriales de 10.

4.3.4.2 Segregacion del plasmido F'42 lac: :Tn5

Diluciones seriadas preparadas a partir del cultivo en crecimiento en los
tiempos cero y tres horas fueron inoculadas en agar McConkey e incubadas. Al
termino de 24 horas a 37°C, se contaron las colonias individuales y se calcul6

el porcentaje de colonias lactosa negativa.
4.3.4.3 Resistencia a Acido nalidixico

En placas de agar McConkey se inocularon 100uL de la dilucion 102 del
cultivo en crecimiento en los tiempos cero y tres horas, posteriormente se
depositaron sobre el agar dos discos con acido nalidixico ug/mL o kanamicina

ug/mL por placa.
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4.3.4.4 Implementacion del procedimiento estandar.

Estandarizado de acuerdo con ISO10705 (Anonimo, 1995) la deteccion y
cuantificacion de bacteriofagos FRNA en muestras ambiéntales se llevo a cabo
por triplicado. Trabajando en paralelo con dos series independientes de las
mismas muestras; tubos estériles con 2.5 mL de medio ssTYGA suave a 45°C
con RNAasa (40 pg/mL) o sin ella, fueron inoculados con un mililitro de la
muestra o dilucién relevante, mas un mililitro de cultivo de Salmoneilla WG49 en
crecimiento exponencial (=1><1D8 UFC). Una vez mezclado el contenido del
tubo- antes de polimerizar- fue distribuido uniformemente sobre una capa de
agar TYGA e incubado por 24 horas a 37°C.

Los resultados se expresan como particulas confirmadas por unidad de
volumen y resultan de la relacidn del numero de zonas de lisis, visibles como
areas circulares claras en la superficie del medio con RNAasa y sin RNAasa y

el volumen de |la muestra (Andénimo, 1995).

4.4. Estandarizacion del método para la deteccion de genomas de
rotavirus en agua

4.4.1. Cultivo de células MA 104

Celulas de rifidon de mono MA104 de un cultivo confluente fueron
transferidas a un frasco de poliestireno (Costar ) F162, sub cultivadas con 30
mL de medio minimo esencial (MEM) de Gibco BRL (Invitrogen) enriquecido
con 10% de suero fetal bovino, fueron incubadas a 37°C y presién de CO; al

5% hasta alcanzar el punto de inhibicion por contacto.

4.4.2. Produccion de rotavirus RRV

La cepa RRYV de rotavirus de mono fué propagada en células MA104
confluentes en frascos F162, en medio MEM sin suero fetal bovino con L-

glutamina-estreptomicina-penicilina.
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Se adicionaron 10 mL de MEM sin suero y el inéculo viral previamente
activado con tripsina a una concentracion final de 10 ng/mL durante 30 minutos
a 37°C. Posteriormente se adsorbio el virus por 60 minutos a 37°C.
Transcurrido este tiempo se adicionaron 20 mL de MEM sin suero mas tripsina

(1 ng/mL) y se incubd hasta observar efecto citopatico en el 80% del cultivo.

Las células fueron lisadas congelando el frasco a -20°C y raspando las
paredes por agitacion de la escarcha. Finalmente para liberar el virus de
membranas celulares se afiadio fredn 11 (tricloro-fluorometano) a la mitad del
concentrado en una proporcion 1:1, se mezcld vigorosamente y centrifugd a
5000 rpm por 20 minutos. Habiéndo recuperado el sobrenadante se
ultracentrifugo por 60 minutos a 25,000 rpm en un rotor sw28, el concentrado

se resuspendio en 800 uL de agua Milli Q.

4.4.3. Extraccion de dsRNA

A 250 pL de la resuspensidon del concentrado de virus se adicionaron
200 pL de agua MilliQ y 12 uL de SDS al 20%, mezclando con la pipeta, se
agregaron 300 uL de una mezcla de fenol saturado y cloroformo, y agitando en
vortex por un minuto, se fracturd la capside viral. la fracciéon proteica fué
eliminada por centrifugacién (12,000rpm, 3 minutos), se colecté y midio la
fraccion acuosa dividiendola en dos tubos de 1.5 mL se mezcld la mitad del
volumen obtenido mas una décima parte de acetato de sodio (CoH3NAO2) 3 M
pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol absoluto, homogeneizado suavemente se
dej6 precipitar toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo se centrifugo a
14,000 rpm a 4°C por 15 minutos, tras eliminar el sobrenadante se agregaron
lentamente 750uL totales de etanol frio al 70%, se centrifugd por un minuto
(14,000 rpm) se decanto y evaporo el alcohol excedente. Finalmente se
resuspendio en 100 uL de agua Mili Q, cuantificd por espectrofotometria con un
espectrofotémetro marca nanodrop (U.S. Denver 2006) (2=260nm, A=280nm) y

almacen6 a -70°C (Figura 1).
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Figura 1 Estandarizacion del método de deteccién molecular de rotavirus
4.4 4. Procedimiento de RT-PCR para Vp7 de rotavirus grupo A

Para detectar genomas de rotavirus con alta sensibilidad fue necesario
llevar a cabo la transcripcion reversa y la amplificacién por PCR semi anidado;
se seleccionaron oligonucledtidos disefiados por Le Guyader y colaboradores
(1994) por flanquear una secuencia altamente especifica de rotavirus grupo A
en la regidon 5'no codificante del gen Vp7 de rotavirus.

Se llevo a cabo el analisis de la secuencia de los iniciadores, y los
resultados se usaron para calcular la Tm y temperatura optima de alineamiento

R1 fue usado como iniciador de la reaccion de transcripcion reversa y junto
con R2 en la amplificacion de un fragmento de cDNA 392 pb, en tanto que el
segmento interno (de la posicion 51 a 392) fue amplificado con los iniciadores
R2 Y R3 (Tabla 1)
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Tabla 1. Secuencia y posicidén de iniciadores descritos por Le Guyader y colaboradores.

Oligonucledtido Secuencia Posicién
R1 5'GGCTTTAAAAGAGAGAATFITCCGTCTGG 3° 1a28
R2 5'GATCCTGTTGGCCATCC 3 376 a 392
R3 5 GTATGGTATTGAATATACCAC 3’ 51a71
Rp 5 TCCAtTGATCCTGTTATGG 3° 220 a 239

4.4.41. Transcripcion reversa

El tubo de reaccién con un volumen final de 10 pl contenia 0.5mM de
cada uno de los oligo nucledtidos, 2 uL de RNAcd, buffer de sintesis cDNA 1 X,
DTT 5Mm, dNTPs 1mM y Super script Il. La reaccidén tuvo lugar en un
termociclador Perkin Ellmer 9600 a 94°C por tres minutos, y al descender a
42°C se agregd la mezcla de Super script I, permaneciendo a la misma
temperatura por sesenta minutos, posteriormente a 85°C por cinco minutos y a

4°C al concluir la reaccion.
4.4.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa;

La mezcla de reaccidén para la amplificacién del cDNA se llevo a cabo en
un volumen de reaccién de 20 pL conteniendo: buffer High fidelity (10X, 600 nM
Tris-SO4 pHY9, 180 mM de (NH4)2S04), MgSO4 2 mM, dNTPs 0.2 mM, cDNA
1mL, 0.2 mM para cada oligonucledtido y 0.2uL de DNA polimerasa Platinum
Taq (invitrogen), se pre incubé a 94°C por dos minutos, seguidos de 25 ciclos
de 94°C por 15 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, y
finalmente se mantuvo a 4°C hasta recuperar el tubo. En un segundo tubo se

afiadieron 2 uL del producto de PCR y amplificé bajo las mismas condiciones.

Los productos se evidenciaron por electroforesis en gel de agarosa al
1% en tincidén con bromuro de etidio junto con un marcadores de peso
molecular de 50 y 100 pb y se comprobo su identidad por hibridacion de

acuerdo a le Guyader y colaboradores (1994).
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4.4.5. Sensibilidad de la deteccion de genomas de rotavirus por RT-PCR

El ensayo de RT-PCR se realizd de la forma anteriormente descrita, usando
como blanco diluciones seriadas 1:4 y 1:10 preparadas a partir una
concentracion conocida de dsRNA de la cepa RRV de rotavirus. Tomando
como base la masa del genoma de rotavirus se calculé el limite de deteccién
definido como el nimero minimo de genomas necesario para detectar una
banda visible en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio tras ser

transcrito y amplificado por RT-PCR o RT-PCR anidado.
4.5. Indicadores microbiologicos y parametros fisicoquimicos

La deteccidn de indicadores microbiolégicos fué llevada a cabo por la M. en
C. Jazmin Aguilar M empleando el método de filtracidn a través de membrana.
(Clersceri et al., 1998). Volumenes conocidos de muestra fueron filtrados a
través de membranas de acetato de celulosa con un diametro de poro de
0.45um (Millipore tipo HA) e incubadas con 2.5 mL de medio m- FC a 44.5°C
por 24 horas para aislamiento de coliformes fecales o bien en medio KF a 35°

C por 48 horas para aislamiento de enterococos.

Las mediciones de pH, temperatura y conductividad, concentracion de
oxigeno disuelto y porcentaje de saturacién de oxigeno fueron tomadas in situ
con un multiparametros (Sension 156 HACH. U.S. Colorado 2005).

Las determinaciones de nutrientes fue llevada a cabo por el M en C Gustavo
Pérez Ortiz mediante espectrofotometria utilizando kit HACH (método 10173,
méetodo 10129, méetodo10128).

4.6 Muestreos de agua de segundo uso y fuente de agua superficial para

uso y consumo humano

La coleccion de muestras tuvo lugar como parte del proyecto PAPIT. Los
datos generados corresponden a la camparia de muestreo en la época de

lluvias del ciclo 2007.
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4.6.1. Seleccion de sitios de muestreo;

Si bien la seguridad del agua potable solo puede garantizarse
combinando la proteccidn de las fuentes de agua, controlando los procesos de
tratamiento y distribucion. El comportamiento de virus patdgenos e indicadores
se ve en parte determinado por las caracteristicas del agua.

La decision de seleccionar sitios con agua de diferente calidad se tomo
para conocer la interrelacion entre indicadores de uso comun € indicadores de

contaminacion viral en diferentes matrices de agua.
Xochimilco

Constituido por aproximadamente 84 kildmetros de canales es el
remanente del ex lago de Xochimilco, un sistema hiper eutréfico antiguamente
alimentado por manantiales, hoy dia su principal afluente es el caudal terciario
de las plantas de tratamiento de aguas residuales Cerro de la Estrella y San

Luis.

Ademas de transporte, el agua de los canales es empleada para riego de

diversos cultivos incluyendo hortalizas (Figura 2).
Valle de Bravo;

Principal embalse de la cuenca del rio Cutzamala, con un escurrimiento
de 15.8% la presa recibe un volumen de 407.22Mm?/afio de la subcuenca a
través del rio Amanalco. El agua captada se destinaba principalmente al
abastecimiento de agua y suministro de energia electrica para el sistema
hidroelectrico Miguel Aleman. Actualmente se utiliza para abastecimiento de
agua potable, uso recreativo y deportivo (Figura 3).
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Puntos de muestreo en el sistema Xochimilco

Sitio de muestreo Localizacion geografica (UTM)
=3 Ladraga 492602 2131847
[ ] Apatiaco 491187 2129726
e Japoén 488997 2130638

Figura 2. Localizacion geografica de los puntos de muestreo en Xochimilco,D.F
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Puntos de muestreo en la presa Miguel Aleman, Valle de Bravo

@® Cortina 376022 2124125
® Centro 378832 2122836
Afluente 380365 2125107

Figura 3. Localizacion geografica de los puntos de muestreo en la presa Miguel Aleman, Valle

de Bravo, Edo. de México, México

Los puntos de monitoreo en ambos cuerpos de agua incluyeron el
afluente, efluente y parte media de cada sistema de modo que fuera posible

contar con muestras de agua de diferente calidad

Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Ciudad Universitaria. Se
tomaron muestras de agua residual cruda en el afluente y de un tanque de

sedimentacion, después de haber recibido tratamiento biolégico.

La coleccion de muestras se llevo a cabo a las dos semanas de haber puesto

en funcionamiento el sistema de tratamiento.
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4.6.2. Concentracion de muestras

Debido a que en la mayoria de los cuerpos de agua las particulas virales
se pueden encontrar dispersos o en bajas concentraciones, en el presente
estudio se decidid colectar muestras de veinte litros en bidones previamente
esterilizados con hipoclorito de sodio (0.52%) y concentrarlas por el método
adsorcion — elusion usando filtros electropositivos (Virosorb). En primer lugar
se hizo pasar el agua a través del filtro a una velocidad menor a los 12 L/min
permitiendo la adsorcidn de las particulas cargadas a la matriz del filtro, en
aguas alcalinas con valores de pH superiores a 8.0, previamente se ajusto el
pH de la muestra a un valor de entre 6.5 y 7.5 unidades de pH, intervalo en el
que esta reportada la mayor eficiencia del dispositivo. Para recuperar los virus
entéricos y bacteriofagos, se eluyo el filtro en una solucion de extracto de carne
al 3% (Bioxon) durante 15 minutos. Tras adsorber los virus a los fléculos del
eluato a pH acido (3.5) por media hora, se reconcentrd por centrifugacidon a
baja velocidad (2500 g/15 min/4°C) y purificé, disolviendo el precipitado en 30
mL de fosfato de sodio 0.15 mol (pH 9), seguido de una centrifugacion a 10,000
g/10min/4°C. Finalmente el concentrado fue almacenado en alicuotas
esterilizadas por filtracion, conservadas a pH neutro y a -70°C hasta el analisis
(USEPA, 2001b, Hurst et al., 2002).

4.7. Analisis estadistico

Estadistica descriptiva; se calcularon media geométrica y aritmética
como medidas de tendencia central y desviacion estandar para dispersion. Se
determind si los valores de las variables medidas: Concentracidén de oxigeno
disuelto, porcentaje de saturacién de oxigeno disuelto, pH, temperatura,
conductividad, concentracion de soélidos totales disueltos, concentracidon de
fosforo total, concentracion de nitrogeno total, concentracion de carbono
organico total y logaritmo base 10 del titulo de cada uno de los indicadores por

cien mililitros se distribuyen bajo la curva de forma normal.
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Se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para definir
diferencias significativas entre tipos de agua, y sitios de muestreo para cada
variable. Y se modelaron las asociaciones mas significativas entre indicadores
y parametros fisico-quimicos a través de la regresidén no paramétrica para un

factor.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en plantillas de Microsoft Office

Excel (2007) empleando macros xIstat y pop tools.
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5. Resultados y discusién

5.1. Estandarizacion del método ISO10705 para la deteccion y

cuantificacion de bacteriéfagos FRNA en agua

Como parte del proceso de estandarizacién del método ISO 10705-1 y
control de calidad del hospedero se construyo la curva de crecimiento de
WG49 (Figura 4) y se determino el punto de inflexion que marca el inicio de la
meseta a los 120 minutos de cultivo y un titulo 10%, superior al valor minimo

critico recomendado por ISO(Andnimo, 1995).

Unidades formadoras de colonia Vs Absorbancia

¥ = ATDTIP et i
Ra QO BETRIT)

UFC/mL

9 wor 0.04 o0 o.08 e.1 0.1z 034 0.is o.38

Fig. 4  Se muestra la curva de crecimiento de Salmonella typhimurium \WGA49, Nétese la densidad

optima del cultivo para inoculo se alcanza a una absorbancia de 0.12 OD( = 120 minutos de
incubacién a 37C en medio TYGB).
Con una tasa de segregacion de plasmido (F42 lac::Tn5) del 6.36 % (Tabla 1)
y habiendo demostrado resistencia a acido nalidixico a una concentracion de
100 ug/mL , se limita la variabilidad entre replicas y asegura que los
aislamientos obtenidos de muestras de agua no representen una

subestimacién importante del nimero real de bacteriéfagos FRNA, siempre que
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se conserven las condiciones del ensayo de acuerdo con el procedimiento

estandar descrito en material y métodos.

Tabla 2 Porcentaje de segregacion del plasmido F42 Lac::Tn5. Se muestra como porcentaje, la
fraccion del total de colonias inoculadas en agar Mc Conkey que perdieron el plasmido F42

lac::TnS al termino dos horas de incubacion a 37C en caldo TYGB.

UFC/mL Lac(-) % de LAC (-)
76 5 6.5
100 7 7
290 17 5.8

5.2. Estandarizacion del método para la deteccion de genomas de

rotavirus en agua por RT-PCR
5.2.1. Método de extraccion de dsRNA de rotavirus

Debido a la fuerte asociacion del genoma de dsRNA de rotavirus y las
proteinas de la capside se decidio usar dodecil sulfato de sodio (SDS), un
surfactante anidnico altamente eficaz inhibiendo RNAasa, y eliminando
proteinas que pudieran inhibir la accidon enzimatica de la transcriptasa reversa,
¥ ho un agente caotrdpico, independientemente de la probabilidad de obtener

un dsRNA mas fragmentado.

La separacion final de dsRNA y proteinas se logro por diferencias de
hidrofibicidad en fenol- cloroformo obteniendo un dsRNA de alta pureza (tasa
260/280= 1.49) El tratamiento del lisado con Fredn y la precipitacion del dsRNA
extraido en etanol adicionado con acetato de sodio rindieron una concentracion

final de dsRNA 23.865 ng/mL de dsRNA vy 6.425 ng/mL de proteina (Figura 5).
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100pb

Figura 5 Se muestra el patrén de electroforesis los 11 fragmentos de ds RNA que constituyen e
genoma de RRV en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio. Note. A) Sin freén. B)
Tratado con freén. C) Marcador de peso molecular (100pb)

5.2.2. RT-PCR e hibridacion.

Tedricamente la naturaleza exponencial del PCR esta ligada a la
eficiencia con la cual ocurre el reconocimiento de las regiones complementarias
antes de la extension, debido a que dicho reconocimiento no tiene lugar con las
cadenas cerradas; se calculo que se requieren 66.9°C para mantener abiertas
el 50% de las cadenas del primer R1, 57.1° C para primer R2 y una Tm de
46.3°C para R3. Una vez optimizada la temperatura de alineamiento, y el
numero de ciclos, se determiné un limite de deteccion de entre 4.9 x 10° v44
X 10° genomas de rotavirus para la primera reaccion de PCR yde 1.6 X 10*

genomas con el PCR anidado.

La identidad del segmento se confirmé por hibridaciéon (Figura 6).

29



Tra ncsfe rencia

392pb

Figura 6. Se muestra en A. La electroforesis del pPCR de RRV en el carriles 1 y 2 Marcador de
peso molecular de 100 pb, carriles 3 y 4 pPCR del RRV. B. imagen remanente de la

electroforesis previamente detallada después de la transferencia. C. Hibridacion del pPCR de
392 pb con lal sonda RP marcada con HRP. Se observo una banda correspondiente al 392 pb.

5.3. Resultados de los muestreos en Xochimilco y Valle de
Bravo

Como es de esperar a partir de un numero reducido de observaciones del
funcionamiento de sistemas dinamicos, se encontré que los valores de las
variables consideradas no se distribuyen de manera uniforme bajo la curva.
Para la mayor parte de las variables, a excepcion de la concentracién de
oxigeno disuelto en el agua y el valor de pH, el analisis de comparacidén no
paramétrica de Kurskal-Wallis mostré diferencias significativas entre Xochimilco
y Valle de Bravo, no asi, entre el agua colectada en Xochimilco y en la planta

de tratamiento de aguas residuales de C.U.
5.3.1. Caracterizacion de los sitios de muestreo en Xochimilco

Los canales de Xochimilco son un sistema hiper eutréfico. La maxima
concentracidon de fésforo se encontrd en canal Apatlaco seguido por el canal
Japon y la Draga. Como era de esperar, la concentracion de nitrégeno total
encontrada en la Draga fue entre 3.2 y 4.2 veces mayor que en los otros dos
puntos de muestreo del sistema. Asi mismo, debiendo ser la concentracion de
carbono por lo menos un orden de magnitud mayor a la de nitrégeno, se

determin6 que en ninguno de los puntos de muestreo se conserva esta relacion
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C:N, lo que sugiere que no se ha alcanzado el punto en que se presenta una
mayor resistencia de los compuestos organicos frente a la degradacion
bacteriana. A diferencia del nitrogeno las concentraciones mas altas de
carbono organico total se detectaron en las areas agricolas y pecuarias de
Xochimilco (Tabla 3).

La concentracion de carbono organico total resulta importante en tanto
que los virus entéricos y bacteriofagos que forman agregados o son adsorbidos
a solidos suspendidos incluyendo a la fraccion particulada de la materia
organica muestran menores tasas de inactivacion protegidos de la radiacion
solar. Debido a que la adsorcion es un fenémeno reversible, al cambiar el valor
de pH del agua o el medio idnico, la particula viral es liberada. Esto ocurre mas
frecuentemente en aguas someras y puede resultar en concentraciones pico de
virus e incrementos en la capacidad de viajar grandes distancias (Ferguson et
al., 2003).

Por otro lado se ha sefialado que en ambientes subtropicales con
vegetacion natural, y prolongada acumulacion de sedimentos, una fuente de
carbono organico disuelto puede dar lugar al crecimiento de E. coli,
enterococos y coliformes termotolerantes no relacionados con fuentes de

contaminacién fecal (Desmarais et al, 2002, Beauchamp et al., 2006).

Tabla 3. Concentracién de nutrientes en agua de segundo uso

Tipo de agua/sitio P o] Nl © clzﬂzlnlco
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Planta de tratamiento de Ciudad Universitaria
Agua residual cruda Nd Nd nd
Agua residual tratada Nd Nd nd
Canales de Xochimilco
La Draga 48 956 10.46
Apatlaco 726 223 17.2
Japoén 5.26 29 15.93

Tomando la conductividad eléctrica como un indice de la concentracion y

actividad de las sales disueltas en el agua se explica su aumento progresivo a

partir del punto de muestreo La Draga y hasta la salida del sistema Xochimilco
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en el punto inundado mas bajo de la subcuenca. La conductividad electrica
registrada en el canal Japon representd un incremento del 21.68% (Tabla 4)
respecto de la conductividad registrada a la entrada del sistema Xochimilco y
contrasta con el aumento de 3% en la conductividad eléctrica en la presa de

Valle de Bravo.

La diferencia proporcional en el aumento de la conductividad eléctrica
entre una y otra cuenca podria deberse a la escorrentia urbana, actividades
humanas y a una mayor tasa de meteorizacién cuando la roca esta expuesta.

Independientemente del origen de las sales disueltas en el agua se ha
demostrado que mayores concentraciones de sal resultan en mayor adsorcion.
Una alta concentracidon se relaciona con una mayor capacidad de adsorcidn lo
que se comprueba al sefialar que hasta 77.4% de los virus entéricos en agua

de rio permanecen libres en comparacion con solo el 14% en agua de mar.

Los valores de pH encontrados en los muestreos se desvian ligeramente
de la neutralidad hacia la parte alcalina de la escala. (Tabla 4) La carga de las
particulas virales dentro del intervalo de pH encontrado debe ser negativa.
Como se menciond lineas arriba el valor de pH determina la carga neta de la
particula viral en virtud del punto isoeléctrico; virus como rotavirus o Poliovirus
1 con altos puntos isoeléctricos se adsorberan mas que virus con un punto
isoeléctrico bajo como el de el Virus de la Hepatitis A o los bacteriéfagos
FRNA.

Por su tamano y resistencia a condiciones acidicas MS2 suele
compararse con enterovirus, en estudios de transporte, sin embargo, de
acuerdo con Feng y colaboradores (2003) en soluciones ligeramente acidas o
alcalinas las proteinas de la capside viral pueden sufrir deformacion en puntos
criticos, pero en el caso de valores de pH extremos, las superficies virales
serian atacadas y ocurriria la disociacion de la capside. Muestra de lo anterior

es que a pH 9 y 25°C |a tasa de inactivacion es 3.3 veces mayor que a pH 5.

La temperatura es frecuentemente el factor ambiental mas influyente en

la sobrevivencia de virus (Ferguson et al., 2003). Debido a que controla la
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velocidad de las reacciones quimicas se observa que para un valor de pH

dado, la inestabilidad de la capside viral y las tasas de inactivacién tanto de

bacteriéfagos FRNA como de virus entéricos aumentan con la temperatura.

(Feng et al.,2003)

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos en agua de segundo uso

Tipo de agualsitio pH Conductividad Tem%eratura
(uS/cm) (°C)
Planta de tratamiento de Ciudad Universitaria
Agua residual cruda 8.2 361 17.1
Agua residual tratada 7.55 866 17.1
Canales de Xochimilco

La Draga 7.55 596 22

Apatlaco 8.15 699 21.8

Japon 8.45 761 21.5

5.4. Bacteriéofagos FRNA como indicador de contaminaciéon fecal en agua

de segundo uso

Debido a diferencias climaticas y socio econdmicas con otros paises en

los que se ha investigado el potencial de los bacteriofagos FRNA como

indicadores, resultaba importante determinar el intervalo de concentracion o

titulo en que podian ser detectados en el tipo de agua al cual estan mejor

asociados (Tabla 5)

Tabla 5. Indicadores microbiolégicos en agua de segundo uso

Presencia

Bacteriéfagos

Coliformes fecales

Enterococos fecales

Tipo de agua/sitio de rotavirus Egﬂ%é;ol_g; (Log UFC/100mL) (Log UFC/100mL)
Planta de tratamiento
de Ciudad Universitaria
Agua residual cruda v 4.3 7.48 7.4
Agua residual tratada 3.84 65.91 6.68
Canales de Xochimilco
Draga v 6.53 4.24 373
Apatlaco (riego) v 4 3.87 411
Japén v 534 35 32




Como se vera la densidad media de bacteriéfagos FRNA encontrada en
agua de segundo uso (4.8Log0/100 mL) se ubica dentro del intervalo reportado

para aguas con contaminacion fecal intermedia.

En tanto que Lucena (2003) reporta en haber encontrado en agua residual en
paises de Europa y Ameérica del Sur un promedio de 5.6 logio pfp por 100 mL,
en el presente trabajo el mayor titulo (6.53 logig pfp/ 100mL) se encontro en el
punto de muestreo La Draga) proximo al efluente de la Planta de Tratamiento

de Aguas Residuales ; Cerro de la Estrella.

A partir de este punto de muestreo, siguiendo la direccidn general del
flujo de SW a NE, se observo una disminucion del 99.7% en el numero de
bacteriéfagos en el area de riego (Canal Apatlaco; 4 logo pfp /100mL) y un
titulo intermedio (5.34 logqg pfp /100mL) en el canal Japon que conecta una
zona de cria y pastoreo de ganado y la salida del sistema de canales de

Xochimilco.

Consistente con un menor caudal de agua residual municipal. En el agua
residual cruda en la Planta de Tratamiento de Ciudad Universitaria se
determind un titulo de 4.3log1g pfp/100mL y un titulo 10.7% menor en el agua

residual una vez tratada.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos por Araujo en
Espafia (1997), donde a partir de 257 muestras de agua con diferentes niveles
de contaminacion debiera concluirse que los puntos de muestreo Japén y La
Draga representan sitios de contaminacidn reciente, en tanto que el canal de
Apatlaco el agua residual cruda y tratada en la planta de Ciudad universitaria

son sitios con contaminaciéon intermedia.

En todos los casos, el titulo de coliformes fecales sobrepaso el limite
permisible establecido en la NOM- 001-ECOL-1897 para riego no restringido y
la recomendacién de 1,000 coliformes fecales por 100mL de la Organizaciéon
Mundial de la Salud. (WHO, 1989 ; Carr ef al., 2004)
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El hecho de que la densidad de bacteriéfagos FRNA en el punto de
muestreo La Draga sea 0.65 log1g pfp/100mL superior al maximo encontrado
por Araujo levanta un velo de duda sobre la efectividad de la eliminacién de

virus entéericos y bacteriéfagos con el actual tratamiento para agua residual.

Se calculo el porcentaje de inactivacion para los microorganismos
indicadores despues de tratamiento secundario al arranque de la planta de

Tratamiento de Aguas Residuales de Ciudad Universitaria-

La misma tendencia se observd en los tres indicadores con diferencias
en el grado de inactivacion; con un porcentaje de 9.8% los enterococos fecales
fueron los microorganismos indicadores mas resistentes, seguidos de los
bacteriéfagos FRNA (inactivacion=10.7%) y coliformes fecales (inactivacion
=18.45%).

Aun siendo sistemas no relacionados, llama la atencion que la
abundancia relativa de bacteriéfagos FRNA respecto de los indicadores
bacterianos, en los puntos de muestreo del sistema Xochimilco presenten tasas
(bacteriéfagos: indicador bacteriano) sensiblemente distintas a las registradas

en la planta de tratamiento de C.U. (Tabla 6).

Tabla 6 Se muestran las tasas de abundancia relativa de bacteriéfagos FRNA respecto de

coliformes fecales y enterococos fecales en agua de segundo uso.

Tipo de agua o sitio FRNA/Coliformes fecales FRNA/Enterococos
Residual cruda 0.575 0.581
Residual tratada 0.556 0.575
La draga 1.539 1.748
Apatlaco 1.0327 0.973
Japon 1.526 1.669
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Estas diferencias, incluyendo el aumento relativo en el numero de
bacteridéfagos FRNA respecto de los indicadores bacterianos en el punto la
Draga y Japon podrian explicarse por la mayor sobrevivencia de los

bacteriéfagos FRNA en el agua del sistema Xochimilco.

Adicionalmente cuando se comparan las desviaciones estandar
calculadas a partir de la densidad de cada indicador y coeficientes de variacion;
resulta que son los coliformes fecales (s=0.37) y los enterococos fecales
(s=0.45) los que muestran los valores residuales mas pequefios entre sitios, lo
que implica valores similares en todos los puntos de muestreo del sistema
Xochimilco. Por el contrario, al no reproducirse en el ambiente, los
bacteriéfagos FRNA (s=1.2) son capaces de discriminar de forma precisa las

fuentes de contaminacioén.

A pesar de que se detectaron en el mismo numero de muestras, los
bacteriofagos FRNA, coliformes fecales y enterococos fecales, no representan
de igual modo la contaminacién fecal en agua de segundo uso en el medio
ambiente Los resultados de regresiones no paramétricas para un soélo factor

demuestran diferentes patrones y vias de inactivacion.

Por una parte las correlaciones entre el titulo de enterococos y la
concentracion de oxigeno (r =-0.975) o entre coliformes fecales y la
temperatura (r=0.994) y el pH (r=982), apuntan a factores que regulan el

metabolismo de estos microorganismos.

Por otra parte, la correlacion positiva entre el titulo de bacteriéfagos
FRNA y la concentracidén de carbono total (r=0.889) podria estar relacionada
con la proteccion contra foto inactivacion, del mismo modo menores
concentraciones de fésforo total (r=-0.952) y nitrédgeno total, (r= -0.928)

tenderian a reducir el estrés causado por otros microorganismos.

Estas tendencias deberan ser confirmadas o descartadas a través de un

monitoreo sistematico que incluya un mayor numero de puntos de muestreo.
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5.5. Indicadores de contaminacidén fecal en una fuente de agua superficial

para uso y consumo humano

5.5.1. Caracterizacion de los sitios de muestreo en Valle de Bravo

Una presa funciona esencialmente como un lago administrado con

diferentes recursos para evitar la eutrificacion del agua.

Tabla 7. Concentracién de nutrientes en una fuente de agua para consumo humano

Tipo de agua
/sitio P total (mg/L) N total (mg/L) C total (mg/L)
Valle de Bravo Fuente de agua para uso y
consumo humano
Boca del rio Amanalco 0.33 0.1 1.63
Centro 0.06 0.58 1.63
Cortina 0.11 =05 2.2

La concentracién de fésforo determinada en los puntos de muestreo en

la presa Miguel Aleman (Valle de Bravo) se mantuvo de un intervalo entre un

valor minimo de 0.06 mg/L en la parte central de |la presa y un maximo de 0.33

mg/L en el principal afluente, la boca del rio Amanalco. El fésforo es raramente

encontrado en altas concentraciones y frecuentemente su concentracion media

en agua subterranea ronda los 0.02mg/L (Chapman et al., 1996).

El carbono organico total se considera una indicacion util del grado de

contaminacién, aunque no diferencia entre fuentes microbianas, las

concentraciones encontradas en la presa de Valle de Bravo son alrededor de

un orden de magnitud menores a las encontradas en Xochimilco (Tabla 7 vy

Tabla 3).

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos en una fuente de agua para consumo humano

Conductividad | Temperatura
Tipo de agual/sitio pH (uS/cm) (°C)
Valle de Bravo Fuente de agua para uso y consumo
humano
boca del rio Amanalco 7.7 122.2 22.5
Centro 9.11 125.3 23.9
Cortina 9.14 126.1 23.8
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Los valores de pH medidos (Tabla 8) en el centro y en la cortina de la
presa sobrepasan ligeramente el valor al cual Feng et al (2003) encontro tasas
de inactivacion tan altas como 0.5 Log 4o/L dia” de para los bacteriofagos MS2
y QP a una temperatura de 25°C, la conductividad eléctrica se encuentra en el

limite inferior para agua superficial (Chapman et al., 1996).

5.5.2. Indicadores de contaminacidn fecal en fuentes de agua para uso y

consumo humano

Tabla 9. Indicadores microbiolégicos en una fuente de agua para consumo humano

Valle de Bravo : . . enterococos
Fuente de agua Presencia| Bacteriofagos coliformes fecales
para uso y de FRNA fecales(Logig Tz
F 10
consumo humano rotavirus | (Logqopfp/100mL) | UFC/100mL) UFC/100mL)
Boca del rio <1/100mL 1.7 1.5
Amanalco
Centro <1/100mL 1.3 0.9
Cortina v <1/100mL 1.3 1.6

El titulo mas alto de coliformes fecales se detectd en afluente (punto de
muestreo boca del rio Amanalco) y titulos alrededor de 40% menores en los

puntos de muestreo centro y cortina (Tabla 9).

El mayor titulo de enterococos fecales se encontro en la cortina seguido

por el afluente y un titulo un orden de magnitud menor en el centro de la presa.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHQO, 2003) el
riesgo de de padecer una enfermedad gastrointestinal transmitida por agua
recreacional es del 5% cuando se encuentran entre 1.6 y 2.3 Logp enterococos
fecales por 100 mL (percentil 95). Al respecto Ferley (2003) sefiala que la
concentracion de estreptococos fecales por arriba de la cual la morbilidad entre
los bafistas es significativamente mayor a la de los no bafistas es de 1.30

Logp enterococos fecales por 100 mL

El titulo de bacteriéfagos FRNA estuvo por debajo del limite de deteccion
del método en el 100% de los puntos de muestreo. Este resultado no es del
todo inesperado. Araujo (1997) sefala que en su estudio en Espafia que los

bacteriofagos FRNA solo fueron detectables en el 14% de 92 muestras, que

38



contenian entre 1y 2.2X10° coliformes fecales por 100 mL. En este sentido,
Duran (2002) manifiesta que los bacteriéfagos FRNA pueden ser mas sensibles
a la luz solar de lo que han reportado otros autores, al igual que Sinton (1999)
aduce la mayor tasa de inactivacion en verano debida a |la foto-oxidacion. En
este sentido Badireddy et al, (2007) demostré que la tasa de inactivacion del
bacteriéfago MS2 se duplica en presencia de radicales de oxigeno y aumenta

125% en presencia de superdxido a comparacion de con solo luz UV.
5.6. Indicadores de contaminacion viral

Con métodos cada vez mas sensibles para deteccidn de virus entéricos
en muestras de agua, resulta natural que en una proporcion significativa se
detecte una senal viral. El porcentaje de muestras positivas reportado varia en
funcidén de la calidad microbioldgica del agua, el virus objetivo, y de la
sensibilidad de los metodos empleados. Asi; Jiang (2004) detecté adenovirus
en el 50% de las muestras de rios y arroyos muestreados en el sur de
California y Ueki ( 2005) genomas de Norovirus en el total de muestras de agua
residual examinadas y entre el 50 y 75% de las muestras de agua de rio en dos

afios consecutivos.

En este trabajo se calculé una tasa de deteccidn de genomas de
rotavirus del 80% (4/5 muestras positivas) en agua residual y de segundo uso,
y del 33% (1/3) en una fuente de agua superficial para uso y consumo humano.
Aun cuando el método de concentracion de virus por adsorcion — elusion
empleando el filtro electropositivo Cuno 1 MDS en agua es entre 11.5y 22.4
veces mas eficiente concentrando capsides virales que RNA desnudo
(Haramoto et al., 2007). Sin embargo no es posible descartar la adsorcion de
particulas virales incompletas aun capaces de proteger el RNA viral. Debido a
que el método de RT-PCR no discrimina entre particulas infectivas y no
infectivas, a la alta persistencia de particulas no infectivas en estudios de
microcosmos (Espinosa et al., 2008), aunado al que una alta prevalencia de
genomas cuantificados por RT-PCR en tiempo real que no pueden ser
correlacionados infectividad por ser mucho menor la sensibilidad del cultivo en

comparacion con la sensibilidad del RT-PCR (Choi et al., 2005), se resalta la
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necesidad de incorporar otros elementos de juicio a la interpretacion de riesgo

a los resultados de deteccion rotavirus por RT-PCR.

En este contexto, al comparar la deteccion molecular de rotavirus en
agua residual y de segundo uso con el titulo de otros indicadores virales y
bacterianos de calidad del agua se determino el titulo minimo de bacteriéfagos
FRNA que se corresponde con una sefal positiva de rotavirus es de
7X10° pfp/100mL, detectados en el efluente de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de C.U. Del mismo modo se determiné el titulo minimo de
coliformes fecales (3.5 1og/100mL) y enterococos fecales (3.2 log/100mL)

concurrentes con una sefal positiva para rotavirus en agua de segundo uso.

En agua superficial como fuente para uso y consumo humano se
encontré un titulo minimo de 1.28 log UFC/100mL y 1.56 log UFC/100mL para
coliformes fecales y enterococos fecales respectivamente concurrentes con
una sefial positiva para rotavirus, sin que se hubieran detectado bacteriofagos

FRNA en este tipo de agua.

La pregunta sobre cual indicador representa mejor la presencia de virus
infecciosos o el riesgo de transmisién continua abierta y se recomienda el uso
de mas de un indicador para la caracterizacion de la calidad del agua y riesgo

de transmision de patdgenos.

En agua de segundo uso, debido a su alta prevalencia, los indicadores
bacterianos y bacteridofagos pueden alertar con un cierto margen de seguridad
sobre la presencia de genomas virales. Asumiendo un comportamiento similar
al de bacteriéfagos FRNA, podemos concluir que en agua de segundo uso la
proporcién de los genomas de rotavirus detectados pertenecientes a virus

infecciosos podrian significar un riesgo.

Por otro lado, la ausencia de bacteriéfagos FRNA en una fuente de
abastecimiento de agua superficial para uso y consumo humano, no se traduce
en ausencia de genomas virales. Independientemente del potencial infeccioso,
la deteccidén de genomas de rotavirus sugiere la existencia de trayectorias de

contaminacion fecal.
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Dado que de acuerdo con Parashar (2006) la proporcidén de casos de
diarrea causada por rotavirus ha aumentado respecto del total de casos, y en
virtud de la variaciéon en los serotipos epidémicos entre afios, resulta

especialmente importante conocer las trayectorias de contaminacion.

Teniendo en mente que en el agua se pueden identificar los serotipos
causantes de enfermedad y los poco prevalentes, de acuerdo a van Zyl et al.,
(2006), se anticipa una mejor comprension de la dinamica de transmisién de
rotavirus a través del agua al acumularse el nhumero de investigaciones que

muestren genotipos especificos asociados a diferentes tipos de agua.
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6. Conclusiones

Se recomienda el uso de bacteriéfagos FRNA para la evaluacion
de procesos de tratamiento de agua residual y para el monitoreo
de agua de segundo uso donde sea importante discriminar la

localizacion de la fuente y grado de contaminacion fecal.

Se demuestra que indicadores bacterianos y bacteriofagos FRNA
responden de forma distinta a parametros ambientales, lo que
sugiere que siguen vias alternas de inactivacién en agua de

segundo uso.

Se determinaron tasas de deteccion de genomas de rotavirus y
titulos de bacteriéfagos FRNA similares a los encontrados por
otros autores en los diferentes tipos de agua, y un titulo minimo
de 7X10° bacteriéfagos FRNA/100mL, concurrente con la

deteccion de genomas de rotavirus.

Las bajas tasas de deteccion de bacteriéfagos FRNA reportadas
en este estudio en una fuente de agua superficial para uso y
consumo humano limitan el potencial de los bacteridfagos FRNA

para rastrear el origen de la contaminacion fecal.
Una mejor caracterizacion se puede obtener la identificacion de

los genomas de rotavirus como de origen probablemente

humano, animal o vacunal.
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