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Resumen

La propuesta del uso de colifagos como indicadores de contaminacion
microbiolégica en adicidbn a las bacterias, consideradas como indicadoras
ayuda a una evaluacion mas completa sobre la calidad del agua. Los colifagos
suelen ser mas resistentes a condiciones ambientales y procesos de
tratamiento que las bacterias indicadoras tradicionales, ya que presentan
caracteristicas similares a los virus entéricos pueden funcionar como
surrogados de éstos. Ademas, los métodos empleados para su deteccion son

faciles, rapidos y econémicos.

A pesar de que las aproximaciones son muy buenas, es necesario desarrollar
herramientas que permitan la deteccion de otros organismos patdégenos
transmitidos por el agua, como son los virus entéricos. En especifico el virus de
la hepatitis A (VHA) presenta ventajas que pueden ser aprovechadas en
términos de vigilancia epidemioldégica y que lo favorecen como candidato de

monitoreo viral del agua.

En éste estudio se evalud la frecuencia de deteccion de colifagos usando dos
bacterias hospederas, Escherichia coli HS pFamp y Escherichia coli K12 Hr,
con muestras de la época de secas y lluvias de 2008, 2009 y 2010 del rio
Cuitzmala, Jalisco, localizada en un entorno rural, asi como muestras de lluvias
y secas de 2008 y 2009 del rio Magdalena, Distrito Federal, localizada en un
entorno urbano. El método de deteccion usado fue el de doble capa de agar de
acuerdo a la ISO 10705-1 y EPA, 2001.

Ademas, se presentan avances metodologicos para la deteccion del virus de la
hepatitis A (VHA) por medio de la Transcripcion Reversa de la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa-Cuantitativo (RT-gPCR) con ensayo Tagman.

Los resultados muestran que la frecuencia en la detecciéon de cada una de las
bacterias hospederas varia dependiendo del sistema, siendo E. coli K12 la que
detectdé mas en rio Magdalena y E. coli HS en rio Cuitzmala (deteccidon poco

significativa dado los conteos bajos), por lo que el uso de ambas nos da mayor



informacion del tipo de bacteriéfago que infecta cada bacteria hospedera. Se
encontr6 que en las muestras del rio Magdalena existen diferencias
significativas por el tipo de hospedero, siendo E. coli K12 Hr la mas infectada;
mientras que en el rio Cuitzmala no se encontraron diferencias significativas
con respecto a las hospederas. Al comparar entre los 2 sistemas, se encontrd
que los conteos con ambas hospederas fueron mayores en el rio Magdalena
debido posiblemente a que el aporte de agua residual en éste rio es mayor al

encontrarse dentro de una zona urbana.

Debido a las limitaciones que se presentaron a lo largo del trabajo experimental
con el control del VHA para estandarizar la técnica de RT-gPCR para detectar
VHA, se usé polio vacunal para validar el protocolo de amplificacion. Este
control fue inoculado en muestras de agua residual tratada. Los resultados
muestran que las condiciones de amplificacién para VHA si funcionan para
amplificar poliovirus, a pesar de que en algunas muestras hubo inhibicion de la
reaccion, lo cual puede ser debido a posibles inhibidores que se encuentren en

las muestras procesadas.



1. Introduccioén

1.1 El agua como vehiculo de enfermedades

El agua, ademas de ser un elemento indispensable para la vida, esta asociada
a la transmision de enfermedades que actualmente son una de las causas
principales de mortalidad y morbilidad en todo el mundo (Carabias y Landa,
2005; Albina et al., 2009; Pina, 2001; Nasser y Oman, 1999; Kiulia et al., 2010).
Del 80% de las enfermedades infecciosas asociadas con el agua, el 90%

ocurren en los paises pobres (Jiang, 2006).

Aun y cuando a nivel mundial se trabaja para mejorar la disponibilidad,
distribucion y calidad, el recurso hidrico sigue siendo un factor limitante para la
salud humana. El aumento de la poblacion y la escases del recurso ha obligado
a su reuso en actividades como la agricultura, acuicultura, recarga de aguas
subterraneas, entre otras (Santos et al., 2009; Escalante et al., 2002; Pina,
2001; Donia et al., 2009).

El reuso del agua implica un riesgo para la salud publica y el medio ambiente,
debido a su relacion con la transmisidn de diversos patdégenos como bacterias,
protozoarios, helmintos y virus. A pesar de que se contemplan medidas de
control de calidad del agua, la Organizacion Mundial de la Salud estima que
cada afio 3,500 millones de personas contraen alguna enfermedad de
transmision hidrica provocando la muerte de cerca de 13 millones de personas
(WHO, 2003).

Las nuevas tecnologias aplicadas para el tratamiento del agua han ayudado a
que la incidencia de enfermedades trasmitidas por ésta tiende a disminuir,
principalmente en los paises desarrollados. Pero los brotes y/o epidemias
siguen ocurriendo tanto en paises desarrollados, como en los paises en
desarrollo, ya que el contacto directo (i.e. agua de consumo) o indirecto (i.e.
consumo de alimentos) es suficiente para contraer alguna enfermedad

transmitida por ésta (Shay et al., 2003).



Los efectos que deriven del contacto dependeran del volumen de agua que
consuma un individuo y la condicién de su sistema inmune, siendo los nifios y
personas mayores los mas susceptibles (Mazari-Hiriart et al., 2005; OMS,
2011).

Los microorganismos patégenos entéricos que con mayor frecuencia se
encuentran en agua se dividen en cuatro grupos: virus, bacterias, protozoarios
patdgenos y helmintos. Al ser excretados en la materia fecal entran en contacto
con alguna matriz ambiental ya sea agua, suelo, aire y/o alimentos y

posteriormente con un nuevo hospedero potencial (Toze, 1999) (Tabla 1).

Su presencia en el ambiente esta en funcion de la incidencia de estos en la
poblacién, ademas de las caracteristicas particulares del microorganismo como
son su morfologia, tolerancia a los factores ambientales y a los procesos del
tratamiento del agua. De manera especial, la dosis infecciosa, es decir, la
cantidad de microorganismos necesarios para producir una enfermedad, es un
aspecto fundamental para que pueda trasmitirse y permanecer en una

poblacion.

Mientras que para la mayoria de los virus entéricos y protozoarios solo se
necesitan de 10 o menos particulas infecciosas o quistes para causar la
infeccion, de las bacterias, sin embargo, se requieren al menos entre 10% y 10°

células infecciosas (Kaboré et al., 2010).

Dentro de las medidas mas usadas para la desinfeccion del agua en el mundo
se encuentra el uso del cloro. El cual como desinfectante representa una gran
contribucion a la seguridad de los abastecimientos de agua para uso y
consumo humano, pero se ha probado que su eficiencia es limitada ya que
existen patdégenos que son resistentes a este (Espinosa et al., 2009; Jiménez y

Torregrosa, 2009).

Aun y cuando se sabe que los virus entéricos son causantes del mayor numero
de enfermedades (brotes en los paises desarrollados y epidemias en los paises

en desarrollo), comparado con las causadas por bacterias y protozoarios (Sair
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et al., 2002; Percial et al., 2004; Greening, 2006), los organismos indicadores

mas usados para el analisis de la calidad microbiolégica del agua y evaluacion

de riesgo para la salud humana son las bacterias coliformes que incluyen a las

coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF) asi como en algun momento

se han usado enterococos (EC).

Tabla 1. Principales patégenos transmitidos por agua (Toze, 1999)

Patogeno Patologia Dosis Concentracién
infecciosa’ en agua residual
Virus
Enterovirus
Poliovirus Poliomelitis
Enterovirus Gastroenteritis,
Echovirus Anomalias del corazon,
Coxsackie Meningitis
Virus de Hepatitis A Hepatitis Baja De media a alta
Adenovirus Enfermedades
Reovirus respiratorias,
Calicivirus conjuntivitis
Norwalk (Norovirus) Gastroenteritis, diarrea,
SSRV vomito y fiebre
Rotavirus Gastroenteritis
Astrovirus Gastroenteritis
Bacterias
Vibrio cholera Coélera Alta
Salmonella typhi Tifoidea, salmonelosis Alta De media a alta
E. coli Enteropatégena Gastroenteritis Alta
Campylobacter jejuni Gastroenteritis Alta
Shigella dysinterae Disenteria Alta
Yersinia enterocolitica Yersiniosis Alta
Protozoarios
Giardia intestinalis y G. lamblia Giardiasis Baja
Cryptosporidium parvum Diarrea y fiebre Baja De baja a media
Entamoeba histolitica Disenteria amebiana Baja
Helmintos
Ascaris lumbricoides Ascariasis Baja Baja
Ancylostoma spp. Baja
Trichuris trichiura Tricuriasis Baja
Strongiloides stercoralis Estrongiloidasis Baja

Dosis baja significa que solo se requiere entre 1 y 10 particulas virales/quistes/huevos para

causar la infeccion.
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Estas bacterias indicadoras no necesariamente son patégenas; son excretadas
en las heces de animales de sangre caliente incluyendo al humano y los
conteos en el agua no pueden correlacionarse con los conteos de otros
patdgenos, por lo que su presencia en el agua solo indica una posible
contaminacién de origen fecal y (Park et al., 2006; Noble et al., 2003; Gortares
y Naranjo, 2001; Skraber et al., 2009).

La nula correlacion entre de las bacterias tradicionales indicadoras con otros
patdgenos, como los virus, ha sido comprobada; se tienen reportes de brotes
de enfermedades de origen hidrico en ausencia de las bacterias indicadoras en
el agua (Brooks et al., 2005; Khaled et al., 2005; Savichtcheva y Okabe, 2006;
Yates, 2007; Pina et al., 1998). Este hecho, deja clara la necesidad de contar
con indicadores de contaminacién microbiolégica del agua eficientes que
puedan contemplar a los de uso tradicional, considerando aspectos como
supervivencia e infectividad en el ambiente asi como tolerancia a los procesos
de tratamiento del agua. Ademas, es importante integrar como indicadores de
calidad de agua tanto a los virus como los quistes de protozoarios, por su
relevancia en términos de salud publica y porque suelen ser mas tolerantes a
los procesos de tratamiento de agua residual asi como mas estables en el
ambiente, con respecto a las bacterias indicadoras convencionales (Yates,
2007; Percial et al., 2004).

A pesar de que el uso de coliformes totales como indicadoras de la calidad de
agua tiene serias limitaciones, especialmente en areas tropicales, no hay que
perder de vista que al ser un indicador de contaminacion fecal, tanto humana
como animal, nos dan un panorama general sobre calidad de agua (Toranzos
et al.,2007; Mazari-Hiriart et al., 2008).

1.2 Virus entéricos y ambiente

Los virus son definidos como parasitos intracelulares obligados que requieren
de células hospederas para replicarse, el tamafio de estos se ubica entre 15y

350 nm; su genoma puede estar constituido por DNA o RNA, el cual esta
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rodeado por una cubierta de proteinas (capside), misma que puede o no estar

rodeada por lipoproteinas (Seymour y Appleton, 2001).

En cuerpos de agua que no presentan contaminacion fecal se han detectado
entre 10° y 102 particulas virales por mL que puede estar asociadas con los
organismos del ecosistema acuatico, sin embargo, cuando el ecosistema es
afectado por actividades humanas, la presencia de virus puede convertirse en
problema de salud publica y causar importantes pérdidas econdmicas,
principalmente a través de la transmision de virus por agua y alimentos
(Reynolds y Pepper, 2009; Hurst y Reynolds 2007; Jemba, 2004).

Los virus que infectan y se replican en células del tracto gastrointestinal de
animales o humanos, que se transmiten por via fecal-oral son llamados virus
entéricos, de los cuales, el agua y los alimentos son el principal vehiculo para
pasar de un hospedero a otro. La dosis infecciosa de los virus entéricos para
causar enfermedad es entre 10-100 particulas o inclusive puede ser 1 particula
dependiendo del tipo de virus. Su presencia en los sistemas acuaticos esta
asociada principalmente a contaminacion por materia fecal humana, su
deteccion y control en cualquier matriz ambiental implica retos metodoldgicos,
debido a que estan presentes en bajas concentraciones (Espigares, 2006;
Abbaszadegan et al., 1999) (Figura1).

El tiempo entre su permanencia en el ambiente y una nueva infeccion de otro
hospedero es variable dependiendo del tipo viral, ya que existen factores que
estaran determinando su presencia en el agua. Dichos factores se asocian con
el numero de habitantes de una poblacién, sus habitos de higiene, la
prevalencia de infecciones en la comunidad, la temperatura y la temporada del
afno, teniendo reportes sobre los niveles virales mas altos que se presentan
durante el invierno (Espinosa et al., 2004; Hurst, 1991). Este tipo de virus
suelen ser resistentes a temperaturas entre los 4 °C y 72 °C, asi como a la
desinfeccion con cloro y a los cambios de pH (que puede ir de 1 a 9 de pH), por
lo que pueden permanecer estables durante meses o inclusive mas tiempo si
estan asociados con materia organica, ya que esta asociacion les confiere

cierta proteccion contra la inactivacion, promoviendo su acumulacion en
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sedimentos, desde donde pueden resuspenderse en la columna de agua (Kiulia
et al., 2010).

HECES HUMANAS
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Figura 1. Transmision de virus entéricos a partir de diferentes matrices ambientales.
(Espinosa, 2008, adaptado de Pina, 2001).

Los virus humanos entéricos son excretados en las heces de individuos
infectados en grandes cantidades (10% a 10' particulas por gramo de heces)
(Albinana et al., 2009).

Se han descrito mas de 140 tipos seroldgicos diferentes, pertenecientes a
diferentes familias. Dentro de los grupos mas estudiados se encuentran las
familias Picornaviridae (poliovirus, enterovirus, coxsakievirus A y B, virus de la
hepatitis A y echovirus), Adenoviridae (adenovirus), Caliviridae (norovirus,
calcivirus y Norwalk virus), Reoviridae (reovirus y rotavirus), Astroviridae
(astrovirus) y el virus de la hepatitis E (Fong y Lipp, 2005; Carter, 2005; Purcell
y Emerson, 2008) (Tabla 2).

Los virus entéricos comunmente causan infecciones silenciosas o agudas con
un periodo de incubacion corto. Las infecciones causadas se agrupan en tres
tipos principales: gastroenteritis, hepatitis transmitidas entéricamente y las
enfermedades que afectan a otras partes del cuerpo como ojos, sistema
respiratorio y sistema nervioso central, como la conjuntivitis, poliomelitis,
meningitis y encefalitis. La severidad de una infeccion viral dependera del tipo

viral que la ocasione y las caracteristicas del individuo afectado tales como
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edad, estado de salud y sistema inmune (Toranzos et al., 2007; Health Canada,
2010).

Tabla 2. Virus entéricos y enfermedades (Modificado de Carter, 2005 y Bofill et al.,
2005)

Tipo viral Familia y género Tamafio y Enfermedad
genoma
Poliovirus, Picornaviridae 28 nm Poliomielitis, infecciones
Coxsackievirus, (enterovirus) (ssRNA) oculares, respiratorias,
Echovirus, Enterovirus cardiopatias, diabetes.
Virus de hepatitis A Picornaviridae 28 nm Hepatitis tipo A, la
(hepatovirus) (ssRNA) gravedad de la infeccién
esta en funcion de la
edad.
Virus de hepatitis E Hepeviridae 34 nm Hepatitis tipo E, la
(hepevirus) (ssRNA) infeccidn es severa en

mujeres embarazadas

Rotavirus Reoviridae (grupos 70 nm Gastroenteritis
AyB) (dsRNA)

Adenovirus grupo F, Adenoviridae 100 nm Infecciones respiratorias,

tipos 40 y 41 (Mastadenovirus) (dsDNA) oculares, urinarias,

gastroenteritis.

Saporovirus Caliciviridae 34 nm Gastroenteritis
(saporovirus) (ssRNA)

Norovirus Calicivirus 34 nm Gastroenteritis
(norovirus) (ssRNA)

Astrovirus humano Astroviridae 28 nm Gastroenteritis
(mamastrovirus) (ssRNA)

El Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades (CDC por siglas
en ingles) ubica a norovirus, hepatitis A, rotavirus y astrovirus como los
principales patdégenos transmitidos por alimentos, de los cuales, los dos
primeros, norovirus y el virus de hepatitis A son los que mas enfermedades

causan a nivel mundial (Greening, 2006; Koopmans y Duizer, 2004).

Debido a que la deteccidén de los virus en matrices ambientales, es dificil las

investigaciones han sido encaminadas a la busqueda de indicadores
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alternativos y/o complementarios que den evidencia de la presencia de virus

principalmente en agua y alimentos.

1.3 Los Bacteriofagos como indicadores de calidad viral del
agua

Se sabe que el riesgo de infeccidn por virus o protozoarios al consumir agua es
10 a 10 000 veces mayor que el causado por bacterias patdgenas (Bosch,
1998). Sin embargo, las dificultades técnicas y los costos, no hacen factible la

deteccion rutinaria de virus entéricos en el agua.

Por lo anterior, en la busqueda de microorganismos que permitan evaluar la
calidad viral del agua, el grupo de la IAWPRC (International Association on
Water Pollution Research and Control) en 1991 establecidé el concepto de
microorganismos indice e indicador. Cada uno con funciones particulares, ya
que mientras un organismo indice proporciona informacién sobre la posible
presencia de determinados patdgenos y de los riesgos sanitarios que puedan
representar para la salud, un organismo indicador aporta datos sobre los
efectos de un proceso de tratamiento o la calidad de cierto producto (Payment
y Locas, 2010) (Tabla 3).

Los bacteriéfagos, virus que infectan bacterias o colifagos, virus que infectan
especificamente a bacterias coliformes de |la familia Enterobacteriaceae, se han
propuesto como indicadores de los virus entéricos e indices de la
contaminacién del agua en el ambiente, asi como la posible deteccion de la

fuente de contaminacion (Long y Sobsey, 2004).

Los bacteriofagos tienen patrones de infectividad y persistencia similares a los
virus entéricos, también presentan similitudes morfologicas y de transporte en
agua, ademas debido a que los métodos para su deteccion son sencillos,
rapidos y de bajo costo, los bacteriéfagos pueden ser buenos candidatos de
contaminacion fecal y viral (Nasser y Oman, 1999; Mendez et al., 2002; Pillai,
2006; Grabow, 2001).
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Tabla 3. Definiciones de microorganismos indice e indicador (Ashbolt et al, 2001)

Grupo

Definicion

Indicador de procesos

Indicador de contaminacion fecal

Organismos modelo o indices

Grupo de organismos que demuestra la
eficacia de un proceso.

Grupo de organismos que sefialan
contaminacion de origen fecal. Solo se
puede inferir que patdgenos pueden estar
presentes.

Especies o0 grupo de organismos que se
relaciona con el comportamiento o la
presencia de un patégeno. Como E. coli es
indice de Salmonella o los colifagos F-RNA
como modelo de virus entéricos humanos.

Los grupos de bacteriéfagos propuestos como indicadores de virus entéricos
son tres: colifagos somaticos, colifagos F- especificos (F-RNA o F-DNA) y los
bacteriéfagos que infectan a Bacteroides fragilis (Leclerc et al., 2000; Ogorzaly
y Gantzer, 2006) (Tabla 4).

De los tres grupos de bacteriéfagos, los que infectan a B. fragilis HSP40 y los
F-RNA se han propuesto como indicadores virales por la posible relacién con
contaminacién fecal humana. Aunque los mas usados para el monitoreo son

los colifagos somaticos y los F-especificos (Feng et al., 2003; Grabo, 2001).

Los colifagos somaticos se integran en las familias Myoviridae (dsDNA),
Siphoviridae (dsDNA), Podoviridae (dsDNA) y Microviridae (ssDNA). Tipos de
cada una de las familias han sido detectados en agua residual y residual
tratada, en concentraciones que van de 10° a 10" UFP/L, siendo los mas
abundantes los de las familias Myoviridae y Siphoviridae (Cole et al., 2003;
Muniesa et al., 2004).

Los colifagos F-especificos se clasifican en F'RNA dentro de la familia
Leviviridae y los F'DNA dentro de la familia Inoviridae. Este grupo esta
presente en gran numero en agua residual de origen humano y animal,
especialmente los F'RNA. Los colifagos F'RNA se dividen en cuatro

subgrupos, la presencia de algun subgrupo puede ser asociado con
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contaminacion fecal. Los F'RNA aislados de heces fecales y agua residual son
del grupo Il y Il relacionados con heces humanas, mientras que el grupo | y IV

se ha asociado con heces de animales (Stewart et al., 2006).

Tabla 4. Grupo de bacteri6fagos usados como indicadores de virus en el
ambiente (Gerba, 2006).

Grupo Principales  Caracteristicas generales
cepas
hospederas
E. coli C (la Grupo heterogéneo; frecuente en heces de humanos
Colifagos mas usada)  y animales (10%-10% g') y agua residual (10%-10* mL™).
somaticos

Colifagos F- Salmonella Grupo homogéneo, propiedades fisicas similares a los

RNA typhimurium  enterovirus; baja frecuencia en heces de humanos y
WG49 animales (hasta 10° g™"), frecuentes en agua residual
E. coli (10°-10* mL™); pueden replicarse solo a temperaturas

HS(pFamp) R por arriba de 30°C; los serotipos pueden relacionarse
al origen de la contaminacion, humana o animal.

Bajos de B. B. fragilis Solo esta presente en heces humanas (hasta 10%g™);

fragilis RYC2056 no se replica a temperatura ambiente; se encuentra
en bajo nimero en agua residual (<1-10® mL™); grupo
homogéneo.

El ultimo grupo de bacteriéfagos propuestos pertenece a la familia Siphoviridae,
infectan a Bateroides fragilis, bacteria anaerobia obligada que se encuentra en
el intestino de animales de sangre caliente. Una caracteristica particular es que
en general B. fragilis solo se multiplica en el tracto intestinal humano y se
encuentra en mayor concentracién que E. coli. La cepa HSP 40 de B. fragilis

solo se ha detectado en heces humanas (Savichtcheva y Okabe, 2006).

1.4 Bacterias hospederas de bacteriofagos somaticos y F-

especificos

Se observan dos mecanismos empleados por los colifagos para infectar a las

bacterias hospederas. Los colifagos somaticos lo hacen uniéndose a la pared
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celular y los colifagos F especificos lo hacen por el pilli F o fimbrilla sexual, lo
que bajo condiciones 6ptimas provoca la lisis de la bacteria en un periodo entre
20 a 30 minutos (Long et al., 2005; Ogorzaly y Gantzer, 2009).

El pilli sexual que media la infeccion de los F especificos, es codificado por el
plasmido F, detectado por primera vez en E. coli K12 y solo se forma a

temperaturas cercanas o mayores de 37 °C (Jofre, 2002).

Entre las cepas hospederas mas usadas en los laboratorios de analisis
ambiental estan E. coli B, C, CN, CN13, C-3000, HS (pFamp) R, E. coli K-12
Hfr, ademas de las cepas WG45 y WG49 de Salmonella typhimurium, las
cuales tienen insertado el plasmido F de E. coli, responsable de la produccién
del pilli sexual (Tabla 5). Para la deteccion de bacteriéfagos F-especificos las
cepas hospederas mas usadas son E. coli K-12 Hfr, E. coli HS (pFamp) Ry
Salmonella typhimurium WG49.

De este grupo de cepas, E. coli K-12 Hfr puede detectar, tanto colifagos
somaticos como F-especificos, E. coli HS (pFamp) R, y Salmonella
typhimurium WG49 pueden detectar colifagos somaticos pero en baja
proporcion, ya que los reportes muestran que mas del 90-95% de los
bacteriéfagos detectados en agua residual por estas hospederas son colifagos
FRNA especificos (Schaper y Jofre, 2000; Havelaar y Hogeboom, 1984;
Mooijman et al., 2002; Gerba, 2006).

Brion y colaboradores (2002) reporta que los bacteriéfagos detectados en agua

residual y superficial (65.7% de 105 y 87.5% de 288, respectivamente) usando

la hospedera E. coli Famp son en su mayoria F'RNA.
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Tabla 5. Cepas hospederas mas usadas para la deteccion de bacteriofagos
(Modificado de Gerba, 2006)

Bacteria hospedera Cepa Ventajas Desventajas

S. typhimurium (F)  WG45 Detecta fagos somaticos Solo la infectan  fagos
somaticos.

S. typhimurium (F*)  WG49 Se reporta que es No es especifica a los fagos F-

selectiva para los fagos RNA: también la pueden
RNA. Tasa de infectar colifagos somaticos y
segregacion del plasmido fagos F-DNA.

F baja.

Resistencia a kanamicina

y acido nalidixico.

E. coli (F) CN, CN13  Resistencia al acido Solo son infectadas por fagos

nalidixico somaticos.

E. coli (F) Susceptible a la infeccion por

E. coli (K-12 F") K-12 F-DNA, fagos somaticos T.

WG21, AL, Eficiencia baja para conteo de
Q13 fagos F-RNA presentes en el
ambiente.

E. coli (F) B El conteo de las placas es de
5 a 6 veces menor que los
otros fagos usados en los
ensayos ambientales.

E. coli (F) C Conteo alto de placas

Resistencia a acido
nalidixico. Susceptible a
la infeccion de fagos
somaticos de DNA.

E. coli (F") c-3000 Puede ser infectada por
algunos colifagos sométicos,
pero la mayoria de los fagos
son somaticos.

E. coli K-12 (F") W3110

E. coli R AMP, RR Resistente a Conteo bajo y susceptibilidad a

estreptomicina y
ampicilina.

El porcentaje de deteccion
de fagos F-RNA es alto.

ser infectada por fagos F-DNA.
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2. Antecedentes

El agua residual cruda y la residual tratada, son una fuente importante de
nutrientes para el riego agricola. México es uno de los paises donde se reporta
una mayor area irrigada con este tipo de agua o bien que la reutiliza. Los
principales usos son riego agricola, siendo los valles del Mezquital-Ixmiquilpan
(Estado de Hidalgo) y de México, un claro ejemplo de esta practica (Jiménez y
Chavez, 2004; Downs et al., 1999).

En México, alrededor de 180,000 hectareas se riegan anualmente con este tipo
de agua. Debe considerarse que existen riesgos asociados a ésta practica,
sobre todo cuando se reutiliza para el riego de cultivos que se consumen

crudos (Jiménez, 2006).

Parte del origen de los problemas de la calidad del agua en México pueden
deberse a que aproximadamente el 76% del agua se vierte sin tratamiento
alguno al ambiente (Toledo, 2009; Mazari-Hiriart et al., 2008).

En las normas mexicanas, los parametros microbiolégicos consideran al grupo
de coliformes fecales y totales, cuyo principal representante es Escherichia coli,
asi como a los huevos de helmintos como indicadores de contaminacion fecal
del agua. Los limites maximos permisibles establecidos para cada

microorganismo dependen del uso que se le dé al agua.

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997 (DOF, 1997),
establece los limites maximos permisibles de contaminacion para las aguas
residuales tratadas que se reusen en servicios al publico, ya sea con contacto
directo e indirecto. Esta norma establece que los limites permisibles para
coliformes fecales son de 240 NMP/100mL y para los huevos de helmintos de

1 huevo/100mL y hasta 5 huevos/100ml (NMP= Numero mas probable).

En la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, se establecen los limites

permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su
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potabilizacion. Su modificacion en el ano 2000 refiere que las bacterias

coliformes fecales deben estar ausentes en 100 mL de agua.

En ninguna de las normas mexicanas de agua vigentes, para diversos usos, se
contemplan la deteccion de virus y protozoarios como indicadores de
contaminacién fecal, a pesar de que estos patégenos son los causantes del
mayor numero de infecciones transmitidas por via hidrica reportados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y cuya presencia no esta

correlacionada con las bacterias indicadoras convencionales.

Los reportes en México sobre el uso de indicadores alternativos han mostrado
una correlacion positiva entre los bacteriofagos y las bacterias coliformes, asi
como también entre bacteriofagos y enterovirus (Espinosa et al., 2009).
Mientras que Fonseca (2010) reporta la deteccion de bacteriéfagos en

muestras donde no se detectaron bacterias indicadoras.

En cuanto a trabajos de deteccion de virus entéricos en matrices ambientales
en el pais, son muy pocos los trabajos reportados en revistas especializadas.
Aunado a lo anterior, la informacién epidemioldgica es limitada, ya que no se
conoce la incidencia de las infecciones entéricas de origen viral y su relacion
con la ingesta de agua que puede estar cumpliendo (o0 no) la normatividad de
calidad vigente (DGEPI, 2010; Espinosa, 2008).

De los trabajos realizados en la deteccion de virus entéricos, destacan los
realizados por Espinosa et al., 2009 y Hernandez et al., 2009, en los que se
reporta la deteccion de enterovirus, rotavirus, astrovirus y el virus de hepatitis A
en sistemas acuaticos. Ademas de Silva (en preparacion) que reporta la

deteccion de enterovirus y adenovirus en agua residual de reuso para riego.

La hepatitis causada por el virus de hepatitis A (VHA) es de las enfermedades
mas comunes en los paises con condiciones sanitarias deficientes. Los
patrones de distribucion del VHA en el mundo presentan una clara relacion con
el desarrollo socioecondmico de cada pais. Se observa una endemicidad baja

en regiones desarrolladas y alta en los paises en desarrollo (Jothikimar et al.,
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2005; Costafreda et al., 2006; Sanchez et al., 2006; Jacobsen y Koopman,
2004).

El VHA es el virus tipo del género Hepatovirus dentro de la familia
Picornaviridae, solo existe un serotipo, y por secuenciacion de la region VP1/2A
se diferencia en 6 genotipos (I, Il, Ill, IV, V y VI), de los cuales solo tres infectan
al humano (genotipo I, Il y IlI). El genotipo | subdividido en los subtipos IA y IB
es el ampliamente distribuido, siendo el genotipo IA el que se asocia mas con
las infecciones, seguido por el 1B (Costafreda et al., 2006; Jothikumar et al.,
2005).

Este virus es responsable de cerca de la mitad de todos los casos de hepatitis
infecciosas agudas y tiene wuna distribucion mundial. Se transmite
principalmente por via fecal-oral, contacto persona-persona o por consumo de
alimentos y agua contaminada, en especial mariscos, fruta y verduras. Los
alimentos que mas se han relacionado con los brotes estan las ostras y almejas
crudas, cebollas cambray, asi como fresas y frambuesas congeladas y lechuga
(Shan et al., 2005; Sair et al., 2002).

México es un pais endémico para esta enfermedad (Valdespino, 2007; Tapia et
al., 1999; Poovarawan et al., 2002). Tan solo para el afio 2010, el numero de
casos de infecciones causadas por el VHA en el pais ascendieron a 10,505
casos, siendo el Distrito Federal y el Estado de México, los estados donde se
presentd el mayor numero de casos, con 1,053 y 891 casos respectivamente
(DGEPI, 2010).

Sin embargo, en México la hepatitis A no se considera un problema prioritario
de salud publica debido a que la infeccion se presenta durante los primeros
afios de vida, produciendo una enfermedad “benigna” y predominantemente
asintomatica. El patrén de endemicidad en el pais es alto e intermedio, el cual
depende de la region. Debe considerarse que la mayoria de la poblacion ya
presenta anticuerpos contra el VHA antes de los 10 afios (Valdespino et al.,
2007).
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Con la mejora de las condiciones sanitarias y sociales, los casos de infeccidn
se han reducido al disminuir el riesgo de exposicion al agua y alimentos
contaminados. Tal hecho ha provocado que el numero de personas
susceptibles a la infeccion y la probabilidad de aparicién de brotes epidémicos
aumenten. Los reportes de infeccion por VHA ahora presentan picos de
infeccion en la infancia tardia o adolescencia, en lugar de la infancia temprana.
Al ser la manifestacion clinica y la letalidad de la enfermedad dependiente de la
edad (aumenta con la edad), los nifos al presentar una infeccidén asintomatica
los convierte en fuente de dispersién (Tanaka, 2000; Tapia et al., 1999;
Hussain et al., 2006; Strauss y Strauss, 2008).

En nuestro pais, la informaciéon que se tiene sobre la morbilidad y mortalidad
asociada con hepatitis A es escasa, y si el diagnostico no es adecuado, la
informacion epidemiologica sera incompleta. La mayoria de los brotes del VHA
se diagnostican a nivel serolégico, a pesar de que existe una correlacion
directa entre la carga viral y la enzima alanina aminotransferasa (ALT), con la
serotificacion no es posible distinguir entre serotipos o cepas del VHA, por lo
que no es posible detectar cambios epidemioldgicos en una poblacién; esto
convierte a las aplicaciones de técnicas moleculares para la deteccion y

cuantificacion del VHA de suma importancia (Hussain et al., 2006).

El poder diferenciar entre genotipos virales nos ayudaria a la identificacion de
casos esporadicos o brotes, generando un diagnéstico rapido y la evaluacién
de posible riesgo a la salud (Khaled et al., 2005). Esto se torna cada dia mas
relevante con el incremento en las practicas de importacién y exportacion de
productos alimenticios, asi como la facilidad que se tiene para desplazarte

alrededor del mundo.

Al respecto existen reportes donde fresas congeladas y cebollas verdes
exportadas de México a Estados Unidos han ocasionado brotes de infecciones
por el VHA y donde la identificacidn del virus se logré por medio de técnicas de
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa por sus siglas en ingles) (Seymour
y Appleton, 2001).
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Las pruebas moleculares tienen una aplicacidn exitosa en muestras
ambientales, ya que permiten la deteccion rapida y especifica de virus
entéricos humanos. Dentro de las técnicas moleculares, la técnica de PCR en
tiempo real puede ser usada para estimar la cantidad de particulas virales en
muestras ambientales y para la deteccién de virus que no se han logrado
cultivar (Dubois et al., 2007).

Entre los métodos descritos para la deteccion del VHA por RT-PCR en tiempo
real destacan los descritos por Costa-Mattioli et al.,, 2002; Silberstein et al.,
2003; Abd EI Galil et al., 2004; Hewitt y Greening, 2004; Brooks et al., 2005;
Jothikumar et al., 2005 y Amado et al., 2008. Por otro lado, también se dispone
de kits para la cuantificacion del VHA; el kit de Roche LightCycler (LC) y el
RealArt (Amado et al., 2008; Sanchez et al., 2006).

Las ventajas de utilizar métodos moleculares como lo es el RT-PCR en tiempo
real son: la alta sensibilidad, la posibilidad de la deteccion y amplificacion
simultanea del acido nucleico blanco en un solo paso, ademas de tener un
rango dindmico alto (>10” muestra) que permite comparar de manera sencilla
las concentraciones de RNA de las muestras y la posibilidad de generar datos

cuantitativos (Houde et al., 2007).

Hay que tomar en cuenta que los patdégenos virales, tienen hospederos
especificos. En el caso de los virus entéricos al ser excretados Uunicamente por
individuos infectados, se proponen como una herramienta prometedora para
determinar las fuentes de contaminacion fecal en los sistemas acuaticos, que al
usarse en conjunto con las bacterias indicadoras y bacteriéfagos ayudaria a
identificar y prevenir la transmision de enfermedades entéricas virales,
mejorando la vigilancia en salud publica. Un aspecto muy interesante y que
resulta de gran utilidad, es que los enfermos de hepatitis A requiere atencion
médica y por tanto acuden al servicio donde se registra y reportar el caso, asi
como se le da seguimiento. Este seguimiento es de gran utilidad para
monitorear el manejo del agua y/o los alimentos que eventualmente estan
contaminados con heces. El tiempo de la enfermedad ofrece la opcién de una

localizacion de fuentes contaminantes asi como de su control.
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En este sentido se reportan los avances experimentales para utilizar al VHA
como herramienta para el monitoreo ambiental. Asimismo las opciones de
diagndstico rapido y que aporten la mayor informacion posible son de suma
importancia para prevenir y controlar brotes de enfermedades virales

transmitidas por agua.

3. Hipo6tesis y Objetivos

3.1 Hipotesis

Si la contaminacién fecal del agua puede ser evaluada utilizando colifagos que
tienen diferentes estrategias para infectar bacterias coliformes, entonces la
presencia y abundancia ampliara la capacidad de evaluacion de calidad de

agua, empleando colifagos como agentes modelo de virus entéricos en agua.

3.2 Objetivo general

e Evaluacion del uso de las bacterias hospederas Escherichia coli HS
pFamp y Escherichia coli K12 Hr en la deteccién de colifagos.

e Determinar la presencia y carga viral de hepatitis A por medio de
técnicas de RT-gPCR.

3.3 Objetivos particulares

e Deteccion de colifagos utilizando dos cepas de bacterias hospederas E.
coli HS pFamp y K12 Hr en dos sistemas acuaticos de un ambiente
urbano y un ambiente rural.

e Adaptacion de un protocolo de RT-gPCR para la deteccion del virus de la

hepatitis A en muestras ambientales en diferentes tipos de agua.

4. Area de estudio
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En el estudio se consideraron dos areas: La cuenca del rio Cuitzmala, Jalisco y
el rio Magdalena, Distrito Federal. Ambas son areas naturales, pero el rio
Cuitzmala se localiza en un entorno rural, mientras que el rio Magdalena se
localiza en la periferia de una zona urbana. Se eligieron estos dos contextos
ambientales con la idea de contrastar la presencia de los indicadores de

contaminacion fecal.

4.1 Rio Magdalena, Distrito Federal

El rio Magdalena se ubica en la Sierra de las Cruces al suroeste del D. F., a los
19°15°06” de latitud norte y 99°17°30” de longitud oeste. Tiene una extension
de 28.2 km, abarca 3 delegaciones politicas: Magdalena Contreras (78%),
Alvaro Obregén (5%) y Cuajimalpa (17%) (Monges, 2009). Existen dos tipos de
clima debido al gradiente altitudinal. En la parte urbana y hasta los 3,050 m el
clima es templado subhumedo y en la parte mas alta entre los 3,100 y 3,800
msnm el clima es semi-frio. La temperatura media anual oscila entre 10 y 14°C,
la precipitacion en la parte baja es cerca de los 1,000 mm, y hasta 1,500 mm

en la zona mas alta (Garcia, 1988) (Figura 2).
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Cuenca del Rio Magdalena
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Figura 2. Sitios de muestreo para la deteccion de colifagos en el rio Magdalena, D.F.
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4.2 Rio Cuitzmala, Jalisco

La cuenca del rio Cuitzmala se localiza en la Costa del Pacifico mexicano al
suroeste del Estado de Jalisco. Cuenta con una extension de 1,089.27 km? y se

ubica en los municipios de La Huerta y Villa Purificacion.

Las principales localidades son La Eca, Emiliano Zapata, San Miguel, Jirosto,

los Achiotes, Nacastillo, Francisco Villa, Espinos del Judio y San Miguelito.

El clima es calido subhumedo con una temperatura media anual de 24.9°C con

una precipitaciéon media anual de 748 mm.

Las principales actividades que se realizan en la cuenca son la agricultura y la
ganaderia extensiva (Rojas, 2010).

Para el ano 2010 el INEGI reporta una poblacién de 23,428 habitantes para el
municipio de La Huerta y de 11,623 habitantes para el municipio de Villa

Purificacion (Figura 3).

28



Cuenca del Rio Cuitzmala, Jalisco
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Figura 3. Sitios de muestreo para la deteccién de colifagos en la cuenca del rio Cuitzmala, Jalisco.



5. Métodos

5.1 Diseio experimental

Las muestras de agua utilizadas para el analisis de bacteriéfagos del rio
Magdalena corresponden a los afios de muestreo 2008-2009, como parte del
Proyecto del Plan Maestro del Rio Magdalena como una colaboracion entre el
Gobierno del Distrito Federal y la UNAM (PUEC-UNAM-GDF, 2007)

Del area de rio Cuitzmala se trabajé con muestras colectadas durante los afios
2008, 2009 y 2010, como parte del proyecto Desarrollo interdisciplinario de
modelos conceptuales y herramientas metodoldgicas para el estudio de los

servicios ecosistémicos con clave SEP-Conacyt 50955.

La colecta fue de 51 muestras en los periodos que comprenden de octubre
2008, junio y octubre 2009 y mayo 2010, considerando dos temporadas de
muestreo correspondiente a las temporadas de secas y lluvias, durante dos
ciclos anuales.

Las muestras fueron colectadas en botellas de polipropileno, Nalgene de 1y 10
L previamente esterilizados a 115 atmdsferas de presion, durante 15 minutos.
Durante el transporte las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C. Una vez

en laboratorio las muestras fueron congeladas a -70°C hasta ser procesadas.

5.2 Concentracion de las muestras de agua

Las muestras de agua fueron concentradas por ultrafiltraciéon, tomando como
base los trabajos de Hill et al (2005), y de Polaczyk et al (2008).

En este método se utilizaron filtros de polisulfona F80A (Fresenius Medical
Care), el cual tiene un intervalo de filtraciéon de moléculas con peso molecular
entre 15-20 kDa (kilo daltones). El ultrafiltro se bloqued previamente haciendo
recircular un 1 L de una soluciéon de NaPP 0.1% (polifosfato de sodio) durante

30 min, con lo cual se logra cargar negativamente las fibras del filtro
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incrementando la repulsién entre la carga negativas de los microorganismos y
la superficie del filtro, minimizando la adhesion. También se prepararon las
muestras antes de ser concentradas agregando NaPP como disgregante a una
concentracion final de 0.1% (Polaczyk, 2008). La concentracion se realizé a un
flujo constante de 1,700 mL/min y una presién de 15 a 20 psi, que se logro por
medio de una bomba peristaltica (Masterflex, Cole Palmer, USA). El volumen
final aproximado del concentrado fue de 100mL. Las muestras concentradas

fueron preservadas a -70°C para su posterior analisis.

5.3 Deteccion de colifagos

5.3.1 Cultivo de bacterias hospederas

Las bacterias hospedera utilizadas fueron E. coli K12—Hfr 3000 (ATCC 23631)
y E. coli HS (pFamp) R (ATCC 700891).

Para el crecimiento de la cepa E. coli K12—Hfr, se prepararon 50 mL de medio
liquido TGYB (Bioxon), previamente esterilizado, al cual se le adicion6 una
solucion de Ca-glucosa (calcio-glucosa) en una proporciéon de 1 mL por cada
100 mL. En el medio se inocularon 0.5 mL de la bacteria E. coli K12—Hfr en 50
mL de medio TGYB, este se incubd durante 12 horas aproximadamente, a una
temperatura de 37°C (ISO, 1995).

Para el crecimiento de la cepa E. coli HS (pFamp) se prepararon 50 mL de
medio liquido TSB (Fluka), previamente esterilizado al cual se le adicion6 la
solucion de antibiotico ampicilina/estreptomicina (Sigma) en una proporcién de
10 mL por cada litro, teniendo una concentracion de antibiéticos de 1.5%. En el
medio se inocularon 0.5 mL de bacteria E. coli HS en 50 mL, éste se incubd
durante 2 horas aproximadamente a una temperatura de 37°C con agitacion en
Bano Maria (EPA, 2001).
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5.3.2 Ensayo en doble capa de agar

La cuantificacién de colifagos se realizé utilizando el método de doble capa de
agar segun los lineamientos de la International Standard “Water quality-

Detection and enumeration of bacteriophages” ISO 10705-1:1995.

Se mezclaron 0.5 mL de muestra y 0.5 mL de bacteria hospedera (E. coli K12)
en 5 mL de agar semisélido de medio TGYB (Bioxon) (estéril y con Ca-
glucosa). La mezcla de agar semisolido se vacio en cajas de Petri (100 X 15
cm) que contenia medio TGYB sdlido (con Ca-glucosa) previamente
preparadas. Una vez solidificado el medio, las cajas se incubaron por 18 horas
a 37°C. Transcurrido el periodo de incubacion, se realizé la cuantificacion de
las placas y los resultados se reportaron en unidades formadoras de placa por
mililitro (UFP/mL).

La cuantificacion de colifagos detectados con la bacteria hospedera E. coli HS
(pFamp) se realizo segun los lineamientos de la EPA “Method 1602: Male-
specific (F') and Somatic Coliphage in water by single agar layer (SAL)

procedure”.

De manera general, se mezclaron 0.5 mL de muestra y 0.5 mL de bacteria
hospedera (E. coli HS), en 5 mL de agar semisdélido de medio TSB (Fluka),
estéril y con los antibidticos. La mezcla de agar semisolido se vacio en cajas de
Petri (100 X 15 cm) que contenia medio TSB sodlido (con antibidticos)
previamente preparadas. Las cajas se incubaron por 18 horas a 37°C.
Transcurrido el periodo de incubacion, se realizé el conteo de las placas y los
resultados se reportaron en unidades formadoras de placa por mililitro
(UFP/mL).

El limite de deteccion del método de doble capa de agar se determin6 entre 1y
10 UFP (Fonseca, 2010).
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5.4 Deteccion de virus en muestras de agua

5.4.1 Controles del virus de hepatitis A (VHA) y poliovirus

Para la adaptacion del protocolo para la amplificaciéon del VHA se utilizaron
como controles positivos del HAV el reactivo HAV RNA Working Reagent for
Nucleic Acid Amplification Techniques de NIBSC (cédigo NIBSC 01/488). .
También se trabajé con una muestra de heces positiva a VHA (positiva a anti-
VHA vy niveles altos de ALT), donada por el Dr. Miguel Angel Torres Vega del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Y como control positivo para enterovirus se uso polio vacunal (VOP, BIRMEX).

5.4.2 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizo el Mini kit QlAmp Viral RNA (QIAGEN)
siguiendo las instrucciones del fabricante, obteniendo un volumen de

recuperacion final de 80 L.

5.4.3 Curva estandar

Las curvas estandar para cada virus se construyeron con cinco puntos de
referencia y cada punto se ensayo por duplicado. Para la construccion de la
curva estandar del VHA se realizaron cuatro diluciones seriales 1:2, iniciando
con una concentracion de 40 genomas. Para la curva estandar de enterovirus
se realizaron siete diluciones seriales 1:5, tomando las ultimas cinco para la

curva iniciando con una concentracién de 7 x 10° genomas.

5.4.4 RT-gPCR

En el ensayo de gqRT-PCR se uso el kit Tagman One-step RT-PCR (Applied
Biosystems), teniendo un volumen final de reaccion de 30 L (10 pl del extracto

y 20 pL de la mezcla de reaccion).

Los oligonucledtidos utilizados para la deteccidn del virus de la hepatitis A
hibridan en la region 5’NCR (no codificante) (Jothikumar et al., 2005), al igual

que los oligonucledtidos utilizados para enterovirus (EV) los cuales también
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hibridan en la region 5’'NCR (Monpoeho et al., 2000). Cabe mencionar que la
region 5’NCR es muy conservada en el genoma de la familia Picornaviridae, lo

cual es favorable cuando se quiere utilizar a EV como indicador de enterovirus.

Las sondas TagMan para la deteccion de los virus fueron marcadas con el
fluoréforo 6-carboxiufluoresceina (FAM) en el extremo 5 y con el quencher
Black Hole (BHQ) el extremo 3".

Las condiciones de las corridas tanto del VHA como de poliovirus fueron 50°C
por 30 min., 95°C por 15 min, seguido de 45 ciclos de 95°C por 10 s, 55°C por
20sy72°Cpor 15s.

5.5 Analisis de datos

Para poder determinar si existian diferencias entre las bacterias hospederas
considerando el tipo de zona en la que se tomaron las muestras de agua, se
uso estadistica paramétrica. La prueba se realizé aplicando un Analisis de la
Varianza (ANDEVA) usando el paquete estadistico STATGRAPHICS Centurion
XV Version 15.2.06.

6. Resultados

Como primer punto se presentan los resultados de la deteccidn de colifagos, en
los cuales se muestran las frecuencias en la deteccion con cada una de las
hospederas en cada sitio de acuerdo con la temporada y el afio de la muestra,
y los resultados obtenidos del analisis estadistico, reportando si existe 0 no una
diferencia en el conteo de colifagos en funcién de la bacteria hospedera y el
sitio de muestreo.

En el segundo punto se muestran los avances de la estandarizacién de la

técnica de RT-PCR en tiempo real para la deteccién de VHA.

6.1 Deteccion de colifagos

Con respecto a la deteccion de colifagos en agua del rio Magdalena, se

consideraron muestras de la temporada de lluvias y secas del afno 2008. La
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muestra de la zona urbana 9 (Zu9) de la temporada de secas los conteos mas
altos se obtuvieron con la bacteria hospedera E. coli K12 (134 UFP/mL). En
este mismo sitio pero para la temporada de lluvias los conteos mas altos se
registraron con la bacteria hospedera E. coli HS (200 UFP/mL) (Figura 4).
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Figura 4. Frecuencia de colifagos con ambas hospederas en las temporadas de lluvias y secas
de 2008 en rio Magdalena. Sec= secas y Lluv= lluvias; K12 y HS son las bacterias hospederas.

En el ano 2009 en la zona urbana 11 (ZU11) en las de lluvias secas los
conteos mas altos se obtuvieron con la bacteria hopedera E. coli K12, lluvias
con 112 UFP/mL y secas con 116 UFP/mL, mientras que con E.coli HS se

registré6 un conteo alto para la temporada de secas en ZU11 (71 UFP/mL)

(Figura 5).
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Figura 5. Frecuencia de colifagos con ambas bacterias hospederas en las temporadas de
lluvias y secas de 2009 en rio Magdalena. Sec= secas y lluv= lluvias; K12 y HS son las

bacterias hospederas.

En el area de del rio Cuitzmala en la temporada de lluvias 2008, San Miguel

(SM) fue el sitio donde se obtuvieron conteos mas altos con ambas bacterias
hospederas, los cuales fueron 0.045 UFP/mL con K12 y 0.06 UFP/mL con HS

(Figura 6).
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Figura 6. Frecuencia de colifagos con ambas bacterias hospederas en la temporada de lluvias
de 2008 en rio Cuitzmala; K12 y HS son las bacterias hospederas.
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Para la temporada de secas 2009 la ECA fue el sitio donde se obtuvé un
conteo relativamente mayor con la bacteria hopedera E. coli K12 (0.105
UFP/mL). Mientras que con la bacteria hospedera E. coli HS el mayor conteo
se registrd en la Laguna Principal 2 (LP2) (0.025UFP/mL), aunque éste no fue

signifivcativo (Figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de colifagos con ambas bacterias hospederas en la temporada de secas
de 2009 en rio Cuitzmala; K12 y HS son las bacterias hospederas.

En la temporada de lluvias 2009 fue el Canal Francisco Villa (CV) donde se

tuvo el mayor conteo con la hospedera E. coli K12 (4.563 UFP/mL), para los

demas sitios los conteos fueron bajos o nulos en algunos casos (Figura 8).
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Figura 8. Deteccion de colifagos con ambas bacterias hospederas en la temporada de lluvias
de 2009 en rio Cuitzmala; K12 y HS son las bacterias hospederas.

Para la temporada de secas 2010 los conteos mas altos se registraron en El
Camalote entrada (CE) con la hospedera E. coli K12 (1.104 UFP/mL). Las

detecciones de colifagos con E. coli HS fueron muy bajas (Figura 9).
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Figura 9. Deteccion de colifagos con ambas hospederas en la temporada de secas de 2010 del
rio Cuitzmala.
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6.2. Anadlisis estadistico

Los resultados del analisis estadistico de las ANDEVA (Analisis de la Varianza)
de los datos del rio Magdalena, en el cual se tom6 en cuenta a las dos
hospederas se encontré que existe una diferencia significativa (p<0.05) en la
frecuencia de deteccion de colifagos, ya que fue la hospedera E. coli K12 con

la que se obtuvieron los conteos mas altos (Figura 10).
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Figura 10. Prueba de medias para el conteo de colifagos con las bacterias hospederas E. coli
K12y E. coli HS en el rio Magdalena (p= 0.0262 con 95% de confianza) *"MG= rio Magdalena.

En los resultados de las ANDEVA obtenidas al comparar todos los datos en rio
Cuitzmala en donde también se tomaron en cuenta las dos bacterias
hospederas no se encontraron diferencias significativas entre las dos

hospederas, ya que las frecuencias de deteccion fueron similares (p>0.05)

(Figura 11).
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Figura 11. Prueba de medias para el conteo de colifagos con las bacterias hospederas E. coli
K12y E. coli Hs en rio Cuitzmala (p=0.1301 y 95 % de confianza) *Cuitz= rio Cuitzmala.

39



Cuando se compararon las hospederas en los dos sistemas se encontrdé que si
existen diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de
deteccion entre las hospederas, sobretodo en el area de rio Magdalena con E.
coli K12 (p<0.05) (Figura 12).

) £
£ 3

= .
K12_CUITZ HS_CUITZ K12_MG HS_MG

M edia
g

Figura 12. Prueba de medias para el conteo de colifagos con las bacterias hospederas E. coli
K12 y E. coli HS para ambas areas (rio Magdalena y rio Cuitzmala) (p= 0.0000 y 95% de
confianza).

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) al
comparar a las bacterias hospederas en los dos areas, incluyendo solo los
datos de los sitios mas cercanos a los poblados, encontrando que las
frecuencias de deteccion de ambas hospederas en el rio Magdalena son
mayores en comparacion del rio Cuitzmala, ademas de ser E. coli K12 la
hospedera que tiene los valores de las medias mas altos, pero ademas en
Cuitzmala las dos bacterias hospederas no presentan una variacion en la
frecuencia de deteccion entre ellas, ya que si bien E. coli HS registr6 mayor
conteo que E. Coli K12, las detecciones no fueron significativas. A diferencia de

la frecuencia de deteccion de las muestras de rio Magdalena (Figura 13).
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Figura 13. Prueba de medias para el conteo de colifagos con las bacterias hospederas de E.
coli K12 y E. coli HS solo tomando en cuenta los datos de las muestras cercanas a los
poblados Magdalena y Cuitzmala (p=0.0000 y 95% de confianza).
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5.7 Estandarizacion del método de deteccion del virus de
Hepatitis A

El experimento realizado para probar las condiciones de amplificacién y la
construccion de la curva estandar del VHA usando como control positivo HAV
RNA (NIBSC), muestra que para el primer punto de la curva que contenia 40

genomas el Ct umbral estuvo entre el 33-34 (Figura 14).
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Figura 14. Amplificacion de VHA usando como control el reactivo HAV RNA de NIBSC. ARn es
la magnitud de la sefial generada, CT (threshold cycle) es el numero de ciclos en el cual la
fluorescencia alcanza el threshold fijado.

Al usar heces de un individuo positivo para VHA como control para la
amplificacion y construccién de la curva estandar, se encontr6 que el ciclo
umbral es el mismo que cuando de usé como control positivo el HAV RNA
(NIBSC) (Ct 33-34) (Figura 15).

0.40 -
0.35
0.30 '/

0.25 1

ARN

0.20 4

0.15 4

0.10 4

0.05

Crt

Figura 15. Amplificacién del VHA usando como control positivo de heces de un individuo que
dio positivo a hepatitis A. ARn es la magnitud de la sefial generada, CT (threshold cycle) es el
numero de ciclos en el cual la fluorescencia alcanza el threshold fijado.
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Se realizé un ensayo para ver si las condiciones de amplificacion usadas para
el VHA funcionaban para amplificar poliovirus. En el mismo experimento se
construyeron dos curvas estandar, una de poliovirus y otra del VHA (Figura 16A
y 16B).

Los resultados del ensayo muestran que el protocolo utilizado para amplificar el
VHA también funciona para amplificar poliovirus. En la Figura 16 se muestra
que el umbral de deteccidén para las muestras con poliovirus vacunal fue en el
ciclo 25, mientras que para las muestras que tenian como control el VHA fue en
el ciclo 33 (Figura 16).

035
0.40 /
0.35 | A = 030 B
0.30 | a8 — 025
< 0251 / ; 020
% 020 | g

0.15

/

0.15 | i/

0.05 | J 005

ow e ———— S r - aw — - — ————— - —_—
2 " w0 l.; ": ‘.l o =z ‘.: F - 2 % ; 2 u 2 4 6 @& * " N T EEEY

4 6 8

CTt

Figura 16. Gréaficas de amplificacion del VHA y poliovirus. En la grafica A solo se muestran los
puntos de la amplificacion usando como control positivo el HAV RNA (NIBSC) (VHA); en la B se
muestran solo los puntos usando el control de polio vacunal y en la C se muestra la gréfica de
amplificacion con ambos virus. ARn es la magnitud de la sefial generada, CT (threshold cycle)
es el numero de ciclos en el cual la fluorescencia alcanza el threshold fijado.
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7. Discusioén

Trabajar con muestras ambientales es relativamente complicado, ya que cada
sistema presenta caracteristicas particulares desconocidas, que pueden
interferir con la obtencidn de los resultados y hacer que estos varien

dependiendo del sistema de estudio.

7.1 Colifagos

En los resultados de las muestras de rio Magdalena los conteos de colifagos
siempre fueron mayores en la zona urbana con respecto al area natural; esto
puede atribuirse a que en areas urbanas se tienen aportes de agua residual las
cuales provienen de diversas fuentes aportando a la matriz agua y diversos
elementos en cantidades variables mientras que en las areas naturales las

fuentes potenciales de contaminacién son menores

En el rio Cuitzmala las muestras en donde continuamente se detectaron
colifagos fue en los puntos mas cercanos a los poblados, sin embargo aun y
cuando los conteos no fueron significativos, también hubo detecciones en las

areas alejadas de los poblados.

Como ya se menciond, las muestras de agua que fueron analizadas para la
deteccion de colifagos de ambos sistemas estuvieron almacenadas (-70 °C)
durante un tiempo antes de realizar este estudio, lo cual probablemente causé
pérdida de infectividad en los colifagos, lo cual pudo haber afectado la
frecuencia y cantidad de conteo. Pero a pesar de esto, hubo detecciones lo que

nos indica no solo la persistencia sino también la resistencia de estos.

Parte del trabajo se dirigié hacia el entendimiento de si alguna de las dos
hospederas presentaba alguna ventaja o no en su uso a partir de la frecuencia
de infeccion por los colifagos y facilidad de manejo de los métodos. Al analizar
estadisticamente los resultados comparando la frecuencia de infeccion de las
hospederas en el sistema de rio Magdalena, se encontré que si existian

diferencias significativas ya que E. coli K12 fue infectada por colifagos con

43



mayor frecuencia, mientras que las infecciones para E. coli HS fueron menos

frecuentes.

Estos resultados se explican por las caracteristicas biolégicas de cada una de
las hospederas, ya que la posibilidad que tengan los bacteriéfagos para
infectarlas dependera principalmente de la disponibilidad de los receptores que
tenga la bacteria (Havelaar y Hogeboom, 1984) y los conteos altos pueden
deberse a que E. coli K12 es una hospedera que puede ser infectada tanto por
la pared celular (colifagos somaticos) como por pilli sexual (F-especificos),
ademas de que se debe tomar en cuenta que el medio usado para ésta
bacteria no es tan selectivo y si las muestras de agua con las que se trabajo
presentan otras bacterias, estas pudieron interferir con la cepa hospedera, por
lo que los conteos probablemente no solo fueron los obtenidos por la infeccion
a E. coli K12 (Debartolomeis 'y Cabelli, 1991).

Para el caso de la E. coli HS los conteos bajos pueden deberse a que el medio
que se utiliza para esta bacteria esta complementado con antibidticos
(ampicilina/estreptomicina), aprovechando el hecho de que esta cepa tienen un
plasmido que le confiere resistencia a antibidticos. Esta particularidad reduce o
elimina el crecimiento de las bacterias que se encontraban de manera natural
en las muestras, por lo que el conteo fue solo de los colifagos que infectaron a

esta hospedera (Leclerc et al., 2000), resultando ser un medio mas especifico.

En el analisis estadistico realizado para el area de rio Cuitzmala no se
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de deteccidén entre las
hospederas, ya que aunque E. coli HS detecto mas colifagos comparado con
los detectados por E. coli K12, la frecuencia de deteccion no fue significativa.
Lo anterior podria explicarse por el tamano de poblacibn que esta
contribuyendo con el aporte de agua residual al sistema, ya que en rio
Cuitzmala en las poblaciones mas grande se tiene entre 400 a 1,000
habitantes, asi como por tratarse de aportes menos diversos que en una zona

urbana.
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Cuando se compar6 a las dos hospederas en ambos sistemas se encontré que
en rio Cuitzmala tanto E. coli K12 como E. coli HS no mostraban diferencias en
su frecuencia de deteccion, pero en rio Magdalena estas diferencias eran muy
marcadas, ya que con E. coli K12 se detectaron mas colifagos, lo puede estar
asociado con los sistemas que estan sometidos a diferentes presiones
ambientales ya que el rio Magdalena se encuentra en un medio urbano y el rio
Cuitzmala un area rural, estas condiciones pueden repercutir en la diversidad y

abundancia de los colifagos.

Por lo que al usar ambas bacterias hospederas la informaciéon que se obtuvo
fue complementaria, dado que cada una detecta un grupo de bacteridéfagos en

especifico

7.2 Estandarizacion del RT- gPCR para VHA

En lo que respecta al analisis molecular con el virus de hepatitis A, se tuvd que
cambiar de estrategia en los ensayos para su deteccion, ya que inicialmente se
consideré estandarizar un protocolo de RT-PCR de punto final, pero se
enfrentaron dos puntos limitantes. Por un lado, la cantidad de particulas de
VHA en el control positivo eran bajas (80 particulas/mL) y por otro lado los
limites de deteccion del protocolo de RT-PCR son altos. Esto ultimo coincide
con lo reportado por De Paula et al (2007), quienes reportan que logran
detectar el VHA por RT-PCR de punto final anidada en muestras que contenian
cargas virales mayores a 1,700 copias/L.

Debido a estas dificultades se optd por estandarizar la técnica de RT-qPCR, el
cual tiene ventajas sobre el PCR de punto final como el de ser un método de

deteccion rapida, especifica y sensible, ademas de generar datos cuantitativos.

Entre los trabajos que respaldan este cambio de estrategia esta el de De Paula
y colaboradores (2007), en el cual compara el RT-PCR en tiempo real y RT-
PCR de punto final anidada, reportando que el primero es un método mas
sensible ya que logra detectar un 92% de las muestras, mientras que el

segundo sélo logra detectar el 23% de muestras.
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Una vez realizado el ensayo de gRT-PCR se logré6 amplificar VHA, sin
embargo, la concentracion de particulas virales del control positivo, tanto de las
heces como el del control NIBSC eran insuficientes para realizar las diluciones
necesarias para la validacion del protocolo. Esto fue reconocido al evaluar el
rango dinamico y determinar la eficiencia tanto de amplificacion como la
sensibilidad de la técnica, ya que para esta se necesita construir una curva
estandar, para la cual se requieren concentraciones minimas de 2,000

particulas/uL.

Al tener estas limitantes se optd por realizar un ensayo de cuantificacion
relativa, para reportar presencia/ausencia usando como control de
amplificacion la vacuna de polio vacunal (VOP). Cuando se corrié una placa en
donde se colocd por separado las muestras que tenian a VHA y poliovirus se
encontré que el protocolo si funcionaba para amplificar a ambos virus. Pero
debido a que las sondas usadas para detectar el virus de hepatitis A vy
enterovirus (poliovirus) estaban marcadas con el mismo reportero (FAM en
ambos) y amplifican la misma regién (5'NCR), que es de las mas conservadas
dentro de la familia a la cual pertenecen ambos virus (Picornaviridae), no fue
posible seguir con este ensayo dado las condiciones que se requieren, no

obstante es una opcion que se pretende seguir trabajando durante la maestria.

Como segunda opcion se planteo en realizar un analisis cualitativo para asi
poder usar como control al virus de hepatitis A y reportar presencia/ausencia.
Al realizar de nuevo el ensayo para corroborar que las condiciones de corrida
eran las Optimas para el virus no se obtuvieron resultados positivos en la
amplificacion. La curva estandar resulto atipica (no se muestras estos datos) y
por comentario personal de otros especialista consultados que trabajan con
PCR en tiempo real atribuian la rareza de la curva a que el control

posiblemente se estaba degradando.
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8. Conclusiones

Las detecciones de bacteri6fagos fueron mayores con la bacteria
hospedera E. coli K12 en el rio Magdalena; mientras que en el rio
Cuitzmala fue E. coli HS, la que tuvo un frecuencia de deteccion

ligeramente mayor, aunque no fue significativa.

Usar ambas hospederas nos da informacion complementaria, ya que a
E. coli HS (pFamp) R la infectan principalmente F-especificos (RNA o
DNA), mientras que a E. coli K12 puede ser infectada por colifagos

somaticos. Por lo tanto recomiendo el uso de ambos.

Una de las ventajas de usar a E. coli HS (pFamp) R son el uso de
medios con antibidticos, por o que solo creceran las bacterias que se
estdn usando como hospedera, eliminando a las bacterias que la
muestra pueda tener, dando como resultado que la deteccion de los
colifagos sean solo los que infecten a E. coli HS. Pero con ambas es

facil el trabajo.
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Perspectivas

La deteccion de bacteriofagos para el monitoreo de calidad de agua es una
herramienta practica y econémica que permite conocer de manera indirecta la

probable existencia de virus entéricos.

Por lo que el uso combinado de indicadores alternativos junto con los
tradicionales permitira obtener informacion mas completa para analizar
contaminacion fecal y su posible asociacion con los microorganismos
patdbgenos como son virus entéricos. Ya que el numero y tipo de patégenos que

se pueden encontrar en matrices ambientales varia espacial y temporalmente.

Es recomendable contar con un control positivo idoneo si se quiere realizar
ensayos de RT-gPCR. Una alternativa si no se cuenta con controles es la
clonacion, con la cual se puede tener la region que se desea usar como control
en el proceso de amplificacién. Esto no solo podra ayudar a realizar ensayos

cuantitativos, también se puede usar para ensayos de genotipificacion.

Por lo que técnica de RT-gPCR para la deteccién y cuantificacién de virus en
matrices ambientales resulta una herramienta que nos permite tener resultados
en poco tiempo, ademas que puede detectar microorganismos que son dificiles
y mas laboriosos cultivar como VHA o que no se ha logrado cultivar como los

norovirus.
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Apéndice

En uno de los ensayos realizados, donde se vio que las condiciones de
amplificacion empleado para hepatitis A funcionaban para detectar enterovirus,
se decidié realizar un ensayo de validacion del protocolo de amplificacion
usando polio vacunal (VOP) como control positivo. VOP contiene polio 1,2 y 3,
y es de las mas utilizadas como control positivo para amplificar enterovirus
(polivirus, echovirus, coxsakievirus y enterovirus) que al igual que hepatitis A es
miembro de la familia Picornaviridae, y presentan regiones del genoma muy
conservadas, como la region 5’'NCR usada en este ensayo, razén por lo cual
creemos que es factible el uso de polio para validar el ensayo del VHA durante
el proceso de extraccion y amplificacion del acido nucleico (Costafreda et al.,
2006). Aunado a esto, se tienen reportes donde se documenta el uso de otros
virus como controles internos o externos en los procesos de extraccion y
amplificacion de hepatitis A, casos como el que reporta Di Pasquale et al
(2010) donde usan Calicivirus felino (FCV) o Costafreda et al (2006) a

Mengovirus (cepa vMCy), como control interno de amplificacion.

Sin embargo, el uso de otros virus como controles ya sea internos o externos,
se debe hacer siempre y cuando cumplan con las caracteristicas que se
requieran en el ensayo, como podria ser que las Tm de los oligos para cada
virus tengan diferencias minimas para no afectar la eficiencia de alguno de
ellos, y si se intenta un gRT-PCR los reporteros (fluoréforos) no deben ser los

mismos.

Para este ensayo se usaron muestras previamente colectadas como parte del
proyecto “Programa universitario para el manejo, uso Yy reuso del agua”
(PUMAGUA), que fueron colectadas en las temporadas calida-seca, calida-

lluvia y frias secas de 2009 y 2010.

En el método usado para la validacion de protocolo de amplificacion del VHA
con poliovirus, consistio en inocular 1 yL de VOP con una cantidad aproximada
de 1.17 x 10* particulas virales en volumen de 140 pL de cada muestra de

agua residual
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Se estimd que el RNA extraido de la muestra inoculada con polio vacunal
correspondia a 9,360 particulas virales en 80 pL (117 particulas/pL), esto

debido a que el porcentaje de recuperacion en la extraccion es de 80%.

Segun las condiciones del ensayo, en el volumen final de reacciéon de 30 uL
cada muestra tenia 1,170 particulas, por lo que se esperaba que el ciclo de
amplificacion de las muestras se ubicara entre el 27 o 29; ciclos entre los que
amplifican los puntos de la curva que tienen una concentracion de 1400
particulas (Ct 27) y 280 particulas (Ct 29). Contrario a esto encontramos que
los ciclos de amplificacién fueron mas altos (Cts entre 30-32) y en algunos
casos se obtuvieron Crt indeterminados (Figura 17 y anexo Il y IV). El valor de

la pendiente fue de -3.582 y tuvo una eficiencia del 90.187% (Figura 18).
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Figura 17. Amplificacién de poliovirus inoculado en muestras de agua residual y usando las

mismas condiciones del protocolo de amplificacion del VHA. ARn es la magnitud de la sefal

generada, CT (threshold cycle) es el numero de ciclos en el cual la fluorescencia alcanza el

threshold fijado

En el experimento se considero que la muestra al ser agua residual tratada
posiblemente podria contener enterovirus, por lo que se esperaba que el Ct
umbral disminuyera, ubicandose en el primer punto de la curva de validacién o

por lo menos entre ciclos 27-29 dada la concentracion que se le inoculo a las
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muestras (1170 particulas). Sin embargo contrario a lo esperado, se obtuvieron
Ct's mas altos, lo que indica que en las muestras se detecto menor cantidad de

particulas de las inoculadas.

Cr

‘1 2 _i -: 5 1.'.'1 L'.J JJ 1';J ;"I'J'J 1"J'IJ 1"J"J'J'J
Concentracion

Figura 18. Curva estandar de la amplificacion al inocular VPO en las muestras ambientales.
Los puntos de la curva estandar se muestran en rojo y en azul los puntos de las muestras
analizadas. CT (threshold cycle) es el nimero de ciclos en el cual la fluorescencia alcanza el
threshold fijado

El hecho de que las concentraciones detectadas hayan sido menores a las
inoculadas se atribuye al tipo de muestra con la que se trabajé. Dado que son
muestras de agua en las que pueden estar presentes compuestos;
componentes organicos o inorganicos los cuales pueden inhibir a las enzimas o
proteinas y carbohidratos que pueden unirse a los nucledtidos, etc., los cuales
pueden estar interfiriendo en la reaccién de amplificacién ya sea atenuandola o
inhibiéndola por completo. Pero a pesar de la probable existencia de
inhibidores la técnica fue sensible y logré la amplificacién (Morerira, 1998 y
Queiroz et al., 2001).
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Anexos

Anexo |. Presencias y ausencias de colifagos detectados con las hospederas

ral.

en el area de rio Magdalena, Distrito Fede
200
Lluvias
SITIOS DE MUESTREO-
CLAVE E E
coli | coli
K12 | HS
Origen del rio ANO
Segundo Dinamo  AN4 - *
Planta
potabilizadora 2
Magdalena ANS - -
Contreras
R. Magdalena antes + +
del R. Eslava zU3
Ambos rios ZU5
Atras del hospital zu9 7
Presa Anzaldo zut0
Viveros f:le ZU11
Coyoacan

8

E.
coli
K12

Secas

E.
coli
HS

2009
Lluvias
E. E. E.
coli | coli | coli
K12 | HS | K12
% * +
% % +
* * +
+ + +
+ + +

Secas

E.
coli
HS

* significa que no se proceso esa muestra.
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Anexo |l. Presencias y ausencias de colifagos detectados con las hospederas
en el area de rio Cuitzmala, Jalisco.

2008 2009 2010
Lluvias Lluvias Secas Secas
SITIOS DE
MUESTREO- CLAVE E. E. E. E. |E.coli| E. |E.coli| E.
coli | coli | coli | coli | K12 | coli | K12 | coli
K12 | HS | K12 | HS HS HS
Rio 2 R2 _ _ * * _ B * *
Rio 3 R3 _ _ * * _ _ * *
Rio 4 R4 * * * * + _ * *
Vena 2 V2 _ _ * * _ + * *
Vena 4 V4 _ + * * _ _ * *
Pozo Careyes P1 _ _ * * _ _ * *
P_ozo Francisco P2 + N * + * *
Villa - -
Laguna Corte 2 LC2 + . . + . .
(centro) - -
Laguna de N * % *
corte 3 (orilla) LC3 - - - -
Laguna
Principal 1 LP1 _ + * * _ _ * *
(orilla)
Laguna
Principal 2 LP2 * * + _ * *
(centro)
La ECA ECA _ + * * _ _ * *
Jirosto JIR + + * * _ + * *
San Miguel SM + + * * _ + * *
El Salto SAL _ + * * _ _ * *
Camalote CE
entrada ¥ ¥
Camalote salida CS * * + * * +
La ECA entrada ECAE = * + * *

La ECAsalida ECAS

*
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Jirosto entrada

Jirosto salida

San Miguel
entrada
San Miguel

salida

El Chino

Canal Jirosto

Canal
Francisco Villa
Laguna de
oxidacion San

Miguel

JE
JS

SME

SMS

CH
CJ

CcVv

SMO

* no se proceso muestra.
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Anexo lll. Claves de las muestras de agua residual usadas en el ensayo de RT-
gPCR con polio vacunal.

Nombre de la muestra Clave Temporada

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 1

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 2

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 3

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 1

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 2

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 3

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 1

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 2

Planta de tratamiento
Ciencias Politicas —
influente. Semana 3

Planta de tratamiento
Cerro del Agua —
influente. Semana 1

Planta de tratamiento
Cerro del Agua —
influente. Semana 2

PTICP CL1

PTICP CL2

PTICP CLP3

PTICP CSP1

PTICP CSP2

PTICP CSP3

PTICP FSP1

PTICP FSP2

PTICP FSP3

PTICA CSP1

PTICA CSP2

Calida-lluvias

Calida-lluvias

Calida-lluvias

Calida- seca

Calida- seca

Calida- seca

Fria-seca

Fria-seca

Fria-seca

Calida- seca

Calida- seca
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Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
1

Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
2
Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
1
Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
2
Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
3
Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
1
Planta de tratamiento
Cerro del agua. Semana
2

TF M1P

TF M2P

TS M1P

TS M2P

TS M3P

TLL M1P

TLL M2P

Fria

Fria

Seca

Seca

Seca

Lluvias

Lluvias

Muestreos corresponden a proyecto PUMAGUA, 2009 y 2010.
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Anexo IV. CT (ciclo del treshold) y concentracion promedio de poliovirus en las

muestras de agua residual inoculadas y en los puntos de la curva estandar.

Muestra CT Promedio Concentracion
PTICP CL1 32.02032 65.4631424
PTICP CL2 30.18284 213.2805328
PTICP CL3 30.24447 206.1959229
PTICP CS1 Indeterminado Indeterminado
PTICP CS2 30.36731 189.332489
PTICP CS3 31.28972 105.5261383
PTICP FS1 30.92254 153.4927063
PTICP FS2 30.24508 205.6968994
PTICP FS3 30.63887 158.9029236
PTICA CS2 30.26287 203.5491943
PTICA CS1 30.01012 238.3180237
TF M1P  Indeterminado Indeterminado
TF M2P  Indeterminado Indeterminado
TS M1P 30.19842 210.9268951
TS M2P 30.66804 161.2154999
TS M3P 31.06858 121.0865402
TLL M1P 30.79021 144.7371521
TLL M2P 31.68958 81.55230713

68



	Portada

	Índice

	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Hipótesis y Objetivos
	4. Área de Estudio
	5. Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiónes
	Perspectivas
	Apéndice
	Referencias
	Anexos

