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RESUMEN

Las bacterias indicadoras usadas tradicionalmente para detectar contaminacion
fecal en agua no son representativas de la presencia de virus entéricos. Muchos de los
virus entéricos son causantes de una gran cantidad de enfermedades
gastrointestinales, sobre todo en paises en desarrollo y es importante considerarlos
como agentes de importancia epidemiolégica. Las particulas virales son mas
resistentes que las bacterias a los métodos comunes de desinfeccion. Por este motivo
es importante contar con un indicador especifico de contaminacion viral que se adapte
a las necesidades Mexicanas en cuanto a costos, capacidades de monitoreo y
comportamiento bajo las diferentes condiciones climaticas.

El campus de CU, en el Distrito Federal, se presenta como un lugar adecuado
para estudios piloto de calidad del agua ya que cuenta con su propio sistema de
extraccion para abasto de agua de consumo, ademas de un sistema de tratamiento de
agua residual que en su conjunto presenta problemas de manejo similares a los de una
ciudad pequena.

En este trabajo se realiz6 un muestreo durante tres temporadas para el ciclo
2009 tomando agua de diferentes tipos: residual, residual tratada, de relso, agua
subterranea, asi como también pasto regado con agua de reuso del Campus CU. Las
muestras de agua se concentraron por el método de ultrafiltracion en todos los tipos de
agua excepto en el agua residual, con el fin de detectar particulas virales. Las muestras
de pasto se sometieron a una elucién para separar las particulas virales de la superficie
vegetal.

Se midieron los parametros fisicoquimicos pH y temperatura para cada muestra,

se determinaron bacterias coliformes fecales (CF) y enterococos fecales (EF) por el



método de filtracion de membrana, se detectaron enterovirus (EV) y adenovirus F (AdV)
por medio de la cuantificacion de genomas utilizando la técnica de PCR en tiempo real.

El método de tratamiento bioldgico de la Planta de Tratamiento de aguas
residuales de Ciudad Universitaria (PTARCU) es efectivo para la remocién de bacterias
pero no es efectivo para la eliminacion de adenovirus F; lo que puede indicar que
tampoco otros grupos virales sean removidos con efectividad. Se detectd la presencia
de bacterias indicadoras y virus entéricos en el agua de redso lo que puede sugerir un
recrecimiento bacteriano en los sitios de almacenamiento y una acumulacion de
particulas virales.

En el analisis del agua de reuso para riego, el numero de bacterias supera los
limites permisibles por la normatividad mexicana vigente en calidad del agua y se
detectaron genomas virales de adenovirus F, lo que representa un riesgo potencial para
la poblacion que acude a las areas verdes del Campus. Virus y bacterias fueron
detectados en agua subterrdnea lo que da evidencia de contaminacion del agua
subterranea posiblemente por infiltracion.No se observd una correlacion entre las
bacterias indicadoras, EV y AdV en varios de los tipos de agua muestreados por lo que
es recomendable contar con un indicador de contaminacién fecal viral adecuado, que
evidencié su presencia en cuerpos de agua de forma mas especifica para las particulas
virales.

De los dos virus propuestos como indicadores de contaminacion viral en agua,
adenovirus se considera el mejor candidato ya que es mas resistente a métodos de
tratamiento y condiciones ambientales debido a su capside y por tener DNA como
material genético. Su presencia puede indicar la presencia de otros grupos virales de
riesgo. A pesar de que en este estudio se tratdé de encontrar un método rapido y barato

para deteccion de virus, sigue siendo costoso para una deteccion rutinaria.
vi



1. INTRODUCCION
1.1 Calidad de agua en México

El tema del abastecimiento del agua es un problema a nivel global y que se
vislumbra como uno de los mas grandes retos en los proximos afos, sobre todo en
paises en los que la falta de agua es muy evidente. Esta escasez de agua puede estar
relacionada con su posicion geografica y con el inadecuado manejo del recurso, lo cual
se complica cuando se suman las condiciones politicas y sociales presentes en un
momento dado (Carabias et al., 2005).

La calidad del agua se puede definir solo de acuerdo con el uso final que se le
dara. Esto es un factor determinante para la salud ambiental y para la salud publica, ya
que el agua esta asociada a la transmision de enfermedades que afectan la salud
humana, ya sea por ingestion directa, mediante la contaminacién de alimentos o por el
contacto con agua contaminada. La calidad del agua es un aspecto directamente
relacionado con la calidad de vida de la poblacion como lo sefala la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en ingles) en 2006 y la UNESCO en 2003.

Algunos autores sefialan que en México los problemas de calidad del agua son
severos y existe un rezago en su atencion sobre todo si se compara con el
abastecimiento de agua y la provision de servicios a la poblacién, que no va a la par
con la atencién en la calidad final del agua(Carabias, et al., 2005).

La informacién en materia de la calidad de agua debe ser parte importante en el
proceso de la toma de decisiones de desarrollo urbano, del abastecimiento a la
poblacién y del tratamiento del agua para su reuso. La epidemiologia toma esta
informacion para la resolucion de problemas y considera que el agua es un medio muy

importante para la trasmision de enfermedades. Sin embargo la informacién en materia
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del agua es confusa, no se publica en forma actualizada, es poco accesible y es poco
usada por el aparato gubernamental para la toma de decisiones (Aboites et al., 2008).
El sector que mas se ve afectado en este sentido es la poblacion infantil que presenta el
68% de las enfermedades relacionadas con el agua, la higiene y un saneamiento
adecuado (WHO, 2006).

Dentro de los asentamientos humanos se generan focos infecciosos
particularmente en lugares con alta densidad poblacional. Para el caso de este estudio
se considera a la Ciudad de México que cuenta con un numero aproximado de 9
millones de habitantes y junto con la Zona Metropolitana tiene mas de 20 millones de
habitantes (INEGI, 2010). Esto hace necesario el estudio de la presencia de agentes
potencialmente patdgenos dentro de los sistemas de abastecimiento de agua y del
agua de reuso.

1.2 Enfermedades causadas por virus entéricos

Uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial son las
enfermedades gastrointestinales de origen hidrico y para paises en desarrollo son un
problema primario (Mazari et al., 2005). Estas son causadas por una gran diversidad de
agentes como las bacterias, los parasitos y los virus, por lo que el potencial infeccioso
de muchos de estos agentes permanece aun desconocido (Desselbergery Gray, 2005).

Dentro de los agentes infecciosos estan los virus. Se sabe que son una causa
importante de enfermedades gastrointestinales, particularmente en infantes y en nifios
pequefios (menores de 5 afios) de bajos recursos (Maier et al., 2009). Se ha reportado
que cerca de 500 mil nifios mueren anualmente por infecciones con rotavirus sobre todo
en paises en desarrollo (Parashar, 2006), asi como también por brotes de

gastroenteritis provocados por astrovirus en casas de cuna (Marshall et al., 2007).Los
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virus entéricos no solo son agentes causales de enfermedades gastrointestinales sino

que también estan relacionadas con otro tipo de afecciones como meningitis, hepatitis y

miocarditis entre otros.

Algunos ejemplos de enfermedades causadas por virus entéricos se muestran

en la Tabla 1, que muestra la relevancia creciente de su estudio para la salud publica.

Tabla 1. Diversas clases de virus transmitidos por el agua que afectan principalmente al
humano y las enfermedades que pueden causar (modificado de Gerba et al., 2007)

FAMILIA

GENERO

NOMBRE COMUN

ENFERMEDAD CAUSADA

Picornaviridae

Picornaviridae

Reoviridae

Adenoviridae

Caliciviridae

Astroviridae

Parvoviridae

Coronaviridae

Caliciviridae

Enterovirus

Hepatovirus
Rotavirus

Mastadenovirus

Calicivirus

Astrovirus
Parvovirus

Coronavirus

Norovirus

Poliovirus
Coxsackievirus, A, B

Echovirus

Hepatitis A
Rotavirus humano
Adenovirus humano
Calicivirus humano
Virus Norwalk
SRSV

Hepatitis E
Astrovirus humano

Parvovirus humano

Coronavirus humano

Norovirus humano

Paralisis, meningitis y fiebre.
meningitis, enfermedades

respiratorias, miocarditis,
anomalias del corazon,
comezon, pleurodinia.

Meningitis, fiebre,

enfermedades respiratorias,

comezodn, gastroenteritis.

Hepatitis

Gastroenteritis (aguda en nifos)

Gastroenteritis, enfermedades
respiratorias, conjuntivitis.

Gastroenteritis.
Gastroenteritis y fiebre.
Gastroenteritis.
Hepatitis.

Gastroenteritis.

Gastroenteritis.

Gastroenteritis, enfermedades

respiratorias.

Gastroenteritis.




Las particulas de virus gastrointestinales pueden ser trasmitidas de persona a
persona por medio de la ruta fecal-oral, siendo los medios de transmision de mayor
importancia el agua contaminada y los alimentos (Divizia et al., 2004). Una persona
infectada puede excretar 10" particulas virales por cada gramo de heces (Maier et al.,
2009) y pueden permanecer en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo
ya que son en su mayoria mucho mas resistentes a los métodos de desinfeccién
tradicionales (Espinosa-Garcia et al., 2008).

En enfermedades causadas por virus entéricos se estima que la dosis infectiva
van desde 1 a 10 particulas virales (Toranzos et al., 2007), mientras que la dosis
infectiva de otros organismos patégenos como bacterias coliformes pueden ser de 10* a
10° (Maier et al., 2009), lo que hace que sean un importante punto a considerar cuando
se detecta su presencia en el agua para consumo, o0 bien en al agua de reuso con
contacto directo o indirecto con humanos.

Debido a su tamafo y su carga electrostatica, los virus pueden agregarse y/o
adsorberse en diferentes superficies, lo que les brinda proteccion contra condiciones
desfavorables que puedan provocar su destruccidn o inactivacion. Gracias a esta
proteccion, los virus puede prolongar su estancia en cuerpos de agua y en superficies
como los vegetales (Reynolds, 2001; Vega, 2006).

En México no se cuenta con una norma que considere a los virus entéricos
dentro de los indicadores de calidad del agua para uso y consumo humano. Lo anterior
puede deberse a la falta de datos reales, al poco conocimiento de las enfermedades
causadas por estos agentes y a la falta de capacidad técnica y de personal

especializado para llevar a cabo esta labor.



En algunos paises se considera a algunos virus entéricos como agentes de
importancia en la salud publica en materia del agua. En Estados Unidos de América,
por ejemplo, la Agencia para la Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés),
que esta encargada de la calidad del agua, considera a los virus entéricos como un
parametro comun en el manejo de agua potable. En ese pais desde el 2009 se realiza
una revision para incluir a los virus entéricos como indicadores virales de hepatitis A y
E, enterovirus, calicivirus, enterovirus y rotavirus (EPA, 2009).

En Canada se considera en sus lineamientos de calidad para el agua de beber a
norovirus, hepatitis A, enterovirus, y adenovirus. La dependencia responsable de la
salud publica senala ademas que los procesos de tratamiento deben ser capaces de
reducir por lo menos cuatro unidades logaritmicas de los virus presentes en agua que
se destinara al consumo humano (Health Canada, 2004).

En los ultimos afos se han realizado avances importantes en la deteccion,
cuantificacion y estudio de la resistencia de los virus en el ambiente, tanto si son
patdbgenos humanos como de otros animales, pese a ello aun no se conoce su
comportamiento, papel e importancia dentro de los sistemas ambientales (Espinosa-
Garcia et al., 2004). Tampoco se tiene clara la relacion entre diversos factores
ambientales con su trasmision y persistencia, o que puede generar graves problemas
de salud cuando el hombre expande sus territorios a diversos ambientes naturales
(Scott et al., 2002). Es por ello que el aporte de datos obtenidos en diferentes sistemas
ambientales es importante para un mejor conocimiento de las interacciones y procesos

relacionados con su presencia y permanencia.



En el caso particular de los virus que son de interés para la salud publica se
necesitan datos que puedan ser analizados para generar modelos predictivos y poder

controlar enfermedades y posibles epidemias (Noble et al., 2001).

1.3 Indicadores de calidad del agua

El mantenimiento de la calidad microbiolégica del agua para beber, de la usada
en actividades recreativas asi como el agua de reuso es necesario, debido a que la
contaminacién de esos sistemas puede traer como consecuencia importantes riesgos
para la salud humana, con los efectos econdmicas y sociales concomitantes (Scott et
al. 2002). Para ello es necesario contar con diferentes marcadores que nos puedan
indicar el estado de la calidad del agua. Esto nos permitira tomar las medidas
necesarias en caso de ser necesario para cumplir con los parametros establecidos.

Aunque las bacterias coliformes fecales y totales se han usado tradicionalmente
como indicadores de la calidad del agua, por mas de un siglo (Desmarais et al., 2002),
en los ultimos afios se han propuesto nuevos indicadores, debido a que ha sido
reportado que estas bacterias presentan algunas caracteristicas que las limitan para
indicar la presencia de otros patégenos no bacterianos (Skraber et al., 2004). Ademas,
se ha establecido que estan presentes en el intestino de otros mamiferos, y que pueden
replicarse en el agua y suelo de ambientes tropicales y templados (Rivera et al.; 1988,,
Toranzos, 1991), por lo que es necesario conocer mas sobre su presencia en lugares
con condiciones diferentes a las templadas como las prevalecientes en los paises del
norte donde se han realizado la mayor parte de los estudios.
De de esta manera conocer los factores que afectan su dinamica en paises como el

nuestro (Scott et al., 2002).



Dentro de la busqueda de nuevos indicadores que nos permitan conocer el
estado de contaminacién del agua, los virus entéricos tienen ventajas frente a otros
microorganismos indicadores como o son su resistencia en sistemas acuaticos, su
relacion directa con el humano, (debido a que se conocen serotipos que afectan
especificamente al hombre) y su replicacion nula en el agua, debido a que requieren de
una célula hospedero (Noble et al., 2001).Se sabe también que no existe una relacion
directa entre la presencia de indicadores bacterianos y la presencia de virus entéricos
en el agua lo que deja en duda el nivel de riesgo a la salud si no son detectados
adecuadamente (Gerba et al., 1979).

El principal problema para la deteccidon de virus en agua es que su numero
puede ser muy bajo en los diferentes sistemas naturales o artificiales en los que se
encuentran. Esto hace necesaria una concentracién previa a la identificacion y
cuantificacion. Debido a esto en algunos casos es requerido un gran volumen de
muestra que una vez concentrada, debe someterse a técnicas de deteccion de
particulas virales mas especificas (Scott et al., 2002) como son las técnicas de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), PCR cuantitativo (g-PCR), inmunoensayos e
inmunofluorescencia.

Cada uno de los indicadores presenta un comportamiento diferente en el
ambiente ya que su resistencia esta ligada a las caracteristicas fisicas de cada uno,
como la constitucion de la capside viral o el tipo de material genético, asi como a las
condiciones medio ambientales en las que se encuentre, como el pH del agua, la
temperatura y la radiacién solar. Estas mismas caracteristicas hacen que los métodos
de tratamiento de agua para la disminucion de estos organismos sea diferente para

cada caso y, consecuentemente, tenga que ser evaluada caso por caso (Torres, 1999).
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La EPA considera a varios tipos de virus como candidatos recomendados para
ser usados en la deteccion de contaminacion viral en agua y alimentos, entre los que
figuran los adenovirus y enterovirus (EPA, 2007). También se sefala que el mejor
indicador varia en funcion de la situaciéon geografica, social y econdmica del lugar
donde se aplica, por lo que es necesario realizar estudios in situ para tomar la mejor

decision (EPA, 2007; Payment y Locas, 2011).

1.4 Enterovirus

Los enterovirus (EV) son un grupo viral que se encuentra dentro de la familia
picornaviridae, que también incluye a los rinovirus y virus de la hepatitis A. Se conocen
cerca de 64 serotipos de enterovirus distintos que pueden infectar a los humanos;
dentro de este grupo se incluyen a poliovirus, coxsackie virus de los grupos Ay B (CVA
y CVB), enterovirus y echovirus (Muir et al., 1999). Tienen un tamano aproximado de 20
a 30 nm y su genoma es de RNA positivo monocatenario, por lo tanto se incluyen en el
Grupo IV de la Clasificacién de Baltimore. Su genoma esta conformado de una sola
hebra, contiene una regién no codificante (UTR) en su genoma en el extremo 5’ que es
muy conservada entre los enterovirus (Fields, 2006).

Los enterovirus presentan una capside que esta formada por cuatro proteinas:
VP1, VP2, VP3 y VP4 que ensamblados tienen una forma icosaédrica. Cada unidad de
la capside del virus es llamada protémero y se integra por una copia de VP1, VP2 y
VP3 que forma un escudo exterior, mientras que en VP4 esta hacia el interior
(Desselberger et al., 2005). A pesar de la similitud entre todos los picornavirus, la
conformaciéon bioquimica de los enterovirus les permite resistir pH de 2 a 3, lo que les

permite tolerar los jugos gastricos de los mamiferos (Maier et al., 2009).



Los enterovirus se trasmiten comunmente por ingesta de agua o alimento
contaminado. Su velocidad de replicacion es alta y llega a estar presentes en grandes
cantidades aproximadamente 10 particulas virales por gramo de heces, lo que puede
causar diarreas que pueden ir de leves a moderadas. Solo en casos de una fuerte
infeccion el virus puede expandirse provocando una viremia y una segunda replicacion
en el sistema mononuclear fagocitico, por lo que la infeccion puede diseminarse a bazo
y nodulos linfatico, teniendo como consecuencia la infeccion de 6rganos como corazén,
sistema nervioso central y piel (Muir, 2005; Maier et al., 2009). Las enfermedades
producidas por algunos enterovirus como el de la poliomielitis estan relacionadas
directamente con la edad, ya que generalmente se presenta en los infantes, sin
embargo, los adultos que contraen la enfermedad presentan sintomas mas severos.
Por otro lado, el virus coxsackie B es usualmente mas severo en nifios recién nacidos
que en adultos, que causa miocarditis, encefalitis, y en un caso severo la muerte del
infante. Se considera el segundo virus mas prevalente después del de la poliomielitis y
es también el segundo mas aislado de agua de consumo y agua residual (Maier et al.,
2009).

Las enfermedades como la poliomielitis, causada por poliovirus prevalecen en
paises en desarrollo como la mayoria de las naciones africanas y asiaticas (WHO,
2006), y que no son comunes los casos en paises desarrollados. Sin embargo, el
problema de una posible infeccion por poliovirus derivada del virus vacunal debido a su

calidad de atenuado, sigue latente y es potencialmente peligroso.



1.5 Adenovirus

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, la cual comprende cinco
géneros que infectan una amplia gama de vertebrados. Son virus con simetria
icosaédrica, su genoma esta constituido por DNA de doble cadena con un tamafio de
35000 pb que codifica para mas de 30 proteinas estructurales y no estructurales. Tiene
un tamano aproximado de 90 a 100 nm con fibras como espinas, llamadas pentonas, en
la capside y es uno de los virus mas conocidos y estudiados alrededor del mundo
debido a sus aplicaciones biotecnoldgicas (Jiang, 2006).

Al menos 50 tipos de adenovirus humanos han sido identificados y debido a que
se han encontrado en otras especies se sabe que son interespecificos. Son capaces
de replicarse dentro del tracto respiratorio, en la mucosa de los ojos, en el tracto
intestinal, en la vejiga y en el higado. Todas las enfermedades asociadas a adenovirus
son causadas por solo un tercio de los representantes de este grupo, dentro del cual los
mas importantes son los tipos 1-7, 14, 21, que causan enfermedades respiratorias
agudas y los tipos 40, 41 causantes de gastroenteritis (Maier et al., 2009).

Los adenovirus penetran al cuerpo por via oral, del sistema nasofaringeo vy la
conjuntiva, por lo que la infeccidon puede iniciar por una ruta respiratoria o bien por
medio de una ruta fecal-oral. La mayor cantidad de casos se presenta en nifios (Maier
et al., 2009).

Los tipos 40 y 41 de adenovirus afectan unicamente al humano y han sido
reconocidos como el segundo agente etiolégico mas importante causante de
gastroenteritis viral en nifios, solo después de rotavirus; se transmite por la ruta fecal-
oral por lo que los casos han sido asociados a fuentes de alimentos y agua

contaminada (Divizia et al., 2004).
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Se ha reportado que estos virus son resistentes a métodos de desinfeccion
clasicos como la cloracion (Thurston-Enriquez, 2003), e incluso presentan resistencia a
la desinfeccion con Rayos UV (Meng y Gerba, 1996). En la tabla 2 se muestran
diferentes cantidades de radiacion UV necesarias para la inactivacion de diferentes
microorganismos en agua (Gerba et al., 2002; Meng y Gerba, 1996) donde se observa
que AdV necesita una alta cantidad de radiacién (167 mJ/cm2) para reducir en 4
unidades logaritmicas las particulas virales. Este valor es mas alto que el encontrado
para la inactivacion de otros virus y bacterias.

Tabla 2. Cantidad de radiacion UV necesaria para la inactivacion de diferentes

microorganismos en agua (Hijnen et al., 2006; Gerba et al., 2002; EPA, 2006; Meng y
Gerba, 1996).

Cantidad de radiaciéon UV (mJ/cm?)

Microorganismos
llogred.* 2logred.* 4logred.*

ool 5 : 18
E. coli O157¢ 5 9 19
Salmonella typhi® 6 12 51
Clostridium perfringens® 45 95 P

Bacillus subtillis® 29 46 80
Streptococcus faecalis® 9 16 30
Camylobacter jejuni® 3 7 14
Legionella pneumophillia® 8 15 30
Shigell dysenteriae® 3 5 11
Vibrio cholerae® 2 4 9

Virus
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Adenovirus tipo 2, 15, 40, 41 42 83 167

Calicivirus canino 10 21 41
Calicivirus felino 9 19 38
Calicivirus bovino 5 11 21
Coxsackie virus B5 8 17 34
Hepatitis A 6 " 22
Poliovirus tipo 1 7 15 30
Rotavirus SA-11 10 20 39
B40-8 fago 12 18 28
MS2 fago 16 34 71
Qb fago 10.9 225 47.6
fx174 fago 2.2 5.3 11
T7 fago 3.6 7.5 16.6
T1 fago ~5 ~10 ~20
Protozoarios 3 5 d

Cryptosporidium EPA®
Giardia EPAP 2 5 d

Acanthamoeba® 40 71 167

* Reduccion en unidades logaritmicas.
@ Especie Salvaje.

® Necesitan mas investigacion

° Estudiada en especies salvajes.

4 No evaluado



1.6 Métodos de deteccion

Para la deteccion de diferentes grupos virales de interés médico y ambiental en
distintas matrices, se aplican diferentes técnicas que son aceptadas y avaladas por
instituciones gubernamentales. Tal es el caso de la técnica de cultivo celular y ensayo
en placa, que es la unica avalada actualmente por la EPA y por la organizacion
Internacional para la Estandarizacion (ISO), que son organizaciones de regulacion en
materia ambiental a nivel internacional, ya que muchas naciones circunscriben sus
normas a las establecidas por ellos. Esta técnica tiene la ventaja de permitir la
cuantificacion de las particulas virales infecciosas de forma directa, sin embargo, no es
rapida y requiere de personal asi como equipo altamente especializados para su
realizacion, por lo que resulta en un costo alto que lo hace poco factible en términos de
monitoreo rutinario para diferentes tipos de agua de consumo.

Por otro lado, existen métodos que permiten una deteccion del agente viral de
forma especifica a partir de su material genético, esto puede llevarse a cabo por medio
PCR aunque esta técnica solo permite detectar su presencia, es altamente especifica y
rapida. Otra técnica utilizada es el g-PCR con el cual se puede detectar el numero de
genomas virales presentes en una determinada muestra. Esta técnica, al igual que la
anterior, es altamente especifica y rapida aunque presenta la desventaja de no poder
reconocer entre las particulas que son infecciosas de las que no lo son, debido a ello se
han realizado estudios en los que se busca encontrar una relacion entre el numero de
genomas detectados y la cantidad probable de particulas infecciosas. En 2010 se
realizd un estudio con enterovirus y reportan que 48 de cada 100 genomas pueden

considerarse como particulas infecciosas presentes (Donia et al., 2010).
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La diferencia entre el nUmero de genomas detectados y la cantidad de particulas
infecciosas reales es debida a que gran parte de los ensayos de q-PCR pueden resultar
positivos incluso después de una inactivacion con CIO; o por condiciones de pH de 3 a
12. Estos resultados son debidos a que el RNA puede permanecer intacto bajo estas
condiciones puesto que no se degrada la capside viral y el RNA permanece protegido
dentro de ella, lo que puede arrojar resultados positivos en los ensayos de deteccion y

cuantificacion (Simonet y Gantzer, 2006).

1.7 Métodos de concentracion

En los ultimos afios se ha puesto atencion en la presencia de diferentes
microorganismos causantes de enfermedades en el agua, entre los que se encuentran
las bacterias, parasitos y virus, o que ha llevado a la busqueda de métodos que
permitan la deteccion multiple de forma facil para una determinacion rapida y de bajo
costo. Debido a la baja concentracion de microorganismos, es necesario tener muestras
de agua de volumen entre los 5L a los 100L con el fin de evitar falsos negativos que
pueden significar un riesgo para la salud pubica o ambiental del sistema estudiado
(Gerba et al., 1978; Polaczyk et al., 2008).

El manejo de muestras de este volumen requiere que éstas sean concentradas.
Se han probado diversos métodos de concentracion entre los que se encuentra el uso
de cartuchos electropositivos que aprovechan las cargas que poseen los
microorganismos para su adsorcion en el cartucho, desorcion y su posterior
recuperacion. Este tipo de cartucho es recomendado por diversas instituciones

gubernamentales de paises como Estados Unidos y Canada (EPA y Health Canada
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respectivamente) para la deteccidn de particulas virales. Sin embargo este sistema es
caro y no es asequible para muestreos rutinarios (Karim et al., 2009).

Uno de los métodos alternativos de concentracidn mas promisorios para analisis
microbiolégicos es la ultrafiltracion. Este método fue originalmente utilizado para las
dialisis renales y los cartuchos que se utilizan son fabricados con un tamafno especifico
de poro que tienen un umbral de peso molecular al filtrado (de 15000 a 20000 D),
caracteristica que ha sido aprovechada para capturar microorganismos de tamano
especifico. EI mecanismo consiste en hacer pasar un flujo de agua a través del
cartucho, donde las moléculas de agua y los iones son filtradas por un lado, mientras
que las particulas mas grandes que el poro (en este caso los microorganismo de
interés) son retenidas y desechadas por otra salida, con lo que se logra la
concentracion de la muestra (Polaczyk et al., 2008).

Este método ya se ha reportado adecuado para la concentracion de diversos
microorganismos entre los que se encuentran diversos virus entéricos de interés.
Ademas es mas sencillo, eficaz y barato que el cartucho electropositivo (Hill et al.,
2005; Hernandez-Morga et al., 2009).

Se han propuesto y desarrollado diferentes métodos, tanto para la recuperacion
como para la concentracién de particulas virales de alimentos (mayoritariamente
verduras), que posteriormente pueden ser detectados por las diversas técnicas ya
descritas. Debido a que las particulas virales tienden a aglomerarse en las superficies
debido a su tamafio y carga positiva, estos métodos se basan en la desorcidn de estas
particulas por diferentes métodos de elucion (Vega, 2005). Para lograrlo se han usado
soluciones con diferentes sales o solutos que al disolverse generan iones con carga,

gue se asocian a las particulas virales y entonces pueden ser arrastradas en la solucién

15



(Dubois, 2006); posteriormente esta solucion es sometida a diversos métodos de

concentracion para la recuperacion de las particulas virales. Se ha evaluado el uso de
diferentes sales como el amortiguador de fosfatos (PBS) (Dubois, 2006), NaCl, ( Vega,

2005) o bien con el uso de solutos como Trisaminol acido (TRIS HCI), extracto bovino
1% (Dubois, 2002). Uno de los retos en este sentido es la estandarizacion de los
meétodos, para conocer mejor los porcentajes de recuperacion ya que estos pueden
variar dependiendo del tipo de microorganismo detectado, pero sobre todo del tipo de

agua de que se trate.

2. ANTECEDENTES

Alrededor del mundo se reconoce cada vez mas la problematica de las
enfermedades relacionadas con el consumo de agua y alimentos contaminados. Este
problema se presenta sobre todo en paises en desarrollo donde la sanidad del agua es
pobre y poco estudiada (EPA, 2009).

En los ultimos afos se han realizado estudios sobre la deteccion de virus
causantes de enfermedades gastrointestinales en diferentes tipos de agua de consumo
y alimentos contaminados (Tabla 1), lo que ha provocado un aumento en la atencién
sobre los posibles problemas de salud que éstos pudieran causar (Koopmans et al.,
2004). Debido a esto, se han realizado diferentes estudios, principalmente en paises
desarrollados, para buscar indicadores que puedan ayudar a determinar la presencia de
contaminacién viral, tanto en agua de consumo como en alimentos (Jiang, 2006).
Diferentes autores han propuesto a enterovirus, adenovirus (Ashbolt et al., 2001; EPA

2007; Hot et al., 2003; Jiang, 2006) bacteriofagos somaticos y F-RNA especificos
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(Borrego et al., 1990; Hot et al., 2003) como indicadores, debido a que presentan una
alta resistencia a procesos de tratamiento y condiciones ambientales.

La importancia de las enfermedades causadas por virus en México ha cobrado
relevancia en los ultimos afios. Ahora se cuenta con una vacuna para rotavirus incluida
dentro de la cartilla nacional de vacunacién (Programa Nacional de Salud 2007-2012) y
se monitorean semanalmente las posibles infecciones debidos a poliovirus y hepatitis A.
Sin embargo se ignora la deteccion de otro virus gastrointestinal de importancia como
agente causal de enfermedades.

El boletin epidemiolégico hasta la semana 52 de 2012 sefiala que
numéricamente las enfermedades gastrointestinales ocupan el segundo lugar en
incidencia después de las enfermedades respiratorias. Los datos reportados pertenecen
a Colera, Salmonelosis, Shigelosis, Tifoidea y poliomielitis, pero la mayor parte de los
casos se incluyen dentro de la categoria denominada “Infecciones intestinales por otros
organismos Yy las mal definidas” suman un total de 5,221,228. Esta cifra no aporta
datos concluyentes sobre los casos debidos a virus enteropatégenos de los cuales no
se aportan mas datos.

Existen métodos alternativos de concentracion y deteccion de particulas virales
en agua debido a que en algunos casos las particulas son muy escasas. Uno de estos
métodos es la técnica de ultrafiltracion propuesta por Hill y colaboradores en el 2005,
que pretende ser una opcion técnica barata frente a los costosos métodos utilizando
cartuchos electropositivos que los hacen inasequibles para paises como el nuestro
(Espinosa, 2008). Esta técnica de concentracién ha sido utilizada en nuestro pais para
la deteccidon del virus de hepatitis A y norovirus en agua (Hernandez-Morga et al.,

2009).
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Contar con un indicador de contaminacion viral en agua es importante debido
que se desconoce la relacion y el comportamiento que presentan las diferentes
particulas virales en diferentes tipos de agua presentes en México. La factibilidad de
utilizar indicadores virales depende del contexto social, politico, econdmico y ambiental.
Por esto, es necesario considerar las caracteristicas locales para proponer e
implementar su uso en programas de monitoreo de calidad del agua. Los trabajos
publicados sobre este tema en México son escasos. En un estudio se comparan a
algunos virus entéricos, colifagos y diversos grupos bacterianos para conocer su
correlaciéon y evaluar su utilidad como indicadores de calidad del agua en regiones
tropicales y subtropicales (Espinoza et al., 2009).

En cuanto al agua residual, las descargas se clasifican en municipales e
industriales, y de acuerdo con lo publicado en Estadistica del Agua en México (2012)
solo se trata el 35% de las aguas residuales municipales. En cuanto a las aguas
residuales industriales, el porcentaje de tratamiento es solo del 25%.

Un problema asociado a la falta de tratamiento de agua es el uso desmedido de
agua residual para riego agricola. Se reporta que en México aproximadamente 180,000
hectareas son regadas con este tipo de agua (Jiménez et al., 2006). Sin embargo el
uso descuidado de este recurso puede provocar que diferentes clases de
contaminantes, como enteropatdégenos, se infiltren a los acuiferos, que son la principal
fuente de agua para abastecimiento (Jiménez, 2009).

Agua residual es descargada directamente en cuerpos de agua, lo que es un
grave problema y puede tener consecuencias indeseadas. Constituye un riesgo
potencial a la salud ademas de que puede altera los ecosistemas debido a la

contaminacioén de cuerpos de agua naturales (Escalante et al., 2003;CONAGUA, 2008).
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3. JUSTIFICACION

Los virus entéricos, como enterovirus y adenovirus, son una importante fuente de
enfermedades gastrointestinales sobre todo en paises en desarrollo y afectan sobre
todo a la poblacion de bajos ingresos y especialmente los nifios (Bosch et al., 2008).
Los enterovirus son una de las causa de meningitis y miocarditis aséptica y cerca del
20% de los casos registrados de estas enfermedades se asocian con una infeccion viral
persistente (Muir et al. 1997). Mientras que los adenovirus del subgrupo F estan
asociados con el 5-20% de gastroenteritis agudas entre nifios por lo que representa
probablemente el segundo grupo mas importante después de rotavirus (Cruz et al.,
1990). Estos virus son transmitidos por una via fecal-oral y excretados en grandes
cantidades por los humanos infectados, ademas de ser capaces de sobrevivir en
ambientes acuaticos, por lo que el agua es una excelente via de transmision y
transporte (Maier et al., 2009).

Alrededor del mundo existe la necesidad de contar con un indicador de
contaminacién viral fecal, por lo que diferentes grupos de investigacion se han
dedicado a identificar algunas opciones y a evaluar su utilidad en sistemas de
monitoreo de calidad del agua (Maier et al., 2009). Estos avances se realizan en paises
desarrollados, mientras que en paises en desarrollo existen limitantes econdémicas y
técnicas para su implementacion a nivel estatal y nacional. Otro aspecto a considerar es
que la mayoria de los estudios realizados a nivel mundial sobre la presencia de estos
grupos virales se han realizado principalmente en paises con climas templados (Deetz
et al.,1984; Hot et al., 2003; Denis-Mize et al.,2004; Koopmans et al., 2004), lo que

sefala la necesidad de que en paises de latitudes tropicales y subtropicales deban
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realizarse trabajos a fin de identificar particularidades que pueden ser de relevancia en
términos de salud publica.

En México existen pocos estudios de la presencia de estos patégenos virales en
los cuerpos de agua y en los sistemas de abastecimiento, tanto en el agua para
consumo humano como en el agua de reuso para diversas aplicaciones (Espinosa-
Garcia et al., 2004; Espinosa-Garcia et al.,, 2009). Tampoco existe una norma que
establezca limites sobre la contaminacion viral en distintos tipos de agua para consumo
humano y reuso.

Tomando en consideracion lo anterior se resaltan dos problematicas a resolver
para el caso de México. La primera es la ausencia de datos de deteccién en México, ya
que es necesario realizar estudios que nos permitan conocer la dinamica de virus
entéricos en el ambiente y las relaciones entre los diferentes grupos virales con otros
patdgenos de importancia considerando las condiciones climaticas locales (Peel et al.,
2007). El segundo problema es que no se cuenta con un indicador eficaz de
contaminacién viral en agua, por ello es necesario realizar estudios para evaluar
diferentes indicadores virales, senalando cuales pueden ser los mas adecuados para
México. Este trabajo aborda estas dos problematicas. Detectando la presencia de
poliovirus y adenovirus F y evaluandolos como posibles indicadores de contaminacion
fecal viral.

El trabajo se realizé dentro del Campus de CU de la UNAM, que cuenta con
distintos tipos de agua. Los resultados pueden aportan informacién sobre la presencia
de virus en agua de sitios con condiciones similares. Esta informacién sera una base

para la toma de decisiones sobre el manejo y control de la calidad del agua en forma
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local. Ademas aporta la experiencia de un proyecto piloto que puede aplicarse a zonas

con problematicas similares dentro de la Republica Mexicana.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Cuantificar enterovirus (EV), adenovirus F (AdV F), y determinar cual de los dos
podria ser mas eficiente como indicador de contaminacion viral. Cuantificar coliformes
fecales (CF) y enterococos fecales (EF) para conocer si guardan alguna correlacion con
la presencia de particulas virales. Realizar los estudios en agua para uso y consumo
humano, agua residual y agua residual tratada de reuso para riego de areas
recreativas, asi como en el pasto de areas verdes regada con agua tratada del
Campus de CU, Universidad Nacional Autonoma de México, D.F.
4.2 Objetivos particulares
1. Cuantificar durante un ciclo anual el numero de copias de genoma de EV y AdV F en
muestras de agua de diferentes clases.
2. Cuantificar durante un ciclo anual a CF y EF en muestras de agua utilizando
métodos estandarizados.
3. Examinar los datos de temperatura y pH en cada muestra durante las diferentes
temporadas para determinar si estas condiciones pueden afectar la presencia y

deteccion de los grupos virales y bacterianos analizados.
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5. HIPOTESIS
Debido a que las caracteristicas de EV y AdV permiten su persistencia en agua,
seran indicadores adecuados de contaminacion viral fecal, independientemente de la

presencia de CF y EF.

6. AREA DE ESTUDIO

El estudio fue llevado a cabo en el Campus de Ciudad Universitaria (CU) que se
encuentra ubicado al suroeste del Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM)
(Figura 1) a una altitud de 2,277 msnm entre los 19°19”57’ latitud norte y 99°10”55’
longitud oeste, con una superficie total de 730 hectareas (Boletin UNAM-1991-DGCS-
582). El clima es templado subhumedo con lluvias en verano (Garcia, 1973), tiene una
temperatura media anual de 15.5 °C y una precipitacion media anual de 870 mm. La
temporada de lluvias se presenta principalmente durante el verano-otofio y algunas
lluvias aisladas en invierno, mientras que el resto del afio permanece seco (Valiente-
Banuet y De Luna Garcia, 1990).

El Campus de CU se encuentra cercano a la Sierra de las Cruces y la Sierra del
Ajusco, que pertenece al sistema montafioso del Chichinahutzin (SMA-GDF, 2000), una
importante zona de recarga de la ZMCM. El agua que abastece al Campus es extraida
de 3 pozos ubicados el primero en la zona del Vivero Alto, el segundo cercano a un
multifamiliar, y el tercero cercano a la Facultad de Quimica (Figura 1).

CU es una zona en la que se desarrollan una amplia gama de actividades
culturales, deportivas, académicas y administrativas, albergando diariamente una
poblacion de 132,000 personas, incluyendo alumnos, académicos, personal

administrativo y trabajadores, que confluyen en sus instalaciones principalmente
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durante el dia (Portal de Estadistica Universitaria, 2012). Se cuenta con la presencia de
varios grupos deportivos que realizan actividades de este tipo, como es el club de futbol
PUMITAS, que cuentan con una serie de canchas deportivas (Figura 1) donde realizan
actividades cotidianamente y de forma intensiva los fines de semana.

Ciudad Universitaria tiene tres plantas de tratamiento de agua residual (PTAR) ,
una de ellas ubicada en el Circuito Mario de la Cueva, entre el Instituto de
Investigaciones Antropoldgicas y la Facultad de Ciencias Politicas y Sociales, que da
servicio a la Tienda UNAM, la Filmoteca UNAM, TV UNAM vy los Institutos de
Investigaciones Econdmicas y el de Investigaciones Filolégicas (PUMAGUA, 2009). Fue
disefiada para tratar 7.5 L/s. Debido a la falta de infraestructura para conducir agua
residual hasta esta planta, actualmente trata entre 1-1.9 L/s. La segunda es la Planta
del Instituto de Ingenieria, que se ubica entre el edificio 12 y el edificio 18 del Instituto
de Ingenieria. Fue disefiada para tratar 0.05 I/s, provenientes de los edificios 12 y 18 del
Instituto de Ingenieria. (PUMAGUA, 2009).

La planta de tratamiento con mayor capacidad es la PTAR de Cerro del Agua
(PTARCA) que se encuentra al noroeste de CU, en la esquina que forman la avenida
Cerro del Agua y el Circuito Escolar, frente a la Facultad de Medicina (figura 1).
Abastece de agua tratada a 12 cisternas, distribuidas en el campus donde el agua es
usada principalmente para riego de areas verdes. Fue disefiada para tratar 40 L/s
(PUMAGUA, 2009). Las aguas residuales que recibe provienen de diversas zonas del
campus universitario, y llegan a través de dos colectores, denominados "Zona Antigua"
y "Zona de Institutos", que comprenden la mayor parte del Campus universitario

(PUMAGUA, 2009).
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Figura 1. Area de estudio donde se sefiala las diferentes tipos de agua y matriz vegetal
muestreadas en los diferentes sitios de Ciudad Universitaria, México D.F.
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7. METODO
7.1 Disefio de muestreo

Para evaluar la presencia de EV y AdV en los diferentes tipos de agua se
definieron tres temporadas: fria-seca (TF) que comprendié enero a febrero, calida-seca
(TS) que abarcd de marzo a junio, y calida-lluvias (TLL) de julio a octubre, del 2009
(Figura 2).

Los criterios usados para definir las temporadas de muestreo fueron la
precipitacion y la temperatura de los ultimos cuatro afos en la zona sur de la Ciudad de
México. Estos datos fueron obtenidos de la red meteorolégica (REDMET, 2004-2008) y
de la red de depdsito atmosférico (REDDA, 2004-2008) del Distrito Federal.

Se tomaron un total de 135 muestras. EIl agua residual y residual tratada se
tomaron de la entrada y salida de la PTARCA respectivamente ya que en ella se trata la
mayor parte del agua residual generada en el Campus (Figura 1). Las muestras de
agua residual tratada usada para riego y las muestras de pasto de las areas verdes
regadas con agua residual tratada, fueron tomadas de los aspersores y areas verdes
adyacentes a la Torre de Rectoria, en el acceso al Campus desde la estacién del metro
Universidad conocido como Bigotes (Tu y yo, escultura de Mathias Goeritz) y en los
campos del Club de Futbol PUMITAS (Figura 1). El criterio de seleccidén para estas
areas fue la cantidad de personas que hacen uso del area verde diariamente.

El agua subterranea fue colectada antes de cloracion en los tres pozos que

abastecen a Ciudad Universitaria: Vivero Alto, Multifamiliar y Quimica (Figura 1).
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7.2 Muestreo de agua y pasto

Se realizaron tres muestreos para cada temporada, y se procesaron por
triplicado para cada tipo de agua o matriz vegetal recolectada. El volumen de muestra
para cada tipo de agua se resume en la Tabla 3.

Tabla 3. Volumen (L) o peso (gr) de muestras de agua y pasto colectadas en cada sitio de
muestreo.

CANTIDAD DE
TIPO DE MUESTRA LUGAR DE COLECTA MUESTRA
Agua subterranea Pozos: multifamiliar, 1000 6 100 L
Quimica y Vivero Alto.
Agua residual PTARCA agua de entrada 1L (no se concentrd

solo se usaron 200 mL
para el estudio)

Agua residual tratada PTARCA agua de salida 10L
Agua residual tratada de 10L
g Aspersores y pasto
redso .
cercano de areas verdes
Pasto de rectoria, metro CU y 25g

canchas de pumitas.

Las muestras de agua fueron colectadas siguiendo las recomendaciones
sanitarias de la Asociacidon Americana de Salud Publica (APHA por sus siglas en ingles)
y las NOM-179-SSA1-1998 para agua potable y de la NMX-AA-003-SCFI-2006 para
aguas residuales.

Los bidones usados para la toma de las muestras fueron de polipropileno
previamente lavados y esterilizados de acuerdo con métodos estandar (APHA, 2005).

Para la toma de las muestras de pasto se colectaron 25gr en bolsas de
polipropileno estériles; para evitar una posible contaminacién se utilizaron tijeras

estériles y guantes de polipropileno.
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7.3 Concentracion de muestras de agua

El agua residual (influente) proveniente de la PTARCA no fue concentrada. Y
solo fueron conservados 200 mL a -20°C de los cuales 100 fueron usados para
filtracion.

Para la concentracion de las muestras de agua subterranea, agua residual
tratada y agua residual tratada para reuso en riego se utilizé un sistema de
ultrafiltracién (SUF) que se implementé tomando como base el trabajo de Hill y
colaboradores (2005). En este sistema se usé un filtro de polisulfona F80A (Fresenius
Medical Care), que filtran moléculas con un peso molecular entre 15-20 kDa, lo que
permite la remocion de iones y moléculas de agua, concentrando los organismos de
interés presentes en grandes volumenes de agua.

Este proceso comienza bloqueando el ultrafiltro haciendo recircular 1 L de una
solucién de polifosfato de sodio (NaPP) a 0.1% durante 30 min. También se agrego
NaPP a una concentracién de 0.1% a las muestras de agua como desagregante de las
particulas. Finalmente se realizé la recirculacion de la muestra a un flujo constante de
1700 mL/min y una presion de 15 a 20 psi, que se logré por medio una bomba
peristaltica (Masterflex Cole Palmer) para obtener un volumen de concentrado final
aproximado de 100 mL (Hill et al.,, 2005). Las muestras concentradas fueron

preservadas a -20°C para su posterior analisis molecular.

7.4 Lavado y concentracion de muestras de pasto
Se colectaron 10gr de las muestras de pasto de areas verdes, que fueron
lavadas posteriormente con 100 mL de una solucién de PBS (SIGMA-ALDRICH),

durante 20 min a una velocidad constate de 100 revoluciones por minuto (rpm) para
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separar las bacterias. Este lavado fue procesado inmediatamente por el método de
filtracion a través de membrana para deteccion de las unidades formadoras de colonia
(UFC ) de CF y EF. La técnica en detalle se describe en el Apartado 7.5.2.

Para la deteccion de particulas virales se usaron 15 gr de pasto que fueron
lavados con 200 mL de una solucién de PBS (SIGMA-ALDRICH) con NaCl 1M durante
20 min a una velocidad constate de 100 rpm, como lo recomienda Vega (2006).
Posteriormente se filtrd la solucion en embudos Stericup GV Durapore de 0.22 um
(Millipore) con el fin de retirar impurezas y restos vegetales. Se conservaron 100 mL a -
70°C y el resto fue centrifugado usando tubos AMICON Ultra-15 (Millipore) con un filtro
de 100 kDa en una centrifuga ROTINA 35 R (Hettich) a 4°C con una velocidad de 3500
rom por 15 minutos, en multiples repeticiones, y el pellet se resuspendié en 500 yL de
PBS. Finalmente el concentrado obtenido fue guardado a -20°C hasta ser procesado

por medio de qPCR para la deteccién de EV y AdV (detalle de técnica Apartado 7.5.3).

7.5 Métodos de analisis
7.5.1 Andlisis fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos de pH y temperatura (°C) fueron obtenidos in situ
para cada muestra por medio de un equipo multiparametros portatii SenSION156
(HACH).
7.5.2 Andlisis bacteriolégicos

La deteccion y conteo de CF y EF fue realizada en el laboratorio después de la
toma de las muestras por el método de filtracion a través de membrana. En este
método se pasa la muestra por filtros de nitrocelulosa S-PAK (Millipore) de 0.45 ym y

posteriormente estos son colocados en medios selectivos para favorecer el crecimiento
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de las bacterias de interés. En el caso de las CF se utilizé agar m-FC (BD Difco) y para
los EF se utilizo el medio KF Streptococcus (BD Difco) ambos preparados de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. En el conteo final se reportan UFC por cada 100
mL (APHA, 2005; NMX-AA-102-SCFI-2006). Las cantidades filtradas para cada tipo de
agua se muestran en la Tabla 4. En el caso de las aguas residuales se realizaron
diluciones seriadas con un factor de 10 usando PBS 1X (SIGMA-ALDRICH) ya que el

numero de enterobacterias presentes era muy alto para un conteo adecuado.

Tabla 4. Cantidad de muestra procesada por medio de filtracion de membrana

TIPO DE
MUESTRA CANTIDAD DE MUESTRA FILTRADA

Agua subterranea 1000 mL

Agua residual 100 mL de diferentes diluciones 1:10
Agua residual 100 mL

tratada

Agua riego 100 mL

Pasto 100 mL

7.5.3 Analisis virales
7.5.3.1 Curva patron

Para EV fue utilizada como control positivo la vacuna de poliomielitis oral (VOP)
trivalente de laboratorios BIRMEX, con una cantidad minima reportada por el fabricante

de 1.17 x 10" genomas/mL (NOM-036-SSA2-2002).
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Para la construccidon de la curva patrén se realizaron diluciones seriadas con un
factor de dilucion de cinco para obtener una curva control de cinco puntos. El rango
dinamico que se obtuvo fue de 1 x 10" hasta 6.4 x 10% genomas, por lo que es posible la
cuantificacion desde un orden de magnitud logaritmica.

Para la cuantificacion de AdV 40 y 41, se utiliz6 como control positivo con DNA
de AdV humano 40 de ATCC (VR-931D) con un titulo calculado de 1.44 x 10°
genomas/mL que fue estimado a partir de los ng/uL de DNA reportados en las

especificaciones del American Type Culture Colection (ATCC).

7.5.3.2 Extraccion de RNA y de DNA

La extraccion de RNA para la cuantificacion de EV en las muestras se realizd
usando un mini kit de RNA viral QlAamp (QIAGEN) para eliminar las impurezas e
inhibidores de polimerasas eficientemente. El RNA extraido se llevo a un volumen final
de 60 yL que fue guardado a -70°C para su analisis posterior por medio de qPCR
(apartado 7.5.3.3).

La extraccion de DNA para la cuantificacion de AdV F en las muestras se realizd
usando un mini kit de DNA QlAamp (QIAGEN), con el que se obtuvé material genético
libre de impurezas. El volumen final de 250 pL fue guardado a -70°C para su analisis

posterior por medio de qPCR (apartado 7.5.3.4).

7.5.3.3 Cuantificacion de enterovirus
Para cuantificar el numero de genomas de EV en las muestras se utilizd la
técnica qPCR en un solo paso, tomando como base el protocolo reportado por

Monpoeho y colaboradores (2000). La reaccién se realizé en un volumen total de 30puL.
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Para la mezcla de reaccion se utilizaron 15uL de TagMan Universal PCR Master Mix,
No AmpErase UNG 2X (Applied Biosystems), 0.75uL de Multiscribe Reverse
Transcriptase/RNase Inhibitor Mix 40X (Applied Biosystems), 1uL de oligonucleotido
EV2 400 nM, 1 pL de oligonucleotido EV1 500 nM, 1 uL de sonda marcada Pb EV 120
nM, 1.25 uL de agua estéril y 10 pL de RNA extraido.

La reaccion de retrotranscripcion (RNA a cDNA) se llevé a cabo a 50°C por 45
minutos, seguida de la reaccién de amplificacién de cDNA a 95°C por 10 y 40 ciclos de
94°C por 15 segundos y 60°C por un minuto. Los oligonucledtidos y la sonda hibridan
en la region 5 no codificante (UTR), que es muy conservada entre los virus del grupo
de EV (poliovirus, coxsackie virus A — B y echovirus), obteniendo un tamano de
amplicén de 110 pb. Las secuencias de los oligonucleétidos y la sonda son mostradas

en la Tabla 4.

7.5.3.4 Cuantificacion de adenovirus F

Para conocer numero de genomas de AdV F (serotipos 40 y 41) en las muestras
se utilizé la técnica de gPCR. La reaccién se realizé en un volumen de 20 uL que
contenia 10 pL de TagMan Universal PCR Master Mix with UNG 2X (Applied
Biosystems), 1 uL de Primer HAdV-F4041-hex157, 1 uL de Primer HAdV-F40-hex245
500nM, 1 uyL de Primer HAdV-F41-hex246 500 nM, 1 yL de sonda marcada HAdV-
F4041-hex214-r 120 nM, 1 pL de agua estéril y 5 uL de DNA extraido.

La reaccién se realizé a 50°C por 2 minutos, seguidos de 15 minutos a 95°C
para la inactivacion de la enzima uracil-N- Glucosilasa que evita la reamplificacion de
fragmentos de DNA y promueve la desnaturalizacion de DNA y la activacion de la

polimerasa. Posteriormente se realizaron 45 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por
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30 segundos y 72°C por 10 segundos. Este protocolo es una modificacion del reportado
por Xagorarakiy colaboradores (2007), que incluyen un paso final de 30°C durante 10

segundos.

Los oligonucledtidos y la sonda utilizados se encuentran en la zona del hexon de
AdV F (serotipos 40 y 41). El oligonucleétido foward y la sonda marcada utilizado para
AdV F fue el mismo para ambos serotipos virales, mientras que para el oligonucleétido
reverse se utilizé un disefo especifico para cada tipo viral (Xagoraraki et al., 2007). Las

secuencias de los oligonucledtidos y la sonda son presentadas en la Tabla 5.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en este estudio y sus caracteristicas relevantes.

OLIGONUCLEOTIDO '/ ANO SECUENCIA TAMANO

pb AMPLICON REFERENCIA

Modificado de

Enterovirus Monpoeho et al., 2000

EV1 19 5’-GATTGTCACCATAAGCAGC-'3
128 pb
EV2 19 5' CAC GTA GAA CGA TGG CAT CA 3'
5'- FAM-
Pb EV (sonda)* 26 CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-
BHQ1-'3
Adeovirus F Xagoraraki et al., 2007
HAdV-F4041-
hex157 (forward 21 5’- ACCCACGATGTAACCACAGAC —'3
AdV 40y 41)
HAdV-F40-hex245 23 5’- ACTTTGTAAGAGTAGGCGGTTTC- 88 pb
(reverse AdV40) 3
HAdV-F41-hex246 5’-CACTTTGTAAGAATAAGCGGTGTC-
(reverse AdV41) 3
HAdV-F4041- > -FAM-
22 CGACKGGCACGAAKCGCAGCGT-

hex214 (sonda) BHQ1-'3

! La sonda fue modificada colocando el apagador BHQ1 en lugar del original.
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7.6 Analisis de datos

Para el analisis de resultados se utilizé el programa STATGRAPHICS Centurion
XV. Se realiz6 una trasformacion logaritmica (base 10) de los datos obtenidos con el fin
de homogeneizarlos, debido a la variabilidad interna que éstos presentaban y poder
realizar un analisis mas representativo.

Para conocer si existia una diferencia para cada organismo detectado durante
las temporadas de muestreo se realizd un analisis de varianza (ANOVA, p<0.05). En los
casos que presentaron una diferencia se realizé un analisis de grupos homogéneos con
el método de diferencias minimas significativas LCD de Fisher (p<0.05), con el fin de
discriminar entre temporadas.

Para conocer si existia una relacion lineal entre CF, EF, EV y AdV en los
diferentes tipos de muestras colectadas se realizd un analisis de correlacion de Pearson

(p<0.05).
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7.7 Esquema general de trabajo
Como resumen del procedimiento para la cuantificacion de CF, EF, EV y AdV F se

muestra en la figura 2 un diagrama de flujo de los diferentes pasos y procedimientos

seguidos durante el estudio.

I METODO DE CAMPO I
|
TRES TEMPORADAS DE MUESTREO CICLO 2009
|

r AGUA l PASTO
Subterranea 100L Reuso 10L | Residual 1Ly Areas verdes
tratada 10L 25gr
I Agitar con
Parametros fisicoquimicos: pH, Temp. in situ PBS
| | |
I METODO ANALITICO I

| | | | | |
Determinacion de CF y EF filtracion de membrana
| | |

Concentrar Ultrafiltracion 100mL

Concentrar AMICON
500uL

EXTRACCION de material genético y SINTESIS de cDNA de EV

AMPLIFICACION y CUANTIFICACION de cDNA de EV y DNA de AdV
1

ANOVA y correlacién de Pearson

Figura 2. Esquema del procedimiento para determinar la presencia de CF, EF, EV y AdV en
diferentes tipos de agua del Campus de Ciudad Universitaria.
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8. RESULTADOS

8.1 Temperaturay pH

El valor de temperatura presenté un intervalo promedio de 18.5°C a 24.5°C. En

todos los tipos de agua, la menor temperatura se registré durante la temporada fria y se

observo un aumento de la misma haciala TS y TLL como se observa en |la Tabla 6.

Tabla 6. Resumen de los valores promedio de temperatura para las muestras durante

las diferentes temporadas de muestreo.

Tipo de agua
Tomporsta Agaresn  (SpTA Semrmae e
TF 19.5+0.3 20x0.7 2021 17.2+ .8
TS 20.2+0.6 23.3+0.5 245+0.5 18.5+0.5
TLL 20.8+0.2 n.d. n.d. 19.6 £ 0.7

TF: Temporada fria-seca, TS: Temporada célida-seca, TLL: Temporada céalida-lluvias
n.d. No determinado que en temporada de lluvias no se necesita agua para riego.

El valor de pH se mantuvo estable para las diferentes muestras durante las

diferentes temporadas (Tabla 7). El agua residual es la que mostro el mayor pH con un

promedio de 8.3, mientras que todos los demas tipos de agua se mantuvieron en un

intervalode 7 a 7.5.
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Tabla 7. Resumen de los valores promedio de pH para las muestras durante las

diferentes temporadas.

Tipo de agua

Agua residual

Agua residual Agua

Temporada Agua residual tratada tratada'de uso en subterrdnea
riego

TF 8.2+0.2 7.2+0.1 7.5+0.2 7.3+0.1

TS 8.5+0.3 7.3+0.3 7.5+0.1 7.2+0.1

TLL 8.2+0.2 n.d. n.d. 7%0.2

TF: Temporada fria-seca, TS: Temporada calida-seca, TLL: Temporada calida-lluvias
n.d. No determinado que en temporada de lluvias no se necesita agua para riego.

8.2 Resultados de bacteria y virus por tipo de agua

8.2.1 Aguaresidual

Se detectaron entre 1.1 x10” y 1.3 x10® UFC/100 mL de CF, mientras que el
nimero de EF fluctué entre las 1.1 x10” y 4.2 x10” UFC/100 mL. En el caso de AdV se
encontraron entre 1.5 x10* y 2.6 x10° genomas/100 mL (Tabla 7). Estos tres indicadores
estuvieron presentes en todas las muestras tomadas.

Los genomas de EV se cuantificaron entre1.6 x10° y 1.5 x108genomas/100 mL

(Tabla 7), pero unicamente se presentaron casos positivos durante la TSy TLL.
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8.2.2 Aguaresidual tratada

Los datos obtenidos para CF y EF nos indican que el proceso de tratamiento de
agua residual de la PTARCA fue efectivo para la remociéon de estas bacterias
indicadoras, ya que no se obtuvieron resultados positivos en ninguna de las muestras
(Tabla 7).

En el caso de EV tampoco se detectaron muestras positivas, lo que nos puede
indicar que el tratamiento es efectivo para remover la mayor parte de las particulas
virales 0 que es necesario procesar volumenes mayores de muestra a fin de evaluar la
capacidad de remocién de la PTARCA.

Los conteos de genomas de AdV F fueron entre 8.7 x10* y 2.5 x10° genomas/100

mL (Tabla 7), y fueron detectado en todas las muestras analizadas.

8.2.3 Aguaresidual tratada de relso en riego

Los conteos de CF en el agua de reuso en riego arrojaron un total de entre 5.0
x10%y 4.3 x10* UFC/100 mL y el de EF entre 1.0 x10* y 1.1 x10° UFC/100 mL (Tabla 7).

La cuantificacion de EV solo arrojo resultados positivos en 2 de las 17 muestras
analizadas, mientras que AdV F fue detectado en todas las muestras en cantidades
entre 4.1 x10* y 6.2x10* genomas/100 mL (Tabla 7). Esto nos indica que algunas
particulas virales pueden permanecer después del tratamiento de agua residual y esto
les permite acumularse en los sistemas de almacenamiento y/o distribucion del agua

residual tratada.
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8.2.4 Agua subterranea

Los conteos de CF y EF en el agua subterranea antes de la cloracion solo

mostraron conteos de 1 UFC/100 mL en dos de las muestra tomadas. Para el caso de

EV se obtuvieron conteos de entre 6 a 56 genomas/100 mL en tres de las muestras

tomadas y para AdV F dos muestras fueron positivas, con un conteo de 340

genomas/100 mL (Tabla 8). Estos resultados son importantes ya que pueden ser

indicativos de la contaminacion de las fuentes de abastecimiento.

Tabla 8. Resumen de la cuantificacion de los diferentes indicadores por tipo de agua.

Agua residual Agua residual Agua residual tratada Agua subterrénea

Microorganismo , _ a b tratada de uso en riego > a b

(n=27/27)*(n=18/27) (n=15/15) (n=17/17)" (n=2/17)" (n=3/27)*(n=2/27)
EV
(Gen/100mL) ®1.6 x10°- 1.5 x10° ND ®4.7x10" °0.6x10"-5.6 x10"
AdV F
(Gen/100mL) °1.5x10*-2.6x10° 8.7 x10*-2.5x10° 4.1 x10*- 6.2x10" ®3.4x10°
CF a 7 8 a 3 4 b 1
(UFC/100mL) 1.1 x10"-1.3x10 ND 5.0x10°-4.3 x10 0.1 x10
EF
(UFC/100mL) °1.1x10” - 4.2 x10’ ND  °1.0x10*-1.1 x10° ®0.1x10"

Entre Paréntesis se muestra el nUmero de muestras positivas para cada indicador

UFC: Unidades formadoras de colonia
Gen: Genomas
ND: No detectado
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8.2.5 Anédlisis de correlacion

Los datos de correlacion de Pearson de las diferentes muestras se presentan en

la Tabla 9, con un intervalo de confianza del 95% (p<0.05). Estas correlaciones nos

indican si existe una relacion lineal entre los datos obtenidos. De esta forma podemos

discriminar si la presencia de uno u otro indicador puede ser indicativa de la presencia

de alguno de los demas.

Tabla 9. Resumen del analisis de correlacion de los diferentes indicadores por tipo de

agua.

Tipos de
agua residual

Coeficiente de P Correlacion
correlacion

CF-EF 0.9314 0 Positiva fuerte
CF-AdV 0.9072 0 Positiva fuerte
EF-AdV 0.8492 0 Positiva fuerte
CF-EV 0.8524 0 Positiva fuerte
EF-EV 0.8105 0 Positiva fuerte
AdV-EV 0.7725 0 Positiva moderada
Agua residual tratada de uso en riego

Coeficiente de correlaciéon P Correlacion
CF-EF 0.8022 0.001 Positiva fuerte
Agua subterranea

Coeficiente de correlacion P Correlacion
EF-EV 0.768 0 Positiva moderada
AdV-EV 0.5799 0.0019 Positiva débil

Adv: Adenovirus grupo F, EV: Enterovirus
CF: Coliformes fecales, EF: enterococos fecales
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8.3 Resultados por temporada de muestreo
8.3.1 Temporada fria-seca

En esta temporada solo los AdV fueron detectados en todos los tipos de agua
muestreados. En el agua residual se encontraron con un promedio de 1.55 x 10*
genomas/100 mL, mientras que en el agua residual tratada el promedio fue de 8.73 x
10* genomas/100 mL (Figura 3). Por su parte, el agua residual tratada de retso en
riego mostré en un intervalo entre 5.4 x 10°a 1.83 x 10° genomas/100 mL dependiendo
del aspersor muestreado (Figura 4).

Para el agua subterranea se obtuvo un resultado positivo para el sitio del pozo
multifamiliar con un conteo de 343 genomas/100mL.

Es posible que la persistencia de AdV se deba a que presenta una gran
resistencia a los métodos biolégicos de tratamiento como la cloracion (Enriquez et
al.,1995).

Los EV solo fueron detectados en el agua subterranea en dos muestras, una en
el pozo Multifamiliar y otra en el pozo Quimica, con conteos de 160 y 240 genomas /100

mL respectivamente.
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Figura 3. Conteos de los diferentes indicadores para agua residual y residual tratada

durante la temporada fria-seca.

Los CF y EF fueron detectadas en el agua residual con conteos de 1.1 x 10"y 1.2
x 10° UFC/100 mL respectivamente. No se detectaron muestras positivas en el agua
residual tratada para ninguna de las dos bacterias lo que mostré que el tratamiento las

estaba eliminando adecuadamente.

Los conteos de CF en agua residual tratada de reuso para riego arrojaron entre
3 x10° y 1.08x10° UFC/100 mL como resultado. Los EF se detectaron entre 4 x 10° y

3.90 x 10° UFC/100 mL.

En el caso del aspersor Pumitas no se encontraron bacterias indicadoras en

ninguna muestra de esta temporada (Figura 4), es posible que este resultado se

41



relacione con el manejo del agua en esta zona, ya que el tipo de agua con el que se

llenan las cisternas es en ocasiones agua para uso y consumo humano y otras agua

ARTR P-TF: Agua residual tratada de uso en riego aspersor pumitas ARTR B-TF: Agua residual tratada de uso en

residual tratada dependiendo de la disponibilidad de la misma.
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riego aspersor bigotes ARTR R-TF: Agua residual tratada de uso en riego aspersor rectoria.

Figura 4. Conteos de los diferentes indicadores para residual tratada de reuso en riego

durante la temporada fria-seca.

8.3.2 Temporada calida-seca

En el caso de AdV en agua residual se obtuvo un conteo promedio de 2.6 x 10°
genomas/100 mL y para el agua residual tratada de 2.6 genomas/100 mL. En ambos
casos son un orden de magnitud mayor que en la temporada fria (Figura 5).

En el agua residual tratada de uso en riego los conteos de AdV estuvieron en el

rango de 2.6 x 10*a 6.7 x 10* genomas/100 mL (Figura 6).
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En esta temporada para agua residual se obtuvieron conteos de EV de 1.6 x 10°
genomas/100 mL (Figura 5) lo que coincide con las fechas del inicio de la temporada de

vacunacion infantil.

Al igual que durante la TF, no se detectaron genomas virales de EV en el agua residual

tratada.
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AR-TS: Agua residual temporada calida-seca. ART-TS Agua residual tratada temporada calida-seca.

Figura 5. Conteos de los diferentes indicadores para agua residual y residual tratada

durante la temporada calida-seca.

En el caso del agua residual tratada de reuso en riego solo la zona denominada
aspersor bigotes tuvo muestras positivas con un promedio de 141 genomas/100 mL
(Figura 6).

Para las bacterias indicadoras, el conteo promedio en agua residual tratada fue
de 1.3 x 10y de 1.1 x 10° UFC/100 mL para CF y EF respectivamente (Figura 5).

No se detectaron bacterias indicadoras en ninguna muestra para el agua residual

tratada.
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En el caso del agua residual tratada de reuso en riego solo se encontraron

muestras positivas para CF en el aspersor Pumitas y Rectoria con conteos de 9 x 10°y

1 x10° UFC/100 mL y para EF solo en aspersor Rectoria con 3 x 10* UFC/100 mL

(Figura 6).

1.E+09
1.E+08
1.E+07
1.E+06
1.E+05
1.E+04
1.E+03
1.E+02
1.E+01

1.E+00

Log ;, de UFC o genomas por 100mL

ARTR P-TS

OCF NEF mEV mAdV

ARTR B-TS

il

ARTR R-TS

ARTR P-TS: Agua residual tratada de uso en riego aspersor Pumitas ARTR B-TS: Agua residual tratada de uso en

riego aspersor Bigotes ARTR R-TS: Agua residual tratada de uso en riego aspersor Rectoria.

Figura 6. Conteos de los diferentes indicadores para residual tratada de reuso en riego

durante la temporada calida-seca.

Durante esta temporada no se detectaron bacterias indicadoras ni genomas

virales de AdV o EV en el agua subterranea. Por lo que no se muestran datos.

8.3.3 Temporada célida-lluvias

Durante esta temporada el agua que se recibe en la PTARCA no es tratada, ya

que se considera que el agua de lluvia recibida tiene un efecto de diluciéon sobre los

agentes patodgenos debido al aporte de agua pluvial.
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Debido a ello el agua es dirigida directamente al sistema de alcantarillado publico
sin ningun tratamiento por lo que unicamente se tomaron muestras a la entrada de la
planta. Durante esta temporada también se hace innecesario el uso del sistema de
riego debido a las lluvias, por lo que tampoco se tomaron muestras de agua residual
tratada de retiso en riego. En el agua residual los conteos de AdV fueron de 2.6 x10°
genomas/100 mL mientras que los de EV fueron de 1.5 x 10° genomas/100 mL (Figura
7).

Los conteos promedio de CF fueron de 1.2 x 108 UFC/100 mL y lo de EF de 4.2 x
10" UFC/100 mL.

Para el agua subterranea solo se tiene un resultado positivo para EV y EF en

Pozo Vivero, con un conteo de 50 genomas/100 mL y una muestra positiva de EF.
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AR-TLL: Agua residual temporada calida-lluvias.

Figura 7. Conteos de los diferentes indicadores para agua residual y residual tratada

durante la temporada calida-lluvias.
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8.3.4 Matriz vegetal

Durante la TF el conteo de AdV fue entre 1.2 x10%y 2.8 x10° genomas/100 mL,
mientras que no se tuvieron resultados positivos para EV. El conteo de CF se registro
en un intervalo de 3 a 8.1 x10' UFC/100 mL y el de EF entre 3.8 x 10"y 1.2 x 10?

UFC/100 mL (Figura 8).
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PP-TF: Pasto Pumitas temporada fria-seca, PB-TF: Pasto Bigotes temporada fria-seca, PR-TF: Pasto Rectoria

temporada fria-seca.

Figura 8. Conteos de los diferentes indicadores para pastos de CU durante la

temporada fria-seca.

Durante la TS el conteo de AdV y EV se vio disminuido ya que solo se encontro
un conteo de 90 genomas/100 mL para AdV y de 40 genomas/100 mL Pumitas

mientras que los otras muestras resultaron negativas.
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Para el caso de bacterias el conteo durante TS aumentd con respecto al de la
TF, para CF el conteo estuvo entre 6 x10" a 1.8 x 10* UFC/100 mL y el conteo de EF
entre 1.1 x10%a 4.2 x 10* UFC/100 mL (Figura 9).

Es posible que debido a la radiacion solar tuviera un efecto negativo sobre las
particulas virales durante la TS afectando su viabilidad, ya que puede desestabilizar las

proteinas de la capside viral y destruir el material genético (Meng y Gerba, 1996).
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PP-TS: Pasto pumitas temporada célida-seca, PB-TS: Pasto bigotes temporada calida -seca, PR-TS: Pasto rectoria

temporada cadlida -seca.

Figura 9. Conteos de los diferentes indicadores para pastos durante la temporada

calida-seca.

Durante la TLL la tendencia es similar a la encontrada durante la TS, el conteo
de bacterias indicadoras aumenté con respecto al titulo encontrado de genomas virales.
AdV fue positivo para el sitio Pumitas, con un conteo de 40 genomas/100 mL y el
conteo de EV fue positivo en el sitio bigotes con 20 genomas/100 mL y de 10

genomas/100 mL en el sitio de rectoria.

47



Para CF los conteos fueron entre 7 a 6.3 x 10" UFC/100 mL y para EF de 5 a 4 x10°

UFC/100 mL (Figura 10).
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Figura 10. Conteos de los diferentes indicadores para pastos durante la temporada

calida-lluvias.

8.3.5 Analisis de varianza

Con el fin de conocer si existe una diferencia significativa en el niumero de UFC o
genomas durante las diferentes temporadas, se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) para cada uno de los indicadores cuantificados en este estudio, usando una

transformacion logaritmica de los datos; los resultados se muestran en la Tabla 10.

48



6v

Tabla 10. Analisis de varianza para comparar datos microbiolégicos entre temporada fria-seca, calida-seca y calida-
lluvias del ciclo 2009 para los diferentes muestreos en Ciudad Universitaria.

Fria-seca (TF)

Calida-seca (TS)

Calida-lluvias (TLL)

Rangos multiples

Paramet Muest F P
arametro uestra Media geométrica Media geométrica Media geométrica TF TS TLL
AR 10,533,333 127,111,111 116,888,889 84.66 0.0000 X XX XX
ART 0 0 - - - - - -
Coliformes fecales

UFC/100mL ARTR 43,000 50,000 - 0.20 0.6617 X X -

Subter. 1 0 0 2.15 0.1395 X X

Pasto 48 5973 36 2.22 0.0305 X XX
AR 10,533,333 104,777,778 41,888,889 65.63 0.0000 X XX XX
ART 0 0 - - - - - -

Enterococos fecales

UFC/100mL ARTR 113,778 100,000 - 2.19 0.1670 X -
Subter. 1 0 1 0.54 0.5920 X X

Pasto 68 14,237 1,791 1.64 0.0147 XX X

Media geométrica Media geométrica Media geométrica
AR 15,487 261,733 258,553 24.72 0.0000 X XX XX
ART 87,333 245,739 - 5.45 0.6329 -
Adenovirus F
genomas/100mL ARTR 61,694 41,328 - 1.24 0.2900 X -
Subter. 343 0 0 0.94 0.0000 XX X X
Pasto 1,335 92 62 0.36 0.0280 X XX XX
AR 0 1,644,444 1,506,667 27.01 0.0000 X XX XX
ART 0 0 - - - - - -
Enterovirus

genomas/100mL ARTR 0 47 - 2.54 0.1394 X X -

Subter. 18 0 6 1.75 0.1957 X X

Pasto 0 6 2.19 0.1335 X X




De acuerdo con estos resultados, en el agua residual se tienen diferencias
significativas para todos los indicadores de contaminacion fecal y viral considerados en
este trabajo., Cabe hacer notar que mientras la cantidad de bacterias indicadoras
aumenta en la TSy TLL la cantidad de genomas de AdV disminuye.

Se observa ademas una diferencia en la cantidad de bacterias y genomas virales
detectados en pasto durante las diferentes temporadas. Cabe destacar que durante la
temporada fria es cuando se cuantifica una mayor cantidad de particulas virales.,
Mientras que las bacterias tienen un comportamiento inverso, ya que el mayor numero

fue detectado durante la TS y TLL, cuando la temperatura fue mas alta.

9. DISCUSION

De acuerdo con los datos obtenidos en el sistema de abastecimiento y manejo
de agua de CU, se detectd la presencia de diferentes tipos de indicadores de
contaminacion fecal y viral.

Debido a las caracteristicas y manejo de CU, estos datos son de utilidad para
conocer si la presencia de estos microorganismos indicadores puede significar un riego
potencial para el personal y estudiantes del Campus. Ademas este estudio puede ser
un precedente para poder disefiar estudios similares en los diferentes campi de la
universidad o incluso en diferentes areas de la ciudad de México o del pais.

Es importante recalcar que el método modificado de concentracion de muestras
de agua por ultrafiltracion utilizado durante este estudio resultd adecuado para la
aumentar la cantidad de particulas virales detectables en las diferentes tipos de agua
(Hill et al., 2005). El cartucho filtrante utilizado es casi 10 veces mas barato que los

cartuchos electropositivos (CUNO) propuestos por la EPA (EPA, 1995). La eficacia de
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recuperacion del cartucho CUNO es de alrededor del 90% mientras que la eficacia de
recuperacion de particulas virales con los cartuchos de polisulfona F80A fue del 70%
sin embargo estos pueden ser reutilizados una vez que se desinfecten. Esto repercute
en una disminucion significativa de costo de la realizacidén de las pruebas de deteccion
de particulas virales y brinda la posibilidad de realizar muestreos mas amplios, lo que
incrementa la representatividad de los resultados.

Durante el estudio se cuantificaron los genomas de AdV F y EV. Ambos agentes
virales han sido propuestos como indicadores de contaminacion fecal y viral en agua de
uso humano (EPA, 2009). Evaluar la presencia y la cantidad de virus tiene como
ventaja frente a las bacterias indicadoras que no pueden presentar un recrecimiento
que afecte a los resultados, ya que requieren de una célula hospedero humana para
replicarse (Noble et al., 2001), lo cual hace que su evaluacion sea mas cercana a la
realidad en cuanto a la contaminacion fecal y riesgos potenciales a la salud

AdV F fue el Unico que se detectd después del proceso de tratamiento en la
PTARCA, mientras que EV fue removido durante el proceso de tratamiento.

Se ha reportado que los AdV F son comunes en lodos de aguas residuales
tratadas y se encuentran en cantidades de alrededor de 10 veces superiores a EV, y se
ha reportado su presencia en diferentes plantas de tratamiento alrededor del mundo
bajo diferentes condiciones de tratamiento, lo que lo hace un buen candidato para ser
usado como indicador de contaminacion viral fecal (Dong et al., 2010; Maier et al.,

2009;Bofill-Mas et al., 2006)
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Se ha reportado que AdV presenta una gran resistencia a los métodos de
desinfeccién como la cloracién, y que es termoestable a temperaturas mayores a 50°C,
temperaturas a las cuales EV es inactivado rapidamente (Enriquez et al.,1995;
Thurston-Enriquez, 2003). Es ademas un virus con doble cadena de DNA y cuenta con
sistema de reparacion de nucleétidos dafiados lo que puede aumentar su persistencia
en condiciones adversas frente a otros virus como EV o hepatitis A, que son virus de
RNA de cadena sencilla y no cuentan con un sistema de reparacion (Jiang, 2006).

Nuestros resultados apoyan la idea de que la cuantificacion de AdV F nos podria
permitir conocer la eficacia del sistema de tratamiento, ya que se presenta en mas
muestras con respecto a EV, CF y EF. Ademas, la presencia de AdV F nos podria
indicar la presencia de otros grupos virales en el agua que pueden ser de importancia
para la salud publica.

La cantidad de EV fue mayor sobre todo en el agua residual. Por otro lado, es
probable que las particulas de EV sean mas susceptibles a la cloracion y factores
ambientales que AdV (Jiang, 2006).

En el agua residual sin embargo, hubo un marcado aumento de particulas virales
de poliovirus durante la TS y la TLL que coincidieron con fechas posteriores a la
primera (21 a 27 de febrero) y la segunda (13 al 19 de junio) semanas Nacionales de
Vacunacion del 2009, durante las cuales se administra la vacuna polio oral a nifios
menores de cinco afios. Es probable que los genomas detectados de EV pertenezcan al
grupo de Poliovirus 1, 2 y 3. Los poliovirus de la vacuna oral son particulas activas
atenuadas que al ser aplicados se replican en los enterocitos de los infantes, por lo que
las heces de los nifios vacunados contienen grandes cantidades de poliovirus que son

descargados al agua residual y pueden ser detectados (Pavlov et al., 2005; Lago et al.,
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2004; Jiménez et al,. 2001). En CU, el Centro de Desarrollo Infantil (CENDI, CU)
atiende y da servicio a infantes hijos de empleados de la UNAM, y el agua residual que
generan es conducida y tratada directamente en la PTARCA.

Se tienen reportados algunos estudios donde se busca la cantidad de poliovirus
vacunal en cuerpos de agua de diferentes partes de la Republica Mexicana y se
reportan en mayor grado en los estados de Tlaxcala y en el D.F. (Rodriguez Mejia,
2001).

Es recomendable considerar como parte de los estudios de este tipo la
secuenciacion de los segmentos de genoma detectados a fin de identificar
especificamente a los EV y los virus entéricos de intereés.

Es importante sefialar que estos datos nos indican que la cloracion, como es
manejada, no parece ser efectiva para la eliminacion de patdégenos como los virus
entéricos, por lo que es recomendable considerar el uso de otros métodos de
desinfeccion como el ozono (Os3) que, ademas de no producir subproductos
potencialmente cancerigenos como trihalomentanos, favorece la destruccién de acidos
nucleicos y produce lisis celular, con la consecuente eliminacion de bacterias y virus de
forma efectiva (Bitton, 2005).

A pesar de que todas las muestras de agua residual tratada fueron negativas
para bacterias indicadoras, si se encontraron resultados positivos en el agua residual
tratada para redso en riego, lo que sugiere una contaminacion del sistema de
almacenamiento (cisternas) o bien un recrecimiento debido posiblemente a que el agua
permanece almacenada, en oscuridad y a una temperatura promedio de 18°C. Ya se ha
reportado la sobrevivencia de CF y EF asociados a sedimentos y biopéliculas, sobre

todo en ambientes intertropicales y tropicales (Hardina y Fujiorka, 1991). También se ha
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reportado un recrecimiento de Escherichia coli en sistemas de distribucién y ambientes
naturales, sobro todo en zonas de temperaturas calidas (Byappanahalli y Fujioka, 1998;
Desmaris et al., 2002; Uhl et al.,, 2004). En un estudio reciente de Gerba y
colaboradores (2009) encontraron que la formacion de biopeliculas en zonas de
almacenamiento de agua como cisternas y pipas de agua puede favorecer el
recrecimiento de bacterias coliformes debido a que se crean microambientes donde la
accion de los desinfectantes es menor y donde las condiciones protegidas pueden
favorecer su crecimiento.

En varias muestras de agua subterrdnea se encontraron resultados positivos
para CF y EF asi como para los genomas de AdV F y EV, lo que sugiere la existencia
de una contaminacion del acuifero, posiblemente debido a que el tipo de terreno
volcanico permite una rapida infiltracion del agua (Noyola y Morgan-Sagastume, 2004) y
la baja cobertura de drenaje en la zona. Fonseca (2010) reporta la presencia de
bacteriéfagos en muestras de las mismas zonas de abastecimiento de agua y estos
resultados recalcan la importancia de considerar la busqueda de estas fuentes de
contaminacion y poner especial cuidado en la desinfeccién y monitoreo del agua que es
extraida.

Un aspecto muy importante a considerar es la presencia de virus y bacterias en
el agua residual de relso en riego, ya que se utiliza en areas verdes del campus
Universitario. En estos sitios se realizan diversas actividades deportivas y recreativas
por parte de la comunidad universitaria asi como por vecinos y visitantes. Es comun el
juego, el descanso y la ingesta de alimentos. Esta poblacion esta expuesta a la
presencia de los patdgenos detectados, por lo que puede considerarse como un riego

potencial para la salud de los usuarios de estas areas (Datos PUMAGUA, 2010). Es
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importante sefialar que la cantidad de bacterias CF encontradas en el agua residual
tratada de redso para riego rebasa los limites permisibles que se sefialan en la Norma
Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997 para este tipo de agua. Ademas, es
fundamental considerar la presencia de los otros patdgenos virales y bacterianos que
no son considerados en la norma.

El andlisis de la matriz vegetal revela un comportamiento diferencial entra las
bacterias indicadoras y los virus cuantificados, ya que la cantidad de bacterias
detectadas fue menor durante la TF y mayor durante las temporadas mas calidas (TS y
TLL), mientras que la cantidad de genomas virales presentd un comportamiento
inverso, siendo mayor durante la TFy menorenla TSy TLL.

A pesar de que la temperatura puede jugar un papel importante en este
comportamiento, estos datos sugieren que la radiacion solar (en particular los rayos UV)
puede estar jugando el papel mas importante. Se ha reportado que la radiacion solar
inactiva particulas virales por la desnaturalizacion de las proteinas que forman la
capside viral y la formacion de dimeros de timina, y posteriormente destruye el material
genético (Meng y Gerba, 1996; Love et al., 2010). A diferencia de los virus las bacterias
coliformes poseen eficientes sistemas de reparacion celular y de su material genético y
nucleodtidos que les permiten ser mas tolerantes a los rayos UV (Meng y Gerba, 1996;
Maier et al., 2009 ) y por lo tanto sobrevivir mas tiempo a la exposicion solar.

Los virus entéricos son resistentes a las bajas temperaturas y se ha reportado
que estas temperaturas pueden favorecer la conservacion de su estructura proteica y
por lo tanto su prevalencia, por el contrario las bacterias se ven afectadas en su ciclo
normal de crecimiento y metabolismo cuando las temperaturas descienden, lo que

puede disminuir su sobrevivencia (Maier et al., 2009).
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Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en la matriz vegetal para
los virus y bacterias cuantificados en lo que se refiere al efecto de los cambios de
temperatura ambiental durante las temporadas estudiadas.

No existe en México una legislacion acerca de las cantidades permisibles de
virus entéricos en agua de reuso pero, sin embargo, existen propuestas de organismos
como la EPA que propone que los tratamientos de desinfeccion deben lograr una
disminucidén en 99.99% de particulas virales en agua para consumo humano (EPA,
2009). En el estado de California (California Regulations Related to Drinking Water,
2010) la legislacion exige métodos de tratamiento que remuevan 99.99% de
bacteriofago F-RNA especifico o poliovirus para el agua de consumo, y Hawaii (Hawalii
Administrative Rules, 2005, Hawaii Water Reuse, 2004) exige igualmente una
reduccion del 99.99% de virus para el agua de consumo y de reuso en riego agricola.
En la legislacién de Australia también se exige para el agua de consumo métodos de
tratamientos que remuevan el 99.99% de los virus entéricos en agua de consumo
(Australian Drinking Water Guidelines, 2004)

En México, la legislacion para el manejo del agua para uso y consumo humano
(NOM-127-SSA1-2000) y para el reuso de agua residual tratada (NOM-003-
SEMARNAT-1997) establece los limites permisibles de coliformes fecales, pero no
contempla otros microorganismos como protozoarios y virus que pueden significar un
riego importante para la salud publica. En este trabajo la deteccion de virus en el agua
subterranea y agua de relso demuestra que es importante revisar la normatividad
vigente y sugerir la posible inclusion de un indicador de contaminacion viral que puedan

indicar la presencia de virus y protozoarios de importancia para la salud publica.

56



10. CONCLUSIONES

El sistema de tratamiento en la PTARCA es adecuado para la remocion de CF,
EF y EV pero no para AdV F.

AdV F presenta una mayor resistencia a los sistemas de tratamiento y
desinfeccion de agua residual que EV, CF y EF. Es por ello que se propone
como indicador de la eficiencia de tratamiento de agua residuales y de
contaminacion fecal y viral de fuentes de abastecimiento, ademas de que es un
indicador confiable debido a que no puede crecer en los sistemas de
almacenamiento.

La presencia de genomas EV en agua residual puede estar relacionada con las
campafas de vacunacion infantil, ya que el agua proveniente del CENDI CU es
tratada en la PTARCA, donde se vacuna a infantes de trabajadores del campus.
Sin embargo es necesario un estudio directo en las aguas residuales del centro
para poder comprobarlo.

Este trabajo proporciona informacion sobre la persistencia de virus y bacterias
en areas verdes lo que puede significar un riesgo para los usuarios de estas
areas.

La temperatura y la incidencia de rayos solares pueden afectar el numero de
bacterias y virus, disminuyendo en mayor grado la cuantificacibn de genomas
virales.

La deteccion de bacterias indicadoras en sistemas de almacenamiento de agua
residual de redso en riego brinda informaciéon sobre su probable recrecimiento,

lo que puede significar un riesgo potencial para los usuarios en contacto con
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areas verdes, por lo que es recomendable dar mantenimiento y limpieza a las
cisternas y realizar un monitoreo de la calidad del agua que se almacena..

e Este trabajo proporciona informacion sobre el comportamiento de virus y
bacterias indicadoras en diferentes tipos de agua, especificamente para México,
cuya localizacion intertropical puede afectar la temporalidad de los patégenos
cuantificados.

e La identificacion de virus y bacterias en este trabajo pone en evidencia que es
importante la revisién de la normatividad vigente en materia de calidad del agua
en Meéxico y proponer la inclusiébn de indicadores de la presencia de
enteropatdgenos virales que pueden ser de importancia para la salud publica en

nuestro pais.
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