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aguas residuales en estudio.
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Resumen

Los virus entéricos potencialmente patdgenos para el ser humano se pueden
transmitir a través del agua, lo cual es un problema que compete tanto a paises
desarrollados como subdesarrollados. Las aguas residuales o aguas de desecho
gue muchas veces drenan a los rios que son utilizados para el riego de cultivos y
como aguas de recreacion, e incluso, en los lugares mas remotos, donde no se
cuenta con agua potable, se utilizan como agua de consumo o para labores
domésticas. Estas practicas hacen que el agua residual sea una fuente de
contaminacion latente que puede generar problemas en la salud publica.

En la actualidad, en Costa Rica no se realizan andlisis virolégicos en aguas
residuales y, por esta razén, es de importancia implementar metodologias en esta
area. El Decimonoveno Informe del Estado de la Nacion del Desarrollo Humano
Sostenible en Costa Rica indica que el saneamiento de aguas residuales ordinarias
en plantas centralizadas corresponde a solamente el 3,6% del total generado. La
mayoria de aguas residuales se trata bajo el sistema de lodos activados con
aireacion extendida o anaerobiosis.

Los virus entéricos cobran importancia al considerar las aguas residuales
como fuente de infeccion debido a que resisten por largos periodos en el ambiente
manteniendo su infectividad, son resistentes a procesos de tratamiento
convencionales y su dosis infectante es bastante baja, en consecuencia se
considera relevante su determinacion.

En este proyecto se utilizé la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) para la deteccion de enterovirus y virus de la Hepatitis A
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presentes en muestras de afluentes y efluentes recolectados en cinco plantas de
tratamiento, ubicadas en el gran Area Metropolitana de Costa Rica, para un total de
118 muestras de las cuales 21 fueron positivas para enterovirus y 6 para Hepatitis
A.

Ademas, se evalud colifagos somaticos como indicadores de contaminacion
fecal, tanto en las entradas como en las salidas y se observo que no existe diferencia
significativa entre ambas (p>0,05) para la prueba estadistica “t student”, solamente
parala PTAR 1 ACh el valor de p fue inferior a 0,05. También se evalud la influencia
de la estacionalidad sobre el recuento de éstos y tampoco se observo diferencia
significativa, ya que nuevamente se obtuvo un valor de p (>0,05); por lo tanto no se
logr6 detectar efectos directos en el recuento de colifagos somaticos a
consecuencia de la cantidad de lluvia caida.

Por ultimo, se planted el establecer una posible correlacion entre los colifagos
somaticos y la presencia de los virus patdgenos en estudio, de tal forma se observo
segun los andlisis estadisticos que no existe dicha asociacién, dado que el valor de

Rho obtenido fue inferior a 0,6.



Antecedentes

Manejo de Aguas Residuales en Costa Rica

Ante la premisa de la posible transmisién de agentes causantes de
enfermedades, en particular virus entéricos potencialmente patégenos por medio de
aguas residuales, surge la necesidad de estudiar y evaluar las condiciones de
algunas de las plantas de tratamiento de nuestro pais. Especificamente, al conocer
gue los efluentes pueden ser reutilizados en actividades que involucran contacto
directo e indirecto con los virus, poniendo a la comunidad en una situacion
vulnerable, lo cual hace que sea un tema de importancia en salud publica que se
traduce en un reto para las diferentes entidades encargadas de garantizar el
adecuado tratamiento de las aguas residuales (Okoh, 2010).

La implementacion de técnicas de tratamiento de aguas residuales, es
considerada una practica relativamente reciente, ya que Su uso se remonta a
principios del siglo pasado, especificamente a finales de 1800 (Rojas, 2002). La
aplicacion de estas metodologias surge como consecuencia de la relacidon
anteriormente mencionada entre aguas contaminadas y las enfermedades de origen
hidrico (Redondo, 2012).

Se define como agua residual aquella que ha sido utilizada y se le han
agregado desechos, ya sean excretas humanas o de animales, diferentes
compuestos quimicos y material sélido suspendido, lo que altera su calidad dando

origen a un agua contaminada (Argaw, 2004; Decreto No 33601-MINAE-S, 200).
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El agua residual se puede caracterizar de cuatro formas diferentes, entre
ellas las pluviales, las infiltraciones, aguas residuales domésticas y las industriales.
La primera hace referencia al agua proveniente de las precipitaciones e incluye
fertilizantes, plaguicidas, compuestos quimicos y bioldgicos que pueda acarrear.
Las infiltraciones son consideradas aguas de caracter desconocido o nho controlado.
Las aguas residuales domeésticas, son las que se originan en los hogares,
establecimientos comerciales y las zonas publicas. Las aguas industriales son todas
aquellas provenientes de diversos procesos industriales (Angulo, 2013; Valverde,
2012).

Ademas, segun lo establecido por Reglamento de Vertidoy RelUso de Aguas
Residuales, las aguas residuales se pueden clasificar en aguas residuales de tipo
ordinario, siendo las originadas por las actividades domésticas, y las de tipo especial
que abarcan las demas acciones diferentes a las ordinarias (Decreto No 33601-
MINAE-S, 2007).

El objetivo principal del tratamiento de las aguas residuales es la “conversion
del agua residual proveniente del uso de las aguas de abastecimiento, en un
efluente final aceptable a las condiciones del ambiente (estético, organoléptico y de
salud publica) y la disposicion adecuada de los sélidos (lodos) obtenidos durante el
proceso de purificacion”; es decir, el someter aguas residuales a un tratamiento que
procura la remocidon de contaminantes quimicos y bioldgicos, de tal forma que
disminuya la posibilidad y el impacto sobre el ecosistema y los seres humanos
(Rojas, 2002; Okoh, 2010).

El tratamiento que reciben las aguas residuales en nuestro pais consta de

varios procesos. Primero se realiza un tratamiento preliminar cuyo objetivo consiste
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en retirar la materia flotante de mayor tamafio, asi como sélidos gruesos, aceitesy
grasas empleando para ello rejillas gruesas, medias y finas. Luego se aplica el
tratamiento primario donde se emplean sedimentadores para remover una parte de
la materia organica y los sélidos finos suspendidos, esto se puede realizar mediante
procesos fisicos o mecanicos como floculacién, coagulacion, sedimentacién o
filtracion (AyA, 2009). Se ha documentado que este paso en el procedimiento es
crucial en la eliminacion de particulas virales, alcanzando porcentajes que van
desde un 90% hasta un 99% de eliminacion (Okoh, 2010).

Posteriormente, se continla con el tratamiento secundario, etapa en la cual
se utilizan sistemas biologicos aerobios o anaerobios para eliminar tanto los sélidos
suspendidos como la materia organica biodegradable que esté en suspensidon o
disuelta. Por ultimo, se efectia el proceso de desinfeccion usualmente con
hipoclorito de sodio a una concentracion que oscila entre 5 mg/l y 20 mg/l, aunque
ésta pude variar segun las caracteristicas de la planta de tratamiento (AyA, 2009;
Marin, 2013).

Entre los sistemas de tratamiento secundarios aerobios mas utilizados se
destaca los lodos activados, que consiste en un micro-ecosistema compuesto por
bacterias formadoras de fléculos especificamente del género Zoogloea, asi como la
presencia de otros géneros como Pseudomonas, Arthrobacter y Alcaligenes;
también contiene microorganismos filamentosos como Sphaerotilus, Thiothrix,
Bacillusy Beggiatoa, y algunos protozoarios ciliados y flagelados.

El principio del tratamiento secundario se define por medio de la interaccion
de los microorganismos con el material organico, que al unirse forman floculos

naturales que van sedimentando segun su tamafio en el tanque de aeracion. Por
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altimo, los lodos precipitados pueden llevar un tratamiento de deshidratacion y ser
reutilizados por su riqueza micro-organica (Comision Nacional del Agua, 2007).

Existe una tercera parte del proceso, denominada tratamiento terciario que
no es empleada por las plantas de tratamiento de nuestro pais, en el cual se dala
filtracion con tamices para remover soélidos residuales suspendidos, y posterior a
ello, la desinfeccion del agua. Para finalizar este procedimiento, se emplea un
tratamiento avanzado, con el propdsito de eliminar los remanentes de materiales ya
sea disueltos o diluidos que han quedado a lo largo del proceso. Esta etapa se lleva
a cabo cuando se requiere redutilizar las aguas residuales tratadas (AyA, 2009). Una
vez que las aguas residuales son tratadas, deben cumplir con una serie de
parametros (fisicos y quimicos) y limites establecidos para poder verterlas en
cuerpos receptores (ver cuadro 1).

Cuadro 1. Parametros y limites establecidos por AyA en el Reglamento de Vertido

y Relso de Aguas Residuales.

Parametro Limite méaximo

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO5,20) 50 mg/L
Demanda quimica de oxigeno (DQO) 150 mg/L
Solidos suspendidos 50 mg/L
Grasas/Aceites 30 mg/L

pH 5a9
Temperatura 15°C < T< 40°C
Solidos sedimentables 1 mL/L
Sustancias activas al azul de metileno 5 mg/L

Fuente: Decreto No 33601-MINAE-S, 2007.
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Ademas de estos requisitos de caracter fisicoquimico, también se establecen
parametros microbioldgicos, los cuales dejan de lado los analisis de tipo virolégico
para los que no se han disefiado técnicas de estudio ni se ha implementado entre
los requisitos de eliminacion de los efluentes, apesar del alto riesgo conocido como
fuentes de propagacion y diseminacién de los agentes virales (Decreto No 33601-
MINAE-S, 2007; Okoh, 2010).

Por otra parte, el manejo del recurso hidrico en Costa Rica, se ha distribuido
entre diferentes organismos, siendo el Instituto Costarricense de Acueductos y
Alcantarillados (AyA), quien tiene a cargo el mantenimiento de la mayor parte.
Ademas, se encuentra la Empresa de Servicios Publicos de Heredia (ESPH), las
Asociaciones Administradoras de Acueductos y Alcantarillados Comunales
(ASADAS), las municipalidades y algunas organizaciones privadas. Sin embargo, el
AyA es la organizacién que brinda la mayor parte del servicio de tratamiento de las
aguas residuales, a pesar de que solo cubrié un 3,6% al afio 2007 y se estima que
para el afio 2015 aumente a un 27%. (Organizacion Panamericana de la Salud,
2003).

Segun lo planteado por el Ministerio de Planificacion Nacional y Politica
Econdémica (MIDEPLAN), el sistema de saneamiento de aguas cubre un total del
50% de la poblacién en el Gran Area Metropolitana y un 25% de todo el pais. Sin
embargo, unicamente un 4% de éstas aguas tienen algun tipo de tratamiento, el
96% restante se disponen en los rios sin ningun tratamiento, aspecto que puede
repercutir de forma negativa en la salud publica, ya que esta disposicién eleva el
riesgo de propagaciony diseminacion agentes patégenos a traves de estos medios

(Mideplan, 2010).

14



Colifagos como indicadores de contaminacion fecal en agua

Para evaluar la calidad microbiolégica de los efluentes de las aguas residuales,
se utilizan tradicionalmente microorganismos indicadores como Escherichia coli o
Enterococos, sin embargo, éstos no reflejan el riesgo de la presencia de otros grupos
de microorganismos patdégenos para el ser humano como virus y protozoarios. La
premisa parte de que se desconoce la correlacion entre la supervivencia en agua de
indicadores bacterianos con la presencia de virus entéricos (Fong & Lipp, 2005;
Maunula et al, 2007).

En general, los virus entéricos son mucho mas estables en el ambiente que los
indicadores de contaminacion bacteriana utilizados actualmente, ya que se ha visto
gue los indicadores virales se mantienen viables por largos periodos de tiempo,
principalmente aquellos que se encuentran asociados a superficies soélidas. Es por
esto que se plantea la posibilidad del analisis cuantitativo de la presencia de
bacteri6fagos (colifagos), como indicadores alternativos, aunque no se conoce muy
bien la existencia de correlacién entre su presencia en altas concentraciones con
respecto a virus patdégenos para el ser humano (Girones, 2006).

Los colifagos son virus que infectan de manera especffica la bacteria
Escherichiacoli y han sido ampliamente utilizados como indicadores de contaminacién
fecal. La base de esta aplicacion se debe a que la presencia de un colifago en agua
implica un proceso de replicacion anterior, el cual debid ocurrir en una célula de E. coli
que se encontrara dentro de un intestino de un mamifero de sangre caliente; ademas
los fagos presentan un comportamiento semejante a los virus entéricos en aguas
residuales (Pillai, 2004).
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Familia Picornaviridae

Los virus pertenecientes a la familia Picornaviridae son virus no envueltos
con un genoma ARN banda positiva de unos 7,500 nucleétidos, cubierto con una
capside icosaédrica. Este genoma codifica por 4 proteinas estructurales, de VP1 a
VP4, y siete proteinas no estructurales que participan en replicacion viral. Las
proteinas VP1, VP2 y VP3 se localizan en la superficie de la capsidey son las que
contienen los epitopos que reconoce el sistema inmunolégico (Nasri etal., 2007).

A los virus que integran esta familia se les conoce como virus entéricos,
debido a que su principal via de transmisidn es fecal-oral. Estos virus son parasitos
obligados del ser humano que infectan y replican en el tracto gastrointestinal de sus
hospederos.

Una persona infectada con estos virus excreta aproximadamente 10°a 1011
particulas virales por gramo de heces, por lo tanto las aguas residuales
contaminadas con materia fecal estan sometidas a altas concentraciones de virus
gue mantienen la capacidad de causar enfermedad cuando son ingeridos via oral
(Bosch, 1998; Lietal., 1998).

El tratamiento de aguas residuales por el método de lodos activados
solamente elimina cerca del 90% o incluso menos, de los virus presentes en elagua,
permitiendo asi la salida en el efluente de una carga viral significativa que luego
acaba en el medio ambiente contaminado fuentes naturales de agua que
ordinariamente son utilizadas como aguas recreacionales e incluso de consumo por

ejemplo los rios (Cloette et al., 1998, Karmakar et al., 2008).
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Ademas, estos virus son resistentes por largos periodos de tiempo en el
ambiente, porlo que son capaces de mantener su infectividad, aunque se someten
a procedimientos de cloracion del agua y se ven expuestos a quimicos de
tratamiento como desinfectantes, jabon, entre otros. Debido a esto y aunado a su
dosis infectante bastante baja, de unas 10 a 100 particulas virales, se consideran
un problema de salud publica (Miagostovich et al., 2008; lkner et al., 2001).

Dentro de los virus entéricos relacionados con agua residuales se encuentran
los virus de la Hepatitis A, Hepatitis E, Enterovirus (Coxsackie A, Coxsackie B,
Echovirus, Enterovirus y Polio), ademas de aquellos causantes de cuadros
diarreicos como Rotavirus y Norovirus (Haramotoet al., 2004).

Enterovirus

Los enterovirus humanos se clasifican segun serotipo en cuatro grandes
grupos: 31 serotipos de Echovirus, 23 serotipos de Coxsackie A virus y 6 serotipos
de Coxsackie B virus, 3 serotipos de Poliovirus y 4 serotipos de Enterovirus. Estos
virus son citopaticos causando destruccion de las células infectadas (Palacios &
Oberst, 2005).

Estos virus se transmiten por ingesta oral y por secreciones de vias aéreas,
se pueden diseminar por contaminacion de alimentos, aguas, manos Yy utensilios
(Romero, 2007). Su patologia estd mediada por un motivo de Arg-Gly-Asp
localizado en las proteinas de capside de la familia Picornaviridae. El sitio primario
de infeccion son las células epiteliales del tracto respiratorio o gastrointestinal, la
replicacion en este sitio no genera una patologia detectable. De este primer sitio de
infeccidn el virus se puede propagar a ndédulos linfaticos cervicales y mesentéricos

y de aqui pasa a sangre generando una viremia transitoria, la mayoria de
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infecciones acaban en este punto generando una sintomatologia inespecifica o
incluso cursa como un cuadro asintomatico. Sin embargo, sin la respuesta inmune
del hospedero, el virus podria diseminar a un sitio secundario de infeccién como el
sistema nervioso central y generar una patologia mucho mas grave como
conjuntivitis hemorragica, meningitis aséptica, rash, paralisis flacida, miocarditis y/o
sepsis neonatal (Williams et al., 2004; Peng et al., 2000; Racaniello, 2006).

A pesar de que a los enterovirus se les consideraba responsables de
infecciones esporadicas con diferentes manifestaciones clinicas inespecificas o
asintomaticas, se sabe gque algunos de ellos han sido responsables de epidemias
como la poliomielitis (Poliovirus), con sintomatologia especifica y que han generado
grandes pérdidas humanas, marcando un papel relevante en la historia de la

humanidad (Romero, 2007).

Virus de la Hepatitis A

El virus de Hepatitis A, es un virus ARN que también pertenece a la
familia Picornaviridae del cual solo se ha descrito un serotipo. Es un virus pequefio
(27 nm de diametro), desnudo, cuya capside es resistente a los detergentes y a los
acidos biliares y se mantienen estables incluso en el tracto gastrointestinal. El virus
también mantiene su infectividad durante largos periodos en los pozos de aguas
residuales y en el agua depurada inadecuadamente (Negroni, 2009).

El virus de la Hepatitis A se adquiere por la ingesta de alimentos o de aguas
contaminadas con materia fecal humana. La infeccion con este virus es
generalmente auto limitada y las caracteristicas clinicas van desde ausencia de
sintomas hasta muerte por hepatitis fulminante. El ser humano es el hospedero
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natural de este virus, sin embargo, otros primates (entre ellos los chimpancés y los
monos tit)) son susceptibles a la infeccion experimental.

En nifios menores de 6 afios mas del 70% son asintomaticos; en nifios
mayores y adultos, usualmente se presenta fiebre, malestar, anorexia, nauseas,
malestar abdominal, orina oscura, con o sin ictericia. El periodo de incubacion varia
desde 15 a 50 dias y los sintomas usualmente permanecen por menos de 2 meses.

No existe evidencia de enfermedad hepatica cronica seguida de la infeccion.
La Hepatitis A es coman en muchos paises en desarrollo e incluso se han reportado
brotes y casos de muerte en paises desarrollados. (Cao et al., 2009; Abd et al.,

2004).

Impacto de la presencia de virus entéricos en aguas residuales

En la actualidad, un 19% de las muertes por enfermedades infecciosas han
sido transmitidas por via hidrica, lo que equivale a 3,4 millones de muertes por afio
a nivel global (OMS, 2012). Ante este panorama, se considera la presencia de virus
entéricos potencialmente patdgenos en aguas residuales como uno de las
principales agentes implicados en la transmisién de enfermedades infecciosas, lo
cual es corroborado con algunas de sus propiedades, ya que dentro de sus
principales caracteristicas se encuentran la resistencia a procesos de tratamiento
comunes en aguas residuales y la estabilidad ambiental, gracias a la resistencia a
cambios en la temperatura y el pH, es decir, tienen la capacidad de sobrevivir en
ambientes acuaticos por un largo periodo (en aguas residuales hasta 120 dias),

aumentado asi la posibilidad de entrar en contacto con el ser humano y con esto
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justificar una gran cantidad de brotes en los que no se ha logrado encontrar el
agente causal (Connelly et al., 2011; Tree, 2003).

La ingestidn de virus entéricos en una dosis infecciosa baja puede llegar a
causar enfermedad, que puede ser adquirida al consumir algun tipo de alimento de
origen marino cultivado en aguas contaminadas por aguas residuales, al ingerir
agua contaminada o al entrar en contacto con ésta en diferentes actividades que
pueden ser de tipo recreativo (Ye et al., 2012).

En los Ultimos afios, debido a la creciente escasez de agua, la necesidad de
proteger el medio ambiente y aprovechar econdmicamente las aguas residuales se
ha promovido internacionalmente el redso controlado de efluentes, lo cual conlleva
a una mayor exposicion con agentes virales infecciosos. Por ello, se presenta la
necesidad de reducir considerablemente la carga contaminante que se dispone en
los cuerpos receptores superficiales, subterraneos y zonas costeras mediante vias
simples, efectivas y de menor costo e incrementar el potencial aprovechable de los
recursos hidricos, asi como su mejor manejo al liberar grandes cantidades de agua

de mejor calidad para otros usos (Veliz, 2009).

Deteccién de virus en aguas residuales

Para lograr la deteccion de virus en aguas residuales es necesario aplicar
una serie de pasos dentro los que se encuentran la centrifugacion, filtracion,
adsorciony elucion. Dichos pasos tienen como finalidad concentrar los virus, ya que
estos suelen encontrarse en bajas concentraciones en el agua y limpiar las
muestras que suelen contener otras sustancias interferentes para el analisis por

método molecular (Karim et al., 2009).
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En ambiente natural, los virus se encuentran cargados negativamente lo que
permite su adsorcion en membranas o filtros con carga positiva, o bien es posible
repelerlos al usar filtros cargados negativamente mediante interacciones
electroestéaticas e hidrofébicas (Karim et al., 2009).

En el caso de los filtros cargados negativamente, es necesaria la acidificacion
del agua con o sin la adicion de cationes multivalentes. Por su parte, los filtros
electropositivos necesitan el acondicionamiento del agua. Para llevar a cabo el
proceso de elusion se pueden emplear sustancias como extracto de carne, buffer
glicina, entre otros (Karim et al., 2009). Ademas, es necesaria la acidificacion para
eliminar iones magnesio Yy sustancias inhibitorias que podrian afectar la elusion del

filtrado (Haramoto et al., 2004).

Deteccidn viral por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa se emplea para realizar
una deteccion rapida, sensible y especifica de pequefias concentraciones virales,
por lo que permite estimar en cierta medida el riesgo de salud publica causado por
la presencia de virus entéricos en aguas. El uso de iniciadores especificos para
cada virus posibilita detectar distintos virus entéricos.

Dentro de las desventajas del uso de técnicas moleculares para deteccion
viral es que no permite determinar si la particula es infectante o no por lo que un
resultado positivo 0 negativo por esta técnica solamente determina la presencia o
ausencia de los virus en cuestion. Ademas, esta técnica de deteccion puede verse

afectada por sustancias interferentes presentes en la matriz de la muestra, por esto,
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para disminuir la posibilidad de error esta técnica utiliza bajos volimenes de
muestra, de 10 a 100 pL (Miagostovich et al., 2008).

Para detectar virus cuyo material genético es el acido ribonucleico (ARN) es
necesario una retrotranscripcion del ARN a una banda de ADN copia antes de
realizar la amplificacion, para esto es necesario emplear una reaccion previa con
una transcriptasa reversa. Laregion 5" no codificante del genoma de los enterovirus
es usado para su deteccion, el amplicon generado tras la amplificacion puede ser
analizado por electroforesis en gel de agarosa, aunque se pueden utilizar otros

métodos de deteccidn como la secuenciacion (Rodriguez et al., 2009).
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Justificacion

Este trabajo pretende llenar un vacio de informacion y contribuir a la
implementacion de técnicas para la deteccion de virus entéricos potencialmente
patdgenos y para la cuantificacion de colifagos indicadores de contaminacion fecal, lo
cual es un tema del cual no se tiene experiencia en nuestro pais.

Con ello se pretende establecer una plataforma que permita el andlisis de
aguas residuales no Unicamente en las plantas de tratamiento en estudio, sino en
cualquier planta a nivel nacional perteneciente tanto al sector publico como privado,
para tomar medidas preventivas a nivel de salud publica, y evitar asi posibles brotes
que puedan estar asociados de forma directa o indirecta con los efluentes de las

PTAR.
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Hipotesis

Cinco plantas de tratamiento de aguas residuales del Gran Area
Metropolitana, no son capaces de eliminar colifagos somaticos (indicadores de
contaminacion fecal) ni virus entéricos potencialmente patégenos, como enterovirus

y Hepatitis A.
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Objetivo General

Detectar virus de familia Picornaviridae, género Enterovirus y Hepatitis A; y
cuantificar la concentracion de colifagos somaticos indicadores de contaminacion
fecal, en aguas residuales entrantes y salientes de cinco plantas de tratamiento
ubicadas en el Gran Area Metropolitana de Costa Rica, durante el 2013, para evaluar

su efectividad en la eliminacién de virus.

Objetivos Especificos

1. Cuantificar la concentracion de colifagos somaticos en los efluentes y afluentes
de las cinco plantas de tratamiento de aguas residuales, para evaluar la
efectividad de la planta de tratamiento en su eliminacion.

2. Evaluar la presencia de Hepatitis A y Enterovirus en afluentes y efluentes de
las aguas residuales en estudio mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa, con el fin de valorar la efectividad de la planta en tratamiento en su
eliminacion.

3. Correlacionar los resultados de cuantificacion de colifagos somaticos y
deteccion de Hepatitis A y Enterovirus, con el fin de evaluar la posible

asociacion entre ambos.
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Materiales y Métodos

Para este estudio se utilizd un muestreo no probabilistico a juicio, se definid
como unidad de muestreo la planta de tratamiento y se establecio realizar cuatro
muestreos distribuidos en los meses de marzo, mayo, octubre y diciembre del afio
2013. Se tomaron muestras de los afluentes y efluentes en la estacién seca (marzo),
lluviosa (octubre) y en las transiciones entre ambas (mayo y diciembre) para incluir en
el estudio posibles patrones de estacionalidad. Para hacer el analisis mas robusto se
recolectaron muestras por triplicado en cada punto, es decir se tomaron muestras de
cada planta de tratamiento en tres dias diferentes de cada estacion, excluyendo el dia

de limpieza. Cuadro 2.

Cuadro 2. Plantas de tratamiento en estudio ubicadas en el Gran Area Metropolitana

Planta de tratamiento Ubicacion Tipo de tratamiento
PTAR 1 ACh Moravia
PTAR 2 M Moravia
) Lodos activados comunes
PTAR 3RV Heredia aireacion externa.
PTAR 4 CC Ciudad Colén
PTAR5LR Guéacima

En cada muestreo se tomaron 1,5L en la entrada (afluente) y 1,5L en la salida
(efluente) de las PTAR, en botellas previamente esterilizadas. Se colecto un total de

doce muestras entrantes y doce salientes en cada planta por cada periodo analizado.
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A. Recoleccion de muestras

El agua obtenida fue depositaday trasladada en botellas ambar, estériles, de 1
galén, pretratadas con tiosulfato de sodio y EDTA. Las salidas se procesaron de
inmediato, las entradas se congelaron a -70°C en botellas plasticas de 1,5 L

debidamente rotuladas.

B. Pre tratamiento de la muestra: filtracién y concentracion

Para el pretratamiento se utilizd6 el método descrito por Despande et al., 2003,
donde se separaron las particulas virales por centrifugacion y los precipitados fueron
tratados adicionalmente con extracto de carne. Las muestras se distribuyeron en
alicuotas de 250mL en tubos de centrifuga de 500mL, fueron centrifugadas en una
centrifuga Eppendorf 5810R a 4000 rpm por 60min, con el fin de obtener un
sobrenadante.

El precipitado se tratdé con extracto de carne al 3% pH 7,5 y cloroformo 20% viv,
y se centrifugd durante media hora para extraer las particulas virales que se
encontraban adheridas a los sélidos. Se obtuvo tres capas: precipitado, cloroformo,
sobrenadante, este Ultimo se mezclé con el sobrenadante obtenidos anteriormente.

Para concentrar los virus presentes en el sobrenadante se realiz6 una serie de
filtraciones consecutivas en el Sistemas de Filtracion Sartorius 16828 y 16831 estéril,
de la siguiente forma: se prefiltr6 con el fin de eliminar los sélidos de mayor tamafio
(se recomienda repetir la operacion dos veces). Ese filtrado se refiltr6 con una
membrana de poro 1,2 um que se cargd negativamente con extracto de carne a pH

de 9, para que los virus no se adhieran a la membrana.
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Se tomo6 una alicuota de 100 ml para andlisis por capa simple y 50 ml para
andlisis por capa doble, posteriormente se filtr6 en una membrana de poro 0,2 um,
que se cargd con extracto de carne, y del filtrado se realizé el recuento de colifagos
sométicos.

El resto del filtrado (filtracion con membranas de 1,2um), se destiné para el
andlisis de virus patdégenos. Para esto se le cambio el pH a 3,5 y se filtré una vez mas
a través de una membrana de 0,2 um sin cargar, de manera que los virus de interés
queden adheridos. Para liberar los virus de la membrana se agreg6 15 mL de extracto
de carne pH 9y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se realiz6 una
filtracion para recuperar los virus en el eluido final.

Todas las filtraciones se realizaron con un kitasato de 2000 mL, y para las
centrifugaciones se utilizaron tubos conicos de 15 y 50mL, ademas se emplearon
prefiltros y filtros MFMillipore™ (Este procedimiento fue descrito por la APHA, y fue
adaptado por el INISA).

Para completar la concentracion viral se utilizd el método descrito por Schwab
et al., 1995, para el cual se procedié a medir el volumen obtenido de eluido, se le
agrego el 15% de su volumen con polietilenglicol (PEG) 6000, o el 8% de su volumen
con PEG 8000.

Ademas, se le agrego cloruro de sodio hasta alcanzar una concentracién de 0,2
M. Estas soluciones se dejaron durante una noche en agitacion con agitador Corning
a 4°C. Posteriormente, las soluciones se centrifugaron una hora a 4°C a 4000rpm, se
resuspendieron los precipitados en un volumen entre 200y 500 pL de buffer PBS 1X

y se congelaron en tubos eppendorf de 1,5mL a -70°C.
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Debido a limitaciones de reactivo PEG 6000 se realiz6 un ensayo adicional de
idoneidad del PEG 8000. Este ensayd consistié en inocular 2 mL de la semilla viral
cepa vacunal Polio Sabin 107 UFP/mL titulada en el laboratorio de Virologia de la
Facultad de Microbiologia (10/02/06), en una muestra piloto de 2L de agua residual
previamente autoclavada. Se le realiz6 el procedimiento de concentracion viral
descrito anteriormente con ambos reactivos (PEG 6000 y 8000), tanto para el eluido
recuperado, como para la muestra sin concentrar, y la muestra sin inocular (control
negativo) se diluyd en forma seriada hasta una dilucién de 10° cada dilucién fue
inoculada por duplicado en una placa de Dulbecco de la linea celular Hep-2 facilitada
por el mismo laboratorio y se determind la concentracion expresada como UFP/mL.

Los resultados obtenidos se detallan en el apartado correspondiente.

C. Método de Recuento de Colifagos Somaticos

A partir del filtrado obtenido en el procedimiento de pre tratamiento de las
muestras, se siguioé el método descrito por Solano et al., 2012 de recuento en placa
capa doble y capa simple de agar, de colifagos somaticos, para lo cual se empled la
bacteria Escherichia coli cepa 13706 ATCC de la bacterioteca del Laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Investigaciones en Salud (INISA), a una densidad 6ptica
de 0.300 (3,1 x 108 UFC/ mL). Para los efluentes se utiliz6 el método de recuento en
placa capa simple (1,2% agar tripticasa soya) y para los afluentes el método de
recuento en placa capa doble (1,2% y 0,7% agar tripticasa soya), en donde la maxima
dilucion seriada aplicada fue de 105, las diferentes placas se incubaron a 37°C por 24

horas (Solano et al., 2012).
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Para la cuantificacion de los colifagos somaticos se sigui6 el criterio de APHA
para ambitos contables de recuentos en placa, en este caso unidades formadoras de
placas (UFP), definidas como aquellos espacios o zonas de aclaramiento en forma
circular que se aprecien en la capa bacteriana, como consecuencia de la destruccion
de la bacteria Escherichia coli al ser infectada por los colifagos) (Solano et al., 2012).
El intervalo contable fue de 30-300 UFP por placa de Petri, ya que solo datos que se
encuentren dentro de este intervalo son representativos de la cantidad real de fagos

presentes en la muestra inoculada (APHA, 2012).

D. Extraccién de ARN viral y retrotranscripcion

Se realizd una extraccion del genoma viral utilizando el kit NucleoSpin® RNA
Virus de Machere y Nagel para el aislamiento de ARN viral, segun las instrucciones
del fabricante y se obtuvo 50uL de ARN en agua libre de ARNasa. Para la obtencion
de ADNCc se utiliz6 el kit RevertAid™HMinus FirstStrandcDNASynthesis (Fermentas®)
siguiendo las instrucciones del fabricante, dicha reaccion se llevd a cabo en un

termociclador Perkin EImer 2700.

E. Reaccién en Cadena de la Polimerasa de Enterovirus y Hepatitis A
E.1. Controles

Para la deteccion de enterovirus se utiliz6 como control la cepa vacunal polio
cepa Sabin | (NIBSC 1/528) a una concentracion de 160ng/uL de ADNc y para la
deteccion de hepatitis A se empled con la cepa de este mismo virus obtenida del

banco de virus de la Seccidn de Virologia HAX-70 a una concentracion de 15ng/uL de
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ADNCc. La cuantificacion de ADN se determind por fotometria, con el Biophotometer
Plus Eppendorf AG 6132.
E.2. PCR para la deteccion de Enterovirus

Se utilizé el protocolo de amplificacion descrito por Schwab et. al 1995
optimizado por Alguera, 2012. El protocolo consistié en un PCR anidado con
iniciadores especificos para sitios conservados de la region 5° no codificante de los
enterovirus (Sarmiento et al., 2001).Los iniciadores empleados fueron el EV1y EV2
(ver cuadro 3) para el PCR | descrito por Capaul & Gorgievski-Hrisoho 2005; EV3y
EV4 para un PCR Il a una concentracion final de 0,04 ug/uL. La mezcla para PCR se
ajusté a un volumen final de 25uL utilizando el reactivo Master Mix 2X de Fermentas®.
Se establecié para cada PCR (I y Il) un total de 30 ciclos, cada uno constituido por una
fase de desnaturalizaciéon de 45 segundos a 95°C, una fase de hibridacion de 45
segundos a 55°C y una fase de elongacion de 45 segundos a 70°C (Sarmiento et al.,

2001).

Cuadro 3. Iniciadores utilizados en el PCR anidado para la deteccion de Enterovirus y

porcentajes de identificacion obtenidos mediante la técnica bioinformatica BLAST.

Iniciadores Secuencia de nucledtidos Valor E | Identificacion %
EV/PCR-1 5577ATTGTCACCATAAGCAGCCAs9% 3 0.11 100%
EV/PCR-2 5744aTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC4a68 3 3e04 100%
EV/PCR-3 5'531ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCCss7 3] 3e05 100%
EV/PCR-4 5744aTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC468 3 3e04 100%

E: Probabilidad de que la igualdad de la comparacion ocurra al azar.
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E.3. PCR para la deteccién de Hepatitis A

Se siguio el procedimiento descrito en la seccion anterior, con la diferencia de
los iniciadores, ya que para este proceso se usaron el HA1y HA3 (ver cuadro 4), los
cuales amplifican una seccién del genoma que abarca los codones 12 al 122 del gen
que codifica por la proteina capsular VP1 del virus Hepatitis A. Ambos iniciadores se
emplearon a una concentracién final de 0,05ug/pL. La mezcla para PCR se ajusté a
un volumen final de 25uL y se utilizd el Master Mix2X de Fermentas®. Se realizaron
40 ciclos, cada uno constituido por una fase de desnaturalizacion de 30 segundos a
95°C, una fase de hibridacion de 30 segundos a 46°C y una fase de elongacion de 30

segundos a 70°C (Arauz et al., 2001).

Cuadro 4. Iniciadores utilizados en el PCR para la deteccién de Hepatitis A, sus
valores E y porcentajes de identificacion obtenidos mediante la técnica bioinformatica
BLAST.

Iniciadores Secuencia de nucleétidos Valor E Identificaciéon %
HA1l 5 TTIGCTCCTCTTTATCATGCTATG 3 0.004 100%
HA3 5 TGGTTAAATCTAATGGTCCTCTATA 3 | 0.280 100%

E: Probabilidad de que la igualdad de la comparacion ocurra al azar.

F. Electroforesis

Los productos obtenidos en los diferentes PCR se analizaron mediante una
corrida electroforética empleando un gel de agarosa al 2%, el cual fue tefiido con el
reactivo Gel Red; pasado el periodo respectivo de corrida, cada gel se reveldé con luz

ultravioleta en el trans-iluminador Ultra-VioletProducts de BioDoc-It® Imaging System.
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Ademas, se establecié como un resultado positivo aquellas bandas que presenten una

masa molecular de 113pb y 266pb para Enterovirus y Hepatitis A, respectivamente.

G. Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de correlacion mediante el método estadistico de
Spearman, entre la concentracion de colifagos somaticos y virus potencialmente
patdégenos, en cada una de las 5 plantas en estudio.

También se evalud la efectividad en la reduccion de los colifagos somaticos en
las diferentes plantas de tratamiento, con el empleo del método estadistico t-student,
esto para comparar si existe diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios de concentracion encontrados en los efluentes y los efluentes.

Utilizando la prueba T-student también se comparé los promedios de colifagos
somaticos obtenidos en la estacion seca y la estacion lluviosa, para valorar si se
presenta alguna influencia del estado meteoroldgico sobre la concentracion de los

Virus.
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Resultados

A. Implementacion de polietilenglicol 8000 (PEG 8000) para la concentracién de
las particulas virales.

Ante la limitante de reactivo de polietilenglicol 6000 (PEG 6000) utilizado en el
proceso de concentracion de las particulas virales, fue necesario la utilizacion de un
reactivo PEG 8000.

Para evaluar la idoneidad de éste nuevo reactivo se desarrolld6 un ensayo de
comparacion entre el PEG 6000 y el PEG 8000 utilizando placas de Dulbecco. Se
utilizé la cepavacunal Sabin del virus Polio 1, aportada por Departamento de Virologia
de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica, dicha cepa fue
preparada el dia 10 de febrero del afio 2006.

Eltitulo de la semilla viral inoculada en la muestra de agua fue de 4,0x107 UFP/mL,
sin embargo previo a someterse al proceso de concentracion el titulo resultante fue de
3,5x103 UFP/mL, por el efecto de la dilucién en el litro de agua, y para la concentracion
con PEG 6000 y con PEG 8000 se obtuvo un titulo final igual para ambos de 3,0x10*
UFP/mL (ensayo realizado por duplicado).

En la figura 1 se puede observar que tanto el PEG 6000 como el PEG 8000
permiten concentrar las particulas virales un logaritmo mas con respecto al titulo de la
muestra inoculada sin concentrar, por lo tanto evidencio que la eficiencia del nuevo
reactivo (PEG 8000) es idéntica a la eficiencia del reactivo que se venia utilizando

(PEG 6000), validando su aplicacién.
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Sem. Polio  Sin concentrar

PEG8000

Figura 1. Concentracion de la cepa vacunal Sabin del virus Polio 1, utilizando PEG 8000
(8% del wolumen total).

En la figura 2 se muestra un gel de agarosa con los productos de PCR para
Enterovirus obtenidos a partir de los concentrados utilizados para inocular la placa
de Dulbecco. Tanto con PEG 6000 como PEG 8000 se observa una banda con un
peso molecular de aproximadamente 113pb, la cual también se observa claramente

en la semilla viral original, lo cual respalda la utilizacion tanto de PEG 6000 como

de PEG 8000 para concentrar enterovirus.
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Figura 2. PCR anidado para la detecciéon de Enterovirus del ensayo control con la cepa
vacunal Sabin Polio 1. 1: Control Negativo, 2: Semilla vacunal Polio Sabin; 3: Agua
Residual Inoculada, 4: Marcador de Masa Molecular, 5-6: Concentrado con PEG 8000;
7: Concentrado con PEG 6000; 8: Control de reactivos.

B. Cuantificacion dela concentracion de colifagos soméaticos en los efluentes
y afluentes como indicadores de contaminacion fecal.

Para evaluar el grado de contaminacién fecal en los afluentes y efluentes de
las diferentes plantas de tratamiento de agua residual, se emple6 el
procedimiento de cuantificacion viral en capa simple de agar para las salidas y
en capa doble de agar para la mayoria de las entradas.

Enla figura 3 se muestra una placa petri del método de capa doble de agar
para la muestra colectada en la entrada de la PTAR 1 ACh el 07 de marzo del

2013, elrecuento de colifagos somaticos fue de 1,01 x 102 UFP/mL.
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Figura 3. Cuantificacion de Colifagos Somaticos por el método de capa doble de agar
obtenido para la PTAR de ACh, el dia 07/01/2013.

Como se describid en el apartado anterior, el criterio de recuento se hizo en base
a APHA 2012. Por lo tanto se establece como maxima concentracion de colifagos
somaticos contables en un afluente un valor de 3,0 x 10° UFP/mL (M&ximo contable
en la dilucion de 10-°) obtenido por el método de capa doble de agar y en un efluente
un valor de 3,0x10% UFP/mL obtenido por el método de capa simple de agar. Se
establecié este criterio ya que inicialmente para los afluentes se obtuvieron
resultados incontables de colifagos y se opté por el método capa doble de agar
inoculando diluciones de la muestra por lo tanto su valor maximo contable es mayor

gue para los efluentes (Ver cuadros 5, 6, 7y 8) (APHA, 2012).
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C. Presencia de Hepatitis A y Enterovirus en afluentes y efluentes de las
aguas residuales en estudio mediante una reaccion en cadena de la

polimerasa.

Mediante la implementacion de técnicas moleculares como la reaccién en
cadena de la polimerasa es posible la identificacion de la presencia de los virus en
estudio, empleando RT-PCR anidado y RT-PCR, para la deteccion de Enterovirus

y Hepatitis A respectivamente.

Como se muestra en las figura 4, se detectd Enterovirus en las muestras de
ciertos afluentes y efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales, por
ejemplo en la PTAR 1 ACh se encontraron muestras positivas (bandas con pesos
moleculares alrededor de 113 pb) durante mayo y diciembre y en la PTAR 5 LR

muestras positivas en mayo Yy octubre.

500
400
300

200

100 113 pk

Figura 4. PCR anidado para la deteccién de Enterovirus a partir de muestras de
PTAR. 1. E ACh (29/05/2013); 2: S LR (30/05/2013); 3: S LR (01/10/2013); 4:
Marcador de masa molecular; 5: E ACh (30/05/2013); 6: E ACh (10/12/2013); 7
Control Positivo Enterovirus; 8: Control Negativo.
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En la figura 5, también se evidencia la presencia de virus Hepatitis A (bandas

de 266 pb) en las dos muestras de entrada de la PTAR 4 CC, en mayo.

3 456 7 8 910111213 1415 16 17 18 19 20
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Figura 5. PCR para la deteccion de virus Hepatitis A en muestras de PTAR. 1: Control
Negativo; 2: E CC (28/05/2013);3: S CC (28/05/2013) ;4: E CC (29/05/2013); 5: Marcador de
masa molecular; 6: S CC (29/05/2013) ; 7: S CC (31/05/2013); 8 (NO inoculo); 9-10-11:
Controles Positivos;12: S CC (01/10/13) ; 13: S CC (02/10/13); 14: S CC (03/10/13);15: S CC
(10/12/13); 16: Marcador de masa molecular; 17: S CC (11/12/13); 18: S CC (12/12/13); 19:
Control Negativo; 20: Control Positivo.

Del total de 120 muestras proyectadas se realizo el analisis de 118, esto
debido a que una muestra se derramé durante el procesamiento (salida de PTAR 1
ACh recolectada en dia 08/03/13), y ademas una salida de la PTAR 3 RV (06/03/13)
la cual deltodo no fue colectada debido a que el dia del muestreo no habia flujo de
agua suficiente en el efluente, sin embargo, se le realizo el recuento de colifagos

respectivo.

En el caso del virus de la Hepatitis A se encontraron 6 muestras con bandas
presuntivamente positivas. Estas muestras correspondieron principalmente a
entradas a las PTAR. Se encontraron 3 muestras de entrada positivas en la PTAR

4 CC en el mes de mayo, ademas se encontré una entrada y una salida de PTAR 1
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ACh positivas en el mismo dia de muestreo (octubre), por Ultimo se encontré una
entrada de la PTAR 5 LR positiva en el mes de marzo. Paralas PTAR 2 My PTAR

3 RV no se encontraron muestras positivas por el virus de la Hepatitis A

Las muestras que resultaron positivas por Enterovirus fueron en total 21
muestras de 118 analizadas, de las cuales 6 corresponden a la PTAR 1 ACh: una
entrada en marzo, dos en mayo de las cuales se encontr6 una salida positiva el
mismo dia, y una entrada en el mes de diciembre con salida positiva el mismo dia

de muestreo.

Se encontraron 4 muestras positivas en la PTAR 4 CC: una entrada y una
salida en el mes de marzo, y dos salidas del mes de diciembre. Para la PTAR 2 M
solo se encontr6 una muestra de entrada positiva en el mes octubre. Ademas para
la PTAR 5 LR se encontraron un total de 4 muestras positivas: una entrada y salida
positivas del mismo dia de muestreo (Marzo), una salida del mes de mayo y una
salida del mes de octubre. Parala PTAR 3 RV se encontraron 6 muestras positivas:
una entrada y una salida en el mes de marzo, una entrada en el mes de mayo, dos

salidas en el mes de octubre y una entrada en el mes de diciembre.

Los siguientes cuadros muestran la informacion completa sobre el nimero
total de muestras, las fechas de muestreo, eltipo de muestra (afluente o efluente) y
los resultados obtenidos para la cuantificacion de colifagos somaticos y la

evaluacion cualitativa sobre la presencia de Enterovirus y Hepatitis A.
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Cuadro 5. Resumen de los resultados de recuento de Colifagos somaticos,
Enterovirus y Hepatitis A detectados en entradas y salidas de las PTAR en el mes

de marzo
Fechade PIant? de Entrafda o | Somaticos Enterovirus Hepatitis A
muestreo | tratamiento salida (UFP)

PTAR 1 ACh Entrada 0,00E+00 Negativa Negativa
PTAR 1ACh Salida 1,04E+03 Negativa Negativa
] PTAR2 M Entrada 0,00E+00 Negativa Negativa
g' PTAR2 M Salida 0,00E+00 Negativa Negativa
8' PTAR 3RV Entrada 0,00E+00 Negativa Negativa
S PTARSLR Entrada | 0,00E+00 Positiva Positiva
§ PTARS5 LR Salida 4,60E+01 Positiva Negativa
PTAR 4 CC Entrada 0,00E+00 Negativa Negativa
PTAR 4 CC Salida 5,88E+02 Positiva Negativa
PTAR 1ACh Entrada 3,00E+09 Positiva Negativa
PTAR 1 ACh Salida 1,09E+03 Negativa Negativa
o PTAR2 M Entrada 3,00E+05 Negativa Negativa
o PTAR2 M Salida 5,00E+01 Negativa Negativa
g PTAR 3RV Entrada 0,00E+00 Positiva Negativa
oo PTAR 3RV Salida 6,20E+01 Negativa Negativa
% PTAR4CC Entrada 2,00E+00 Negativa Negativa
= PTAR4CC Salida 2,00E+00 Negativa Negativa
PTARS5LR Entrada 2,70E+01 Negativa Negativa
PTAR5LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
PTAR 1 ACh Entrada 1,01E+02 Negativa Negativa

PTAR 1 ACh Salida 3,00E+03 | No se procesd| No se procesd
" PTAR2 M Entrada 5,40E+01 Negativa Negativa
: PTAR 2 M Salida 2,00E+00 Negativa Negativa
,? PTAR 3RV Entrada 3,00E+04 Negativa Negativa
2 PTAR 3RV Salida 3,00E+03 Positiva Negativa
% PTAR 4 CC Entrada 3,00E+05 Positiva Negativa
= PTAR 4 CC Salida 2,18E+02 Negativa Negativa
PTARS5LR Entrada 3,00E+04 Negativa Negativa
PTARS5 LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
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Cuadro 6. Resumen de los resultados de recuento de Colifagos somaticos,
Enterovirus y Hepatitis A detectados en entradas y salidas de las PTAR en el mes

de mayo.
Fechade Planta de Entrada o | Somaticos Enterovirus Hepatitis A
muestreo | tratamiento salida (UFP)
PTAR2 M Entrada 5,00E+02 Negativa Negativa
PTAR2 M Salida 6,16E+02 Negativa Negativa
- PTAR 1 ACh Entrada 1,90E+04 Negativa Negativa
; PTAR 1 ACh Salida 1,47E+03 Negativa Negativa
z PTAR 3RV Entrada 1,70E+04 Negativa Negativa
‘; PTAR 3RV Salida 1,67E+03 Negativa Negativa
& PTARS5LR Entrada 9,00E+03 Negativa Negativa
= PTAR5LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
PTAR 4 CC Entrada 0,00E+00 Negativa Positiva
PTAR4CC Salida 6,85E+02 Negativa Negativa
PTAR2 M Entrada 1,00E+05 Negativa Negativa
PTAR2 M Salida 0,00E+00 Negativa Negativa
- PTAR 1 ACh Entrada 1,00E+00 Positiva Negativa
E PTAR 1 ACh Salida 1,20E+03 Positiva Negativa
g PTAR 3RV Entrada 1,40E+09 Positiva Negativa
"; PTAR 3RV Salida 9,35E+02 Negativa Negativa
& PTARS5LR Entrada 1,00E+00 Negativa Negativa
= PTARS5LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
PTAR4CC Entrada 0,00E+00 Negativa Positiva
PTAR 4 CC Salida 1,57E+03 Negativa Negativa
PTAR2 M Entrada 0,00E+00 Negativa Negativa
PTAR2 M Salida 4,80E+02 Negativa Negativa
- PTAR 1 ACh Entrada 1,30E+06 Positiva Negativa
E PTAR 1 ACh Salida 2,00E+01 Negativa Negativa
g PTAR 3RV Entrada 2,40E+06 Negativa Negativa
‘g PTAR 3RV Salida 3,36E+02 Negativa Negativa
= PTARS5LR Entrada 2,50E+02 Negativa Negativa
= PTAR5LR Salida 3,00E+03 Positiva Negativa
PTAR 4 CC Entrada 7,00E+06 Negativa Positiva
PTAR4CC Salida 4,79E+02 Negativa Negativa
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Cuadro 7. Resumen de los resultados de recuento de Colifagos somaticos,
Enterovirus y Hepatitis A detectados en entradas y salidas de las PTAR en el mes

de octubre.
Fechade PIant.'.;\ de Entra.da o | Somaticos Enterovirus | Hepatitis A
muestreo | tratamiento salida (UFP)
PTAR2 M Entrada 4,00E+00 Positiva Negativa
PTAR2 M Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
g PTAR 1 ACh Entrada 3,00E+03 Negativa Negativa
g PTAR 1 ACh Salida 3,50E+01 Negativa Negativa
g PTAR 3RV Entrada 5,00E+00 Negativa Negativa
% PTAR 3RV Salida 3,00E+03 Positiva Negativa
.§ PTARS5LR Entrada 2,40E+01 Negativa Negativa
g PTAR5 LR Salida 6,00E+00 Positiva Negativa
PTAR4 CC Entrada 3,00E+02 Negativa Negativa
PTAR 4 CC Salida 0,00E+00 Negativa Negativa
PTAR2 M Entrada 4,60E+03 Negativa Negativa
PTAR2 M Salida 0,00E+00 Negativa Negativa
g PTAR 1 ACh Entrada 3,00E+09 Negativa Positiva
g PTAR 1 ACh Salida 0,00E+00 Negativa Positiva
g PTAR 3RV Entrada 4,00E+00 Negativa Negativa
% PTAR 3RV Salida 0,00E+00 Positiva Negativa
JE PTARS5LR Entrada 3,00E+05 Negativa Negativa
g PTAR5LR Salida 0,00E+00 Negativa Negativa
PTAR4CC Entrada 7,50E+04 Negativa Negativa
PTAR4CC Salida 0,00E+00 Negativa Negativa
PTAR2 M Entrada 1,50E+03 Negativa Negativa
PTAR2 M Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
g PTAR 1 ACh Entrada 3,00E+09 Negativa Negativa
g PTAR 1 ACh Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
g PTAR 3RV Entrada 1,00E+00 Negativa Negativa
% PTAR 3RV Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
.§ PTARS5LR Entrada 2,00E+00 Negativa Negativa
g PTARSLR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
PTAR4 CC Entrada 1,06E+04 Negativa Negativa
PTAR 4 CC Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
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Cuadro 8. Resumen de los resultados de recuento de Colifagos somaticos,
Enterovirus y Hepatitis A detectados en entradas y salidas de las PTAR en el mes

de diciembre.
Fechade PIant.'.;\ de Entra.da o | Somaticos Enterovirus Hepatitis A
muestreo | tratamiento salida (UFP)
PTAR2M Entrada 1,70E+06 Negativa Negativa
o PTAR2 M Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
Py PTAR 1 ACh Entrada 3,00E+09 Positiva Negativa
S PTAR 1 ACh Salida 3,00E+03 Positiva Negativa
§ PTAR 3RV Entrada 4,10E+03 Negativa Negativa
; PTAR 3RV Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
g PTARS5LR Entrada 2,60E+02 Negativa Negativa
;8 PTARS5LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
e PTAR4 CC Entrada 5,10E+07 Negativa Negativa
PTAR 4 CC Salida 3,00E+03 Positiva Negativa
PTAR2 M Entrada 4,20E+01 Negativa Negativa
I PTAR2 M Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
P PTAR 1 ACh Entrada 4,50E+08 Negativa Negativa
S PTAR 1 ACh Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
S PTAR 3RV Entrada 3,00E+01 | No se procesé | No se procesé
; PTAR 3RV Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
'g PTARS5LR Entrada 1,70E+06 Negativa Negativa
:8 PTAR5LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
e PTAR4CC Entrada 8,00E+06 Negativa Negativa
PTAR4CC Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
PTAR2 M Entrada 1,70E+01 Negativa Negativa
on PTAR2 M Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
§ PTAR 1 ACh Entrada 1,65E+02 Negativa Negativa
S PTAR 1 ACh Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
E PTAR 3RV Entrada 6,50E+01 Positiva Negativa
g PTAR 3RV Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
g PTARS5LR Entrada 1,40E+02 Negativa Negativa
3 PTARS5LR Salida 3,00E+03 Negativa Negativa
e PTAR4 CC Entrada 3,90E+01 Negativa Negativa
PTAR 4 CC Salida 3,00E+03 Positiva Negativa
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D. Correlacion de los resultados de cuantificacion de colifagos somaticos
indicadores de contaminacion fecal con la presencia de Hepatitis A y

Enterovirus.

Para correlacionar los resultados obtenidos del recuento de colifagos con
muestras positivas ya sea por Hepatitis A o Enterovirus, se parte de la premisa de
que se desconoce la relacion de dependencia de ambas variables y por lo tanto se
supone que ambas son aleatorias, en este caso contamos con una variable continua
(recuento de colifagos expresados de forma logaritmica en UFP/mL) y una variable
categorica (muestras positivas 0 negativas por los virus en estudio), se calcula el
coeficiente de correlacion (Rho) de Spearman cuyos resultados varian entre -1y +1
pasando por 0, siendo un valor de Rho de O indicativo de que no existe correlacion,
y un valor de +1 indicativo de que la correlacion es directa y estrecha, y un valor de

-1 indicativo de que la correlacién es inversa y estrecha (Moya, 2009).

Cuando las variables no tienen una distribucion semejante a una curva normal,
o cuando una o0 ambas son discretas el coeficiente idéneo para evaluar la intensidad
de asociacion es el coeficiente de correlacion de Spearman; definida como una
prueba no paramétrica que mide la relacion de dependencia o interdependencia

entre dos variables medidas. (Tomas, 2010).

Para calcular los indices de correlacion se separaron y agruparon las muestras
recolectadas segun la planta de tratamiento durante los cuatro periodos de
muestreo (todo el afio) y segun el tipo de muestra (Entrada/Afluente o

Salida/Efluente), se realiz6 el célculo de correlacion entre las muestras de entrada
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de una determinada planta de tratamiento junto con su respectivos resultados de
deteccion viral, y se hizo el calculo de igual forma para las muestras salientes; por
lo que se obtuvo como resultado final para cada planta un indice de correlacién del

total de las entradas y uno del total de las salidas.

Como se observa en el Cuadro 9, no parece que exista algun tipo de correlacion
entre la cantidad de bacteriéfagos y la presencia de virus patégenos. Sin embargo
es importante destacar que la mayoria de las muestras positivas por patégenos

estaban positivas por indicadores.

Cuadro 9. Coeficiente de correlacién de Spearman (Rho) calculado para determinar
la correlacion existente entre el recuento de colifagos con la presencia de Hepatitis

A o Enterovirus segun afluentes y efluentes de las PTAR en estudio.

indice de correlacion

Muestras segun PTAR Spearman (Rho)
Entradas PTAR 1 ACh 0,321
Salidas PTAR 1 ACh -0,099
Entradas PTAR2 M -0,306
Salidas PTAR 2 M No Calculado*
Entradas PTAR 3 RV -0,320
Salidas PTAR 3 RV 0,000
Entradas PTAR4 CC -0,103
Salidas PTAR 4 CC 0,426
Entradas PTAR S5 LR -0,480
Salidas PTAR 5 LR -0,476

*Todas las muestras salientes de la PTAR 2 M resultaron negativas para la presencia \irus
patégenos por lo que no se pudo realizar el célculo del indice de correlacion ya que almenos una
variable es constante.

Ademas para la determinacion de la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre el recuento de colifagos de las muestras entrantes con respecto
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a las salientes de una misma planta de tratamiento, se utilizé6 el método estadistico
conocido como “t student para muestras relacionadas”, el cual es util para trabajar
promedios de muestras pequefias de poblaciones con variabilidad real
desconocida, es decir para poblaciones muestréales inferiores a 30 (n<30), se
desconoce la desviacién estandar y por lo tanto no tienen distribucién normal sino

que sigue una distribucion que tiende a la normal conforme el valor de “n” aumenta.

(Moya, 2009)

Es asi como se estimé mediante la t student el valor de “p dos colas” con un
95% de confianza, para las 12 muestras entrantes de una determinada PTAR en
relacion con las 12 muestras salientes de dicha planta y asi para el resto de plantas
de tratamiento, y se logro determinar sila relacién del recuento de colifagos es igual
o distinto de forma estadisticamente significativa ya que se esperaba que las
concentraciones de colifagos en las salidas fuera diferente estadisticamente
significativo por el efecto propio de la planta en la eliminacién de contaminantes
(Moya, 2009). Como se puede observar en el Cuadro 10, solamente para la PTAR
1 ACh se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
promedios de concentracion de colifagos en las salidas con respecto a las entradas,
para las demas plantas de tratamiento no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los datos (p>0,05).
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Cuadro 10. Andlisis de comparacion de medias del recuento de colifagos soméaticos

en las entradas y las salidas de las plantas de tratamiento.

Promedio del

PTAR reccoulliefgtgoog ) P(T<=t) dos colas®
(UFP/mL)

Entradas PTAR 1 ACh 1,04E+09 0031
Salidas PTAR 1 ACh 1,66E+03 '
Entradas PTAR 2 M 1,76E+05 0242

Salidas PTAR 2 M 1,35E+03 '

Entradas PTAR 3 RV 1,17E+08 0338
Salidas PTAR 3 RV 2,00E+03 '
Entradas PTAR 4 CC 5,53E+06 0216
Salidas PTAR 4 CC 1,30E+03 '
Entradas PTAR 5 LR 1,70E+05 0.260
Salidas PTAR 5 LR 2,25E+03 '

P=0.05 con un 95% de confianza, gl=11

No se encontr6 diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la
concentracién de indicadores virales en época seca comparada con la época
lluviosa. Para evaluar el efecto del agua llovida se utiliz6 la prueba “t student para
muestras relacionadas de los afluentes y efluentes obtenidos en el muestreo
realizado en marzo del 2013, establecido como estacion seca y el muestreo
realizado en octubre del 2013, establecido como estacion lluviosa. Se contdé con
informacion de la cantidad de agua llovida (mm) a través del Boletin Meteoroldgico

del Instituto Meteorolégico Nacional (cuadro 11).
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Cuadro 11. Evaluacion de la influencia del agua llovida durante el periodo de
muestreo, sobre el recuento de fagos de las entradas y salidas de las diferentes

PTAR durante el mes de marzo (estacion seca) y el mes de octubre (estacion

lluviosa).
Periodo . AEES p(T<=t) dos
Promedio del recuento | Ilovida en
PTAR de de colifagos (UPP/mL) [ milimetros celles”
muestreo (mm)12

PTAR 1 Marzo 1,00E+09 4.6 0.423

ACh Octubre 2,00E+09 332,4 '

Marzo 1,00E+05 4.6

. PTAR 2M Octubre 2,03E+03 332,4 0,425
g PTAR 3 Marzo 1,00E+04 50,9 0.423

E RV Octubre 3,33E+00 493,4 '
PTAR 4 Marzo 1,00E+05 35,7 0.586

cC Octubre 2,85E+04 519,7 '
PTAR 5 Marzo 1,00E+04 6,8 0.483

LR Octubre 1,00E+05 2145 '
PTAR 1 Marzo 1,71E+03 4.6 0.184

ACh Octubre 1,01E+03 332,4 '

Marzo 1,73E+01 4.6

PTAR2M Octubre 2,00E+03 332,4 0,190
§ PTAR 3 Marzo 2,02E+03 50,9 0.423

3 RV Octubre 2,00E+03 493,4 ’
PTAR 4 Marzo 2,69E+02 35,7 0.555

CcC Octubre 1,00E+03 519,7 '
PTAR 5 Marzo 2,02E+03 6,8 0.415

LR Octubre 1,00E+03 2145 '

* P=0,05 con un 95% de confianza.

1. Fuente: Naranjo, J. (2013). Boletin Meteoroldgico Mensual. Instituto Meteoroldgico Nacional. Costa Rica.
Revisado el 30 de abril del 2015 desde http://iwww.imn.ac.cr/boletin_meteo/historial/l2013/BMET032013.pdf.

2. Fuente: Solano, E. (2013). Boletin Meteorolégico Mensual. Instituto Meteorolégico Nacional. Costa Rica.
Revisado el 30 de abril del 2015 desde http://www.imn.ac.cr/boletin_meteo/historial/l2013/BMET102013.pdf.

Tal como se observa en el cuadro 11, los resultados estadisticos muestran que la

cantidad de lluvia no influye sobre la concentracién de indicadores virales.
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Discusidn

A. Implementacion de polietilenglicol 8000 (PEG 8000) para la concentracién

de las particulas virales.

El uso de polietilenglicol (PEG 6000 15% + NaCl) como un polimero acuoso de
sistema de dos fases para concentrar virus de muestras de aguas residuales fue
descrito por Albertsson en el afio 1960 y en la actualidad sigue considerandose un
método rapido y barato de precipitacion viral de una muestra de agua.

Sin embargo, es importante tomar en cuenta que este método de concentracion
con PEG varia en su eficiencia de concentracion segun el virus en cuestion, por
ejemplo Lewis y Metcalf realizaron un estudio utiizando PEG 6000 donde se
determina la efectividad de este método de concentracion con diferentes tipos de virus,
entre estos: Hepatitis A, Rotavirus y Virus Polio, teniendo como conclusién que el
método ademas de ser efectivo para concentrar virus en agua en general es capaz de
concentrar virus patdogenos presentes en la misma, siendo el método de eleccion para
concentrar Hepatitis A. Sin embargo, para el Virus Polio se destaca que no hay
diferencia significativa entre el método con PEG y la floculacion organica descrita por
Katzenelson et al, en cuanto a la concentracién y recuperacion viral, siendo ambos
métodos igualmente efectivos (Lewis & Metcalf, 1988)

Es por esta razon que el método de concentracion con PEG es el mas adecuado
para concentrar los virus de interés en este estudio y ademas, el ensayo empleado
para determinar la validez del uso PEG 8000 como alternativa de sustitucion del PEG
6000, funcioné asimismo para evaluar la efectividad del proceso de concentracion

implementado, mismo procedimiento realizado por Deshpande en el cual de igual
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forma inocularon una muestra de agua con virus Polio cepavacunal Sabin 1y lograron
un porcentaje de recuperacion de 79%. (Deshpande et al, 2009).

La muestra inoculada con la cepa vacunal del virus Polio Sabin 1 requiridé ser
autoclavada (120°C, 15min) para eliminar aquellos microorganismos que podrian
interferir en el proceso de filtracion a través de las membranas, y para inactivar
mediante el empleo de temperatura aquellos Enterovirus que podrian estar presentes
en la muestra de forma natural, ya que a pesar de ser los mas resistentes al
tratamiento con calor se inactivan a temperaturas superiores a los 60°C. Estos virus al
generar el mismo efecto citopatico que el virus Polio inoculado, introducirian un error
adicional al ensayo al determinar la titulacion viral en la placa de Dulbecco (Niseen et
al, 1996).

Ademas de demostrar que tanto el PEG 8000 como el PEG 6000 son sustancias
idéneas para la concentracion de enterovirus en aguas, con el ensayo de prueba se
observé la capacidad de concentracién del protocolo utilizado. Se comparé el titulo
obtenido en UFP/mL para la muestra inoculada sin concentrar con respecto a la
muestra inoculada y concentrada, tanto por PEG 6000 como con PEG 8000, siendo el
ttulo resultante de las muestras concentradas (104 UFP/mL) un logaritmo mayor al
titulo de la muestra sin concentrar, lo que significa que este proceso logra concentrar
alrededor de diez veces las particulas virales infectantes.

Es importante destacar que para determinar el titulo viral se utiliz6 el método de
placas de Dulbecco en el cual Unicamente se evidencian aquellas particulas virales
gue permanecen infectantes en el indculo, pues lo que se observa es la capacidad
viral de generar un efecto citopatico en las células (en este caso Hep-2) y la

consecuente formacion de placas de lisis.

51



Teniendo esto en cuenta, no es de extrafiar que el titulo determinado de las
muestra concentradas sea menor que el de la semilla viral de la cepa vacunal (107
UFP/mL), la cual funcioné6 como control positivo, ya que es posible que durante el
proceso de concentracion las particulas virales inoculadas en la muestra se hayan
inactivado parte de las mismas por cambios en el pH o incluso por inhibidores
presentes en la matriz de agua inoculada (Sobsey et al, 1998).

En aguas residuales es comun encontrar sustancias como desinfectantes, cloro
libre y di6xido de cloro que pueden dafiar las particulas virales, a diferencia de la
semilla viral que no fue inoculada en la muestra de agua y cuya manipulacion fue
minima (Sobsey et al, 1998)

Por otro lado, el alcance de esta investigacion es determinar la posible presencia
de particulas virales en cuerpos de agua (entrada y salida de una PTAR) por medio
de la deteccion por biologia molecular del material genético. La capacidad infectante
de la particula viral no esta siendo determinada, a diferencia de un ensayo de placas
de Dulbeco. Sin embargo, es importante destacar que, los métodos de concentracion
utilizados buscan concentrar particulas virales integras y posteriormente extraer su
material genético, lo que significa que de encontrarse una muestra positiva esto se
debe a la presencia de una particula viral, no a material genético presente libremente
en la muestra.

Para confirmar que las UFP/mL resultantes correspondieran al virus Polio
inoculado, una vez ejecutado el protocolo se obtuvieron bandas en gel de agarosa, de
masa molecular de 113 pb, estas bandas fueron observadas en el control positivo
(semilla viral cepa vacunal), en los eludidos obtenidos con PEG 6000 y PEG 8000y

en la muestra de agua residual sin concentrar.
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B. Cuantificacion de la concentracién de colifagos soméaticos en los

efluentes y afluentes como indicadores de contaminacién fecal.

El principio del andlisis de colifagos somaticos como indicadores de contaminacién
fecal parte del hecho de que son virus que infectan y que se replican especificamente
en Escherichia coli provenientes del tracto gastrointestinal de organismos de sangre
caliente, es decir, la temperatura 6ptima de replicacion de estos virus es 37 °C siendo
esto una condicion que le permite a los fagos compartir ese habitat con posibles
agentes virales enteropatdogenos.

Aunque estudios realizados por Jofre hablan de que existe posibilidad de
replicacion estos virus en el ambiente, principalmente en climas tropicales, establece
que la concentracién minima de Escherichia colironde las 106 UFC/ 100ml y ademas
una alta densidad de los colifagos para que este proceso sea exitoso (Paz et al, 2003;
Jofre, 2009; Woody & Cliver, 1997).

Dentro de los métodos establecidos para su cuantificacion se destacan las
metodologias de capa doble la cual se asigné para la mayoria de los afluentes y capa
simple, asignada para los efluentes. Ambas técnicas son consideradas
procedimientos rapidos, sencillos, de bajo costo y de alta sensibilidad, por lo que su
empleo es recomendado en el estudio de virus indicadores de contaminacion en
muestras con matrices complejas (Paz et al, 2003).

Durante el desarrollo de la fase experimental, se observo que la posible presencia
de agentes quimicos como desinfectantes y detergentes visualizados en las muestras,
los cuales se encuentran comunmente en las PTAR, estaban causando algun efecto

negativo en la cuantificacién colifagos somaticos, por lo que se valord el aplicar el
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método de capa doble en la entradas, esto con el objetivo de aumentar la sensibilidad
y con ello evaluar si se presentaban mejoras en los resultados con respecto a los
obtenidos con el método de capa simple (Sobsey et al, 1998).

La principal complicacion que se presentd durante los analisis por la presencia de
estos inhibidores, se visualizd durante el proceso de filtracion, lo cual puede explicarse
por elalto contenido de iones en la muestra, lo que impedia el desarrollo de un proceso
fluido. Es importante mencionar que dichos interferentes no fueron evaluados de forma
cuantitativa, ya que no se encontraba dentro de los objetivos del proyecto, sin
embargo, de forma cualitativa se logré evidenciar su presencia durante los cuatro
muestreos. (Sobsey et al, 1998; Lou et al, 2012).

Otra fase en la metodologia que se puede ver afectada por la presencia de estos
agentes es el proceso de cuantificacion, lo cual puede explicarse por una posible
inactivacion de los virus ante la presencia elevada de los quimicos disminuyendo

asi, su capacidad de infectar la bacteria E.coli (Sobsey et al, 1998).

Durante el desarrollo de las metodologias, se observd que una gran cantidad
de los resultados obtenidos a partir de los procedimientos para cuantificar colifagos
somaticos en las diferentes PTAR eran incontables, por lo cual fue necesario
establecer un valor maximo contable, para lo cual se emple6 como referencia los
intervalos de cuantificacion establecidos por la APHA, los cuales van de (30- 300)
UFP/mL. Para nuestro estudio de defini6 como méxima cifra contable para los
afluentes un valor de 3,00x10% UFP/mL; sin embargo, se debe considerar que al

definir esta unidad maxima de medida no se visualiza la cantidad real de colifagos
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en la muestra, lo cual puede tener implicaciones al aplicar los métodos estadisticos,

afectando con ello los resultados vy la posible interpretacion de los mismos.

Con este marco de andlisis se pudo observar un considerable numero de
muestras con valores superiores a 103 (definido como valor maximo contable) por
colifagos somaticos, lo cual genera una alarma debido a que la cuantificacion de
este parametro puede utilizarse para evaluar el funcionamiento de la planta.
Resultados como los obtenidos en la entrada de la PTAR 5 LR (28/05/13) con un
valor de 9,00x103 UFP/mL y su respectiva salida LR (28/05/13) de 3,00x10% UFP/mL,
los de E PTAR 3 RV (10/12/13) con recuentos de 4,10x10° UFP/mL y S PTAR 3
RV (10/1213) de 3,00x10° UFP/mL, y asi muchas otras muestras repitiendo este
mismo patron con recuentos establecidas como valores maximos, obliga analizar
detalladamente si el funcionamiento de la planta es idéneo, es decir si éstas son
realmente efectivas en el proceso de eliminacion de contaminantes microbianos

(Paz et al, 2003).

En contraposicion a los valores elevados discutidos anteriormente, en algunos
momentos del afio pareciera que el funcionamiento de las plantas es 6ptimo, por
ejemplo la entrada de la PTAR 2 M del 29 de mayo tuvo un recuento de
1,00x10°UFP/mL y su respectiva salida un recuento de 0,00x10°UFP/mL; las
muestras colectadas en la PTAR 4 CC, el 2 de octubre mostraron un recuento de

7,50x10* UFP/mL en la entrada y de 0,00x10° UFP/mL a la salida.

También es importante al observar los resultados (ver cuadro 5, 6, 7 y 8) que

existen valores de entrada con recuentos menores 0 negativos por colifagos y su
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respectiva salida con un mayor recuento de los mismos, lo cual, se puede explicar

por medio de las siguientes razones:

En primer lugar se debe tener en cuenta que al momento de la toma de las
muestra (entrada y salida) cada una presenta un caracter individual, no son
muestras pares, ya que se toman de manera simultanea, sin tomar en cuenta los
tiempos de retencién del agua dentro de la planta, por lo que la muestra en la
entrada podria ser diferente a lo que estad saliendo después del proceso de
tratamiento, por lo que resultados como los observados en la E PTAR 5 LR
(03/10/13) con valores de 2,00x10° UFP/mL y S PTAR 5 LR (03/10/13) de
3,00x10°UFP/mL, E PTAR 4 CC (29/05/13) de 0,00x10° UFP/mL y S PTAR 4 CC

(29/05/13) de 1,57x10%UFP/mL son esperables.

Otra razdn descrita previamente, en la cual estos resultados son lo6gicos es el
tiempo de retencion del material en la planta, ya que este oscila alrededor de las 24
horas, por lo que es posible que se acumulen un alto nUmero de colifagos y que
éstos sean luego expulsados al azar y que coincidan con los elevados recuentos

(AyA, 2009).

Por dltimo como se mencion0 anteriormente existe un efecto derivado de la
presencia de agentes quimicos en las muestras, ya que éstos pueden tener un
efecto inhibitorio sobre la interaccidén del colifago con la E. coli y por ello no sea
posible observar su verdadera capacidad infectante, y por eso visualizar recuentos

mas bajos en las entradas y mas levados en las salidas (Sobsey et al, 1998).
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C. Presencia de Hepatitis A y Enterovirus en afluentes y efluentes de las

PTAR en estudio mediante PCR.

Conrespecto a la evaluacion de la presencia de virus pertenecientes a la familia
Picornaviridae, especificamente el género Enterovirus y Hepatitis A, su
determinacion se realiz6 por medio de metodologias moleculares. En este caso se
empled la técnica de PCR, (reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en
inglés). Esta metodologia tiene elevada sensibilidad y especificidad para la

determinacion de virus en aguas contaminadas o residuales (Hamza et al, 2011).

Sin embargo, es importante considerar que estas determinaciones tienen una
gran limitante, la cual se resume en la falta de correlacion entre el genoma viral
detectado y la capacidad infectante de la particula viral, lo cual fue discutido con
anterioridad, por lo que las conclusiones y alcances de estos de estudios deben

analizarse con detenimiento (Hamza et al, 2011).

En este estudio se defini6 una RT-PCR anidada para valorar la presencia de
enterovirus con un limite de detecciéon de 160x10-°ng/ul de ADNc, de igual forma
se estableciéo un RT-PCR para la deteccion de Hepatitis A, para el cual se definié
una sensibilidad de 15x 107ng/ul de ADNc dando una amplia confianza con

respecto a su limite de deteccién (Alguera, 2012).

Segun la técnica bioinformatica empleada (BLAST), para los iniciadores
utiizados, la igualdad de la comparacion para Enterovirus que infectan al ser

humano es de un 100%, por lo que a pesar de que en la muestra pueden
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encontrarse Enterovirus de animales, se considera que su traslape en la

amplificacion es minimo.

Es importante mencionar que el 23% de las muestras analizadas (entradas y
salidas) mostraron un resultado positivo por alguno de los dos agentes virales en
estudio. De este porcentaje un 13% de muestras resultaron positivas en las entradas

y un 10% en las salidas.

El encontrar agentes patdgenos virales en la entrada de una PTAR puede ser
esperable, ya que puede ser producto de una posible infeccion y excrecion los virus
en la poblacion que se beneficia con el sistema de tratamiento de sus aguas
residuales; mientras que el determinar de forma cualitativa particulas virales en los
efluentes, indican un posible riesgo en la salud publica; esto porque si se estan
eliminando particulas virales al ambiente implican un eminente peligro a la poblacion
gue puede estar en contacto con estos efluentes, ya que como se menciona en los
antecedentes las patologias asociadas con estos virus pueden ir desde problemas

leves de caracter gastrointestinal hasta llegar a producir enfermedades severas.

Sin embargo para evaluar este riesgo potencial es necesario contar con datos
cuantitativos de la concentracion de particulas virales liberadas al ambiente y
realizar estudios de capacidad infectante. Debido a los alcances de este estudio

estos parametros no fueron evaluados.

Otro resultando importante es la diferencia entre la positividad dada por las

entradas y las salidas, esto porque hay muestras de salidas positivas con entradas
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negativas, lo cual puede explicarse por un comportamiento similar en las muestras

al descrito con los colifagos somaticos.

Por otro lado, al evaluar la presencia de virus patdgenos en cada una de las
PTAR, se observo que todas estuvieron positivas por al menos uno de los virus en
estudio durante el afio analizado. Las PTAR 1 AChy PTAR 3 RV presentaron la
mayor cantidad de pruebas positivas para Enterovirus, y la PTAR 2 M, la menor

cantidad.

En cuanto a la presencia de Hepatitis A, se observé que la PTAR con mayor
nimero de reportes positivos por este virus, fue la PTAR 4 CC, especificamente en
las muestras obtenidas en el segundo muestreo, en donde se determinaron como
positivas las tres entradas recolectadas en los tres dias de muestreo del mes de
mayo (28, 29 y 30 de mayo del 2013), por lo que estos datos pueden revelar una
importante informacién, ya que podriamos estar ante un aumento del nimero de

casos o incluso un brote por este virus en la zona.

Sin embargo, es importante considerar que, a pesar de estos resultados
positivos en las entradas de la PTAR 4 CC obtenidas en un bloque del muestreo,
los andlisis de todas las salidas recolectadas en los diferentes muestreos realizados
durante el afio 2013 presentaron resultados negativos, por lo que pareciera que la

planta es capaz de eliminar algunos virus de manera mas eficiente.

En lo referente a las plantas con menor nimero de reportes por Hepatitis A, se

destacan las PTAR 2 My PTAR 3 RV en donde no fue posible detectar el virus.
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También es importante rescatar que la PTAR 2 M mostré resultados negativos
en los analisis de las salidas para ambos virus, por lo que puede que esta planta

posea la capacidad de eliminar mas eficientemente ciertos virus.

D. Correlacion de los resultados de cuantificacion de colifagos somaticos
indicadores de contaminacién fecal con la presencia de Hepatitis A y

Enterovirus

En los Ultimos afios se ha discutido ampliamente la posibilidad de monitorear
indicadores de contaminacién viral en agua que correlacionen con la presencia de
virus entéricos patdogenos para el ser humano. Aunque la deteccion directa de virus
patdbgenos por biologia molecular es bastante practica tiene limitantes como
laboriosidad, costo, demanda técnica, colectas de grandes volimenes de muestra y
la incapacidad de distinguir infectantes de no infectantes; esto aunado al numeroso
grupo a monitorear (Norovirus, Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus,
Hepatitis A y Hepatitis E) hace que se vuelva poco viable para analisis de rutina, por
lo cual se utilizan bacteriéfagos como los colifagos somaticos, como indicadores de
contaminacion fecal, ya que como se mencioné anteriormente, comparten ciertas
similitudes con virus entéricos. (Savichtcheva & Okake, 2006; Rezaeinejad et al,
2014).

Sin embargo, aln no existe un consenso sobre el uso de estos bacteridfagos
como indicadores de contaminacion viral en aguas residuales y el monitoreo de la
misma. Siguen faltando estudios concluyentes en los que se corrobore esta
correlacion o que indique que los colifagos no son los indicadores virales éptimos para

este proposito (Rezaeinejad et al, 2014). Por esta razén es importante evaluar en
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nuestras condiciones la existencia de una correlacion entre los datos de presencia o
ausencia de los virus en estudio con respecto al recuento de colifagos somaticos
detectados en las mismas muestras de agua residual en cuestion.

Algunos aspectos a considerar con respecto a éstos indicadores de
contaminacion viral es que al igual que los virus entéricos, se excretan por heces, pero
no por esto en una muestra de agua con alto contenido de materia fecal en la cual es
de esperarse un recuento por colifagos soméaticos elevados se encuentre positiva por
un virus entérico, por lo cual es necesario evaluar qué tan alto es el recuento de
colifagos somaticos en una muestra positiva ya sea por Hepatitis A, Enterovirus o
ambos y esto se visualiza mediante los resultados del estudio de correlacion. Ademas,
el hecho de que tanto los colifagos, como los virus en cuestion, comparten
caracteristicas de resistencia en muestras de agua residual, hace pensar que si una
muestra es permisiva para la supervivencia de colifagos eventualmente lo puede ser
para la supervivencia de un patdégeno viral y la permanencia de su infectividad (Robert,
2014).

Al determinar el indice de correlacion o el coeficiente de correlacion para los
recuentos de colifagos somaticos y la presencia de virus potencialmente patégenos,
no se observa que para ninguna planta de tratamiento en cuestidbn exista una
correlacion aceptable (Rho<0,6), algunas si presentaron una muy débil correlacién con
valores mas cercanos a +1, sin embargo, estos datos no establecen una correlacion
directa estrecha.

Para las muestras salientes de la PTAR 2 no se calculd el indice de correlacion
debido a que todas las muestras resultaron negativas para la presencia de Enterovirus

y Hepatitis A.
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Al igual que en este proyecto, un estudio publicado en el afio 2014 determind
una correlacién débil entre colifagos y virus Entéricos en clima tropical, a excepcion
en la determinacion de Norovirus en el cual si se encontré una fuerte correlacion con
los colifagos, debido a que fueron los virus entéricos que se encontraron con mayor
prevalencia. El estudio concluye que el recuento de colifagos no es la forma mas
adecuada de monitorear la ocurrencia de virus entéricos en aguas.

También similar a lo encontrado en nuestro estudio, el estudio de Rezaeinejad
encontrd que aquellas muestras con un mayor recuento de colifagos presentaron
concentraciones de virus entéricos menores Yy viceversa afirmando el hecho de que
no por ser muestras con un recuento de colifagos bajo significa la ausencia de virus
entéricos (Rezaeinejad et al, 2014).

La falta de asociacion entre ambos parametros se puede relacionar con
sobrevivencia o inactivacion de los colifagos en la muestra de agua ya que la principal
diferencia entre ambas determinaciones es el método de deteccion, para colifagos se
obtienen UFP/mL por lo que se requieren particulas virales infectantes, en cambio,
para los virus entéricos se obtiene solamente la presencia o ausencia de los mismos
y no se cuantifican.

Es aqui cuando se plantea la posibilidad de utilizar otros virus que compartan
caracteristicas con los demas virus entéricos y cuyo método de deteccidn no requiera
de que la particula sea infectante, como por ejemplo los Norovirus, un virus no
cultivable, el cual en el estudio realizado por Rezaeinejad y colaboradores, presenta
un porcentaje de deteccion del 57% de muestras positivas por este virus y que ademas
presenta una excelente correlacion con las demas muestras positivas por otros

enterovirus e incluso con los colifagos (Rezaeinejad et al, 2014).
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Sin embargo este virus no esté presente en el total de muestras ya que al igual
gue los otros enterovirus es un virus patdégeno para el ser humano y esto limita la
posibilidad de utilizarlo como alternativa de indicador de contaminacion viral en agua,
a diferencia de los colifagos los cuales se encuentran presentes en un 86% de la
totalidad de las muestras procesadas en nuestro estudio.

Para evaluar la efectividad de la planta de tratamiento en la reduccion del
recuento de colifagos somaticos de las muestras a través del afio de muestreo, se
determind que a pesar de que todas las plantas de tratamiento logran reducir el
recuento de colifagos varios logaritmos en la salida con respecto a la entrada, solo
para la PTAR 1 ACh esa reduccion es estadisticamente significativa (p<0,05) por lo
cual es la unica planta en estudio que logra reducir efectivamente las concentraciones
de estos virus indicadores de contaminacion fecal.

Por ultimo, al probar si existe alguna variacion de los resultados de colifagos
segun estacionalidad (diferencias entre estacion seca y lluviosa) no se observd
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) a consecuencia de la cantidad de
lluvia caida, teniendo cantidad de lluvia como indicador de estacion seca y de estacion
lluviosa.

En el estudio de Rezaeinejad et al, 2014 tampoco se detectdé una diferencia
significativa entre las concentraciones de colifagos resultantes (p>0,05) a pesar de
que observaron que las concentraciones de colifagos disminuyen en
aproximadamente dos érdenes de magnitud durante la primer hora de caida lluvia
pero no alcanza a valores significativamente diferentes que los reportados para la

estacion seca (Rezaeinejad et al, 2014).
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En dicho estudio si se evidencia que existe una mayor prevalencia de virus
entéricos durante la estacion seca de paises tropicales respecto a la estacion lluviosa,
condicién que se corrobora en nuestro estudio ya que durante la estacién secay su
transicion a la lluviosa (Marzo y Mayo respectivamente) se detecté un 60% de las
muestras positivas por virus patégenos (Enterovirus y Hepatitis A juntos) mientras que
durante la estacion lluviosa y su transicion a la seca (Octubre y Diciembre
respectivamente) se detectd el resto de las muestras positivas por estos virus

(Rezaeinejad et al, 2014).
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Conclusiones

e Tanto la utlizacion de Polietilenglicol 6000 como de PEG 8000 para la
concentraciéon viral en agua residuales es efectiva, pues se logran concentrar
las particulas virales en al menos un logaritmo con respecto a las particulas
virales presentes en la muestra sin concentrar.

e Segun el andlisis estadistico, la mayoria de las plantas de tratamiento de aguas
estudiadas de nuestro pais no son efectivas en disminuir el recuento promedio
de colifagos somaticos de las muestras entrantes respecto a las salientes
durante un afio de andlisis. A excepcion de la PTAR 1 ACh, la cual si es
efectiva.

e Los resultados positivos dados por la presencia de Enterovirus y Hepatitis A,
revelan la pobre capacidad de eliminacion de los mismos por parte de las
plantas, asi como un inminente riesgo a nivel de salud publica. Sin embargo,
se debe considerar la capacidad infectante y la carga viral de éstos para
cuantificar el riesgo real.

¢ No existe una correlacion demostrable bajo el método de andlisis de Spearman,
entre el recuento de colifagos somaticos y la presencia de Enterovirus y
Hepatitis A en las cinco PTAR en estudio.

¢ No existe una influencia demostrable de la estacionalidad sobre el resultado del

recuento de colifagos somaticos analizados durante la estacion secay lluviosa.
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Recomendaciones

e Genotipear los Enterovirus y Virus de la Hepatitis A detectados para asi
determinar las cepas virales circulantes en los rios del pais.

e Deteccion de los virus en estudio por medio de un método de cuantificaciéon-
deteccion como lo es el PCR en tiempo real (RT-PCR) y asi poder estimar la
carga viral real tanto a la entrada como a la salida de las PTAR para tener
informacion de la cantidad de virus liberados al ambiente.

e Busqueda de nuevos indicadores virales de contaminacion fecal que permitan
valorar la efectividad real de la planta utilizando un método de deteccién mas
adecuado que no requiera que las particulas virales sean infectantes y que
ademas, correlacionen con la presencia de virus entéricos potencialmente
patdgenos para el ser humano.

¢ Identificacion de los diferentes tipos de virus aislados pertenecientes al grupo
de los Enterovirus para evaluar cual de estos se encuentran en mayor
proporcién en las excretas vertidas a los rios del pais.

e Utilizar ademas de un método de biologia molecular para la deteccidn de virus
entéricos, un método que permita diferenciar entre particulas no infectantes y
particulas realmente infectantes, para evaluar el impacto de la presencia del
virus en el agua en salud publica.

e Utilizacion de un control viral interno presente en todas las muestras cuya
deteccion al inicio y fin del procedimiento permita garantizar que este fue

realizado de forma correcta y calcular % de recuperacion.
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Incluir dentro del protocolo de deteccidn de virus entéricos, otros virus que
comparten la forma de transmision al ser humano con los virus estudiados en
este proyecto y cuya deteccion es importante desde el punto de vista de la salud
publica del pais, como lo son: Adenovirus, Norovirus, Rotavirus, Astrovirus y

Hepatitis E.
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