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RESUMEN

La calidad del agua de los rios se ha visto afectada por la descarga de aguas residuales y la falta
de plantas de tratamiento. Entre los contaminantes se encuentran altas cargas de materia organica
y microorganismos de origen fecal que pueden representar un riesgo a la salud humana y animal.
El rio Santa Clara atraviesa el Valle de los Chillos en el cantdn Rumifiahui, y con otros cuatro
rios, soporta las descargas domésticas de sus habitantes, acumulacion de basura, maleza y
desechos. El objetivo de la investigacion es evaluar el contenido de adenovirus (AdV) como
indicadores de contaminacion. Se realizaron cuatro muestreos de agua en tres puntos del rio Santa
Clara y se emplearon técnicas moleculares y bioinformaticas para identificar los AdV a nivel de
especie. Se determind la existencia de AdV humanos, serotipos 41 y 31 relacionados a
enfermedades diarreicas; AdV porcino 5, relacionado a enfermedades gastrointestinales vy
respiratorias; y AdV murino 2, que puede ser asintomatico. Todos los virus descritos se
transmiten via fecal-oral. También se realizaron pruebas fisicoquimicas como demanda quimica y
bioquimica de oxigeno; y microbioldgicas, como conteo de coliformes fecales. Con los resultados
obtenidos se confirm6 la polucion del rio Santa Clara. La identificacion de cuatro especies de
adenovirus indicé contaminacion fecal por heces humanas y animales.
PALABRAS CLAVE:
e Virus entéricos
e Coliformes fecales
e Aguas residuales

e Serotipos virales
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ABSTRACT

In rivers, the water quality has been affected by the discharge of wastewater and the lack of
treatment plants. Contaminants include high organic loads and fecal microorganisms that may be
a risk to human and animal health. Santa Clara River crosses Valley of the Chillos in Rumifiahui
canton, like four other rivers, supporting domestic discharges of its inhabitants, accumulation of
garbage, weeds and waste. The objective of the investigation is to evaluate the content of
adenovirus (AdV) as indicators of contamination. Four samples of water from Santa Clara River
were carried out and molecular and bioinformatics techniques were used to identify AdVs at the
species level. The existence of human AdV, serotypes 41 and 31 related to diarrheal diseases was
determined; Porcine AdV 5, associated to gastrointestinal and respiratory diseases; and murine
AdV 2, which can be asymptomatic. All these viruses are transmitted via fecal-oral route.
Physicochemical tests such as chemical and biochemical oxygen demand were also performed;
and microbiological, such as fecal coliform count. With the results obtained, the pollution of the
Santa Clara River was confirmed. The identification of four adenovirus species indicated fecal
contamination by human and animal feces.
KEYWORDS:
e Enteric virus
e Fecal coliform
o \Wastewater

e Viral serotypes



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.  Formulacién del Problema

Los virus son componentes dominantes en los ecosistemas acuéticos, juegan un papel
importante en las redes alimentarias microbianas y en los ciclos biogeoquimicos y ecoldgicos
(Jacquet et al., 2010). Sin embargo, pueden considerarse contaminantes ambientales al ser
agentes causales de enfermedades humanas y animales (Slovackova, 2008).

En paises industrializados como Reino Unido, EE. UU. y Espafia, se ha determinado la
prevalencia de los virus infecciosos en el medio ambiente debido a la descarga de aguas
residuales en fuentes de agua dulce, fugas en los sistemas sépticos y escorrentias agricolas y
urbanas (Fong & Lipp, 2005; Bofill-Mass et al., 2005; Calgua et al., 2013).

Mas de un millon de particulas virales infecciosas son excretadas por cada gramo de heces
humanas y animales; al llegar a los cuerpos de agua se diluyen hasta una concentracion
aproximada de 100 000 particulas por litro (OMS, 1979; Pina et al., 1998). Son la causa principal
de morbilidad y mortalidad en enfermedades transmitidas por medio del agua, han logrado
producir brotes y grandes impactos econdémicos sin importar el nivel de desarrollo de los paises
(De Giglio et al., 2017; Rios, Agudelo, & Gutiérrez, 2017).

Los adenovirus, por ejemplo, han sido responsables de enfermedades gastrointestinales,
respiratorias, oftalmologicas, entre otras (M. Jones et al., 2007). Son de amplia distribucion, se
encuentran ubicuamente en ambientes contaminados con aguas residuales. Han sido propuestos y
utilizados como indicadores de contaminacion fecal debido a su estabilidad y prevalencia a lo
largo del afio (Maluquer et al., 2004; Girones & Bofill-Mass, 2013; Olalemi et al., 2016; Rames

et al., 2016; Sun et al., 2016; Jones & Muehlhauser, 2017).



1.2.  Justificacion del Problema

La falta de plantas de tratamiento de aguas residuales ocasiona el vertimiento de aguas
contaminadas en rios (Terneus & Yanez, 2018), constituyendo la mayor fuente de materia fecal
en agua (Calgua et al., 2013).

El rio Santa Clara atraviesa el Valle de los Chillos, en el Canton Rumifiahui, se une al San
Pedro y desembocan en el reservorio La Bocatoma. El olor emanado es insoportable segun los
habitantes del sector y causa malestar a los estudiantes del Liceo Naval, la Academia Militar del
Valle y el Colegio Geovanny Farina. Los moradores han observado la acumulacion de maleza,
basura, carrofia, lodo podrido y otro tipo de residuos a lo largo de la rivera; ademas, el cantén no
cuenta con un camal, y los desechos de la ganaderia terminan generalmente en los cuerpos de
agua (La Hora, 2019).

Las bacterias han sido utilizadas como indicadores fecales; por ejemplo, coliformes,
enterococos y Escherichia coli, encontradas cominmente en el tracto gastrointestinal de los
mamiferos (Ahmed, Goonetilleke, & Gardner, 2010).

La deteccion de E. coli no es til para predecir la existencia de patdgenos bacterianos
(Campylobacter spp., Salmonella spp.) virales (norovirus) ni protozoos (Giardia spp.) segin
estudios estadisticos de correlacion (Spearman). Al comparar su presencia con la de marcadores
especificos de contaminacion fecal humana (poliomavirus humano, HF183), tampoco se
determind una correlacion significativa (regresion logistica binaria). Entre las posibles causas de
la discordancia de resultados, los investigadores sugieren la diferencia en el volumen de muestra
necesaria para cada analisis, la cinética de supervivencia y la susceptibilidad ambiental de cada
microorganismo (H6rman et al., 2004; McQuaig et al., 2006; Ahmed et al., 2010; Healy et al.,

2016).
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Los virus entéricos son especie-especificos, permitiendo realizar estudios de rastreo de
fuentes de contaminacién fecal (Wong, 2012). Se ha determinado que las variaciones en el ADN
de E. coli pueden correlacionarse con un huésped particular y mediante analisis de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) también se puede identificar el animal en el
cual ha habitado dltimamente (Zhi et al., 2015).

Los SNPs varian en funcién de las condiciones gastrointestinales propias del animal
(dieta, metabolitos fisioldgicos, pH), si la E. coli cambia de huésped puede adaptarse y
sobrevivir. Ademas, es necesario tener un cultivo puro de la bacteria para realizar los andlisis
moleculares (Zhi et al., 2015; Lupolova et al., 2017). En contraste, la mayoria de virus entéricos
son incapaces de adaptarse a otros hospederos, una vez excretados al ambiente mantendran su
especificidad y su identificacion es independiente de cultivo (Hundesa et al, 2006; Wong et al.,
2012).

La identificacion de especies de adenovirus permitird conocer si el rio Santa Clara
presenta contaminacion fecal, para comprobarlo, se utilizardn otros indicadores como el
crecimiento de E. coli y coliformes fecales en Petrifilm. También se cuantificaran los valores de
demanda quimica de oxigeno (DBO), demanda bioquimica de oxigeno (DBO), nitrogeno total
(NT), fosforo total (FT) y sélidos suspendidos totales (SST), con la finalidad de compararlos con
los establecidos en la norma nacional (TULSMA, 2015).

1.3.  Objetivos de Investigacion
1.3.1. Objetivo General
Identificar, mediante técnicas moleculares, adenovirus como indicadores de

contaminacion del rio Santa Clara, cantdbn Rumifiahui.



1.3.2. Objetivos Especificos

e Concentrar virus a partir de muestras de agua del rio Santa Clara.

e Determinar la presencia de adenovirus humanos y porcinos mediante PCR anidada y

electroforesis en gel de agarosa.

¢ Identificar los virus encontrados mediante secuenciacion Sanger.

e Confirmar la contaminacion del rio mediante parametros fisicoquimicos vy

microbioldgicos.
1.4, Marco Teorico
1.4.1. Contaminacidn de rios por aguas residuales

La materia organica de las aguas residuales domesticas puede ser degradada por
microorganismos como algas y bacterias, pues les provee de nutrientes necesarios (Gonzéalez et
al., 2018); sin embargo, al almacenar el agua en tanques de recoleccion y alcantarillas, donde el
oxigeno es limitado, se dan condiciones propicias para la proliferacion de agentes patdgenos
como Clostridium spp. y Shigella spp. (Cyprowski et al., 2018). Debido al crecimiento de las
ciudades, la urbanizacién y la industrializacion, los sistemas de alcantarillado son insuficientes y
las aguas servidas no tratadas o tratadas parcialmente, se descargan en los rios (Paz, 1971,
Terneus & Yanez, 2018).
El sistema de alcantarillado de nuestro pais no llega a todos sus habitantes, a 2001, solo el

57% de viviendas urbanas y el 36% de rurales contaban con excusados conectados al
alcantarillado. En las zonas rurales dispersas casi la totalidad de su poblacion bota sus residuos a
las calles, quebradas o rios, los queman o los entierran. Para el mismo afio, la provincia de
Pichincha contaba con el mayor porcentaje de hogares conectados a alcantarillado en el pais, aun

asi, solo llegaba al 65.3% (Organizacién Panamericana de la Salud, 2001).
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En 2002 el rio Guayas constituia la mayor fuente de contaminacion del Golfo de
Guayaquil, aportando una cantidad equivalente al 75% de todas las descargas de aguas residuales
e industriales del litoral. En Esmeraldas, el rio Teatone recibia, aproximadamente, tres millones
de metros cubicos de aguas residuales por afio (Escobar, 2002).

La mala disposicién de desechos y el estancamiento del agua por ausencia o deficiencia
de sistemas de drenaje de aguas negras han provocado el contagio de enfermedades
gastrointestinales asociadas a virus y bacterias en Ecuador y otros paises (Gutierrez & Jimenez,
2005).

1.4.2. Indicadores bioldgicos de calidad de agua

Aunque la informacion bioldgica no reemplaza las pruebas fisicas y quimicas utilizadas
para definir la calidad del agua, algunos autores consideran importantes y ventajosos a los
métodos bioldgicos respecto al nivel integrativo y bajo costo (De La Lanza, Hernandez, &
Carbajal, 2000). Los bioindicadores son organismos puntuales y selectos presentes en situaciones
de estrés ambiental, pueden evaluar y predecir los efectos de las modificaciones ambientales
(Hahn-vonHessberg, et al., 2009).

El numero potencial de bioindicadores es infinito y seleccionar el mejor no es sencillo, se
debe identificar el apropiado para satisfacer un propoésito particular; ademas, no solo sirven para
medir la salud de un sistema acuético sino también para determinar el impacto potencial de las
actividades humanas (De La Lanza et al., 2000).

1.4.3. Microorganismos indicadores

Para considerar un microorganismo como indicador de contaminacion del agua, debe

cumplir algunos requisitos, entre estos (Garcia et al., 2006):

e Presencia en heces fecales, aguas residuales y aguas de desecho.



e Ausencia en aguas no contaminadas.
e Supervivencia en agua y resistencia a factores de depuracion, similares a los patégenos.
e Deteccion por métodos simples, rapidos, baratos y seguros.
e Ser 0 no patdgenos.
e Capacidad de crecer y proliferar en el agua.
1.4.4. Virus como bioindicadores

Utilizar virus como indicadores tiene sus ventajas, en ciertas circunstancias, su
conservacién en agua es mayor a la de las bacterias; por ejemplo, muchos virus entéricos son mas
resistentes a desinfectantes y otras sustancias nocivas del medio acuatico (Fong & Lipp, 2005;
Jiang, 2006). Ademas, las bacterias son méas sensibles a la inactivacién por luz solar, no siempre
son exclusivas a la fuente fecal de donde provienen ni tienen correlacion con la cantidad de
patdgenos existentes (Horman et al., 2004; McQuaig et al., 2006; Ahmed et al., 2010; Girones &
Bofill-Mass, 2013; Zhi et al., 2015).

Los cuerpos de agua albergan gran cantidad de virus que pueden infectar a una variedad
de plantas, animales acuaticos y terrestres; cuando el agua estd contaminada con desechos
fecales, contiene virus entéricos provenientes del tracto gastrointestinal de humanos y animales
de sangre caliente, estos virus patdgenos pertenecen a varios grupos taxonémicos (Tabla 1) y son

diferentes en cuanto a su morfologia y genetica (National Research Council, 2004).

Tabla 1:

Grupos taxondmicos de los virus entéricos humanos

Grupo Ejemplos

ARN simple cadena Enterovirus, calcicivirus, astrovirus, coronavirus, hepatitis Ay E

ARN doble cadena segmentado Reovirus y rotavirus

ARN doble cadena Picobirnavirus

ADN simple cadena Parvovirus CONTINUA




ADN doble cadena Adenovirus

Fuente: (National Research Council, 2004)

Los bacteridfagos, al ser parésitos de bacterias, fueron los primeros utilizados como
indicadores para determinar la presencia de Escherichia coli (colifagos somaticos y colifagos de
ARN F-especificos) (Garcia et al., 2006). Si un virus es encontrado en niveles sustanciales en
heces fecales, debe evaluarse si resulta confiable como indicador, con esta finalidad se recolectan
varias muestras de agua y se determina su persistencia, si luego del ensayo, se encuentra en todas
las muestras, se concluye factible su uso (Ahmed-Hamza, et al., 2011).

Los adenovirus (AdV) se han empleado para caracterizar la contaminacion relacionada
con las practicas humanas (Pina et al., 1998). Son resistentes a la luz UV; si sufren algin dafio
utilizan los mecanismos de reparacion propios del hospedero para arreglar su ADN, pueden
usarse para distinguir la contaminacién humana de la animal, tienen una asociacion prevalente
con las aguas residuales y resisten también a algunos de los procesos de tratamiento (Jiang,
2006).

Debido a las caracteristicas de los AdV, en 2006 ya se los consideraba como un indicador
conservador para evaluar la calidad del agua en EE. UU. (Jiang, 2006). Los primeros ensayos
realizados fueron cualitativos y utilizaron PCR anidada (Puig et al., 1994; Maluquer et al., 2004;
Hundesa et al., 2006), pero con el tiempo, se desarrollaron técnicas cuantitativas mediante qPCR
(Ahmed et al., 2010; Calgua et al., 2013; Bofill-Mas et al., 2013).

Los adenovirus humanos son un eficaz indicador viral de polucion debido a su estabilidad,
persistencia y amplia distribucién en matrices de agua, aguas residuales e incluso, agua potable
contaminada. Han sido detectados continuamente, tienen alta resistencia a la desinfeccion UV y

son abundantes en comparacion con otros virus entéricos; ademas, existe disponibilidad de
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técnicas moleculares para su deteccion (en comparacion con virus de RNA); y es especifico a
contaminacion fecal humana (Pina et al., 1998; Jiang, 2006; Girones & Bofill-Mass, 2013;
Rames, et al., 2016).

Los adenovirus porcinos también han sido considerados como bioindicadores, varios
estudios han determinado que se distribuyen ampliamente en la poblacion porcina como en aguas
residuales y lodos de mataderos, pero no se encuentran en areas sin actividades agricolas; aunque
no producen enfermedades severas, son Utiles para determinar contaminacion en agua (Maluquer
et al., 2004; Hundesa et al., 2006; Bofill-Mas et al., 2013).

1.4.5. Indicadores fisicoquimicos de la calidad de agua

Entre los parametros de control de la calidad del agua, se encuentran demanda quimica de
oxigeno (DQO), demanda bioquimica de oxigeno (DBO), solidos totales en suspension (SST),
nutrientes, compuestos nitrogenados y fosforados (Lopez & Martin, 2017). La DQO representa la
cantidad de oxigeno necesario para oxidar quimicamente las sustancias organicas presentes, y la
DBO es la cantidad de oxigeno requerido por los microorganismos aclimatados, para degradar
biol6gicamente la materia organica (Henry & Heinke, 1999).

Los SST consideran a las particulas flotantes del agua y pueden proceder de restos
animales, vegetales, basura, arenas, arcillas, entre otros; los compuestos nitrogenados tienen su
origen en moléculas organicas y organismos vegetales. El fosforo deriva de detergentes
domeésticos, aguas agricolas y excreciones humanas (Lopez & Martin, 2017).

La normativa nacional, Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del
Ambiente (TULSMA), Libro VI, Anexo 1, Recurso Agua establece, entre otras cosas, limites

permisibles para la descarga de aguas residuales en cuerpos de agua y sistemas de alcantarillado;
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entre los parametros que considera esta normativa, se encuentran; DBO, DQO, SST, nitrégeno y

fosforo total (TULSMA, 2015), los valores se describen en la Tabla 2.

Tabla 2:
Limites de descarga de efluentes al alcantarillado y a un cuerpo de agua dulce
Parametro Limites de descarga al Limites de descarga a un cuerpo
alcantarillado publico, mg/L de agua dulce, mg/L
DBO5 250 100
DQO 500 250
SST 220 100
Nitrégeno total 40 15
Fasforo total 15 10

Fuente: (TULSMA, 2015)

La normativa también contiene criterios de calidad de agua para la preservacion de flora 'y
fauna, equivalentes a los pardmetros de un rio sin contaminacion. Entre estos, establece que el
numero de coliformes fecales no debe sobrepasar los 200 NMP/100 mL, pero no considera

valores de DBO, DQO, SST, nitrégeno total ni fosforo total (TULSMA, 2015).

1.4.6. Problemas de salud relacionados a virus, en Ecuador

En nifios de hasta cinco afios de edad, la diarrea transmitida por agua es responsable del
6% de muertes, de las cuales, el 41% es producida por rotavirus, causando mas de 1 000 muertes
anuales, aproximadamente 53 000 hospitalizaciones, 60 000 consultas externas y 147 500 casos
de diarrea en casa, con un costo de cinco millones de délares al pais (Puruncajas, 2015). Aunque
a nivel mundial, los adenovirus entéricos constituyen la segunda causa de diarrea viral en nifios
(Romero, 2007), su incidencia no ha sido investigada en Ecuador. De forma general, méas de 100
tipos de virus entéricos pueden encontrarse en ambientes acuaticos debido a la contaminacién

fecal, e ingresan al organismo por via oral (Ahmed et al., 2010).



10

Los adenovirus también producen infecciones oftalmologicas (serotipos 8, 19 y 37)
(Romero, 2017), que tampoco han sido estudiados aunque produzcan epidemias como la de
Guayaquil, con 5 343 casos de conjuntivitis a inicios del 2018 (Sanitaria, 2018).

Un estudio reciente realizado por el INSPI (Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Publica del Ecuador) determin6 que el 0.6% de casos de infecciones respiratorias virales son
consecuencia de adenovirus (no especifica serotipo) con un riesgo de muerte de 4.7%, después de
analizar 41 172 muestras de hisopos nasales de pacientes de todas las edades (Caini et al., 2019).
1.4.7. Adenovirus

El término adenovirus fue acufiado en 1956 por John Enders para denominar a aquellos
virus responsables de infecciones respiratorias y en la mucosa ocular (Enders et al., 1956).
Fueron observados en 1953 por primera vez, cuando los investigadores buscaban el agente causal
del catarro comdn (Romero, 2007). Se distribuyen mundialmente y son ubicuos en lugares con
heces fecales, por lo tanto, son cominmente transmitidos por via fecal-oral al ser ingeridos por
agua o alimentos contaminados (Olalemi et al., 2016), por contacto directo, objetos, instrumentos

quirdrgicos, y por contacto con mucosas en agua de piscinas (Romero, 2007).

Dominio Knob

Pent6n

Proteina terminal
ADN gendmico lineal

Hexén -

| 90 nm |

Figura 1. Representacidn esquematica del
adenovirus. Fuente: (NPTEL, 2013).



11

Pertenecen a la familia Adenoviridae, comprendida por cinco géneros responsables de
infecciones en un amplio espectro de vertebrados (Jiang, 2006). Son virus icosaédricos no
envueltos, poseen una cadena doble de ADN lineal con peso molecular de aproximadamente 20-
30x10° daltons (Shinagawa, et al., 1983). Tienen un didmetro de 70-90 nandémetros, su capside
estd compuesta por 252 capsémeros de los cuales 240 forman hexones y 12 forman pentones
(Figura 1) (Romero, 2007). Ambos son proteinas estructurales, siendo los hexones los méas
grandes y abundantes (Rux, Kuser, & Burnett, 2003).
1.4.7.1. Adenovirus humanos

Los adenovirus humanos (HAdV) forman parte del género Mastadenovirus, comprenden
57 serotipos, clasificados en siete grupos (A — G) con base en sus criterios bioquimicos,
biofisicos, inmunotipicos y moleculares (Romero, 2007; M. Jones et al., 2007; laconelli et al.,
2017). En la Tabla 3, se detallan los grupos y los serotipos correspondientes y en la Tabla 4, se
encuentran los serotipos virales y las infecciones producidas cominmente.
Tabla 3:

Grupos Yy serotipos virales de los adenovirus humanos
Grupo  Serotipo

A 12,18, 31

B 3,7,11, 14,16, 21, 34, 35, 50, 55

Cc 1,2,5,6,57

D 8,9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, 53, 54, 56
E 4

F 40, 41

G 52

Fuente: (Romero, 2007; M. Jones et al., 2007; laconelli et al., 2017)

Tabla 4:

Enfermedades cominmente producidas por adenovirus humanos
Infeccion / Enfermedad Grupos Serotipos
Gastroenteritis F 40, 41

Faringitis febril aguda ByC 1-3,57  CONTINUA
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Fiebre faringoconjuntival B 3,7,14
Enfermedad respiratoria aguda ByE 3,4,7,14,21
Neumonia B,CyE 1-4,7
Queratoconjuntivitis ByD 8,11, 19, 37
Sindrome similar a la tos ferina C 5

Cistitis hemorragica aguda B 11,21
Meningoencefalitis AB,yD 7,12,32
Hepatitis C 1,25

Fuente: (M. Jones et al., 2007)

Entre los virus entéricos encontrados en agua, los adenovirus humanos son los mas
abundantes, sin embargo, la diversidad de serotipos no se encuentra suficientemente
documentada; los HAdV-40 y 41 son los mas comunes (Ogorzaly et al., 2015). Los métodos
usados para su deteccion son moleculares (PCR, PCR en tiempo real, secuenciacién) e
inmunoldgicos (inhibicion de la hemoaglutinacion) (Allard, Albinsson, & Wadell, 2001).
1.4.7.2. Adenovirus porcinos

Los adenovirus porcinos (PAdV) fueron aislados por primera vez a partir de muestras
rectales de lechones con diarrea (Haig, Clarke, & Pereira, 1964). También forman parte del
género Mastadenovirus y contiene cinco serotipos virales agrupados en tres grupos (Tabla 5).
Infectan a poblaciones porcinas de todo el mundo; usualmente no causan enfermedades graves
pero pueden manifestarse con diarreas e infecciones respiratorias en lechones (Maluquer et al.,

2004). Al llegar a la adultez los puercos desarrollan anticuerpos de inmunidad (Jerman et al.,

2014).

Tabla 5:

Grupos y serotipos virales de los adenovirus porcinos
Grupo Serotipo Caracteristica
A 1-3 Estrechamente relacionados entre si. Causa enfermedades no especificas
B 4 Asociado a enfermedades neuroldgicas

CONTINUA
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C 5 Poco relacionado con los del grupo A

Fuente: (Benkd, 2015)

1.4.7.3. Técnicas moleculares de deteccion viral

La deteccion de virus no reproducibles en cultivos celulares o pobremente replicables se
ha visto facilitada por el desarrollo de métodos basados en &cidos nucleicos; la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), por ejemplo, ha demostrado ser sensible, especifica y rapida
(Pina et al., 1998; Maluquer et al., 2004; Hundesa et al., 2006). El continuo disefio de sistemas de
cebadores para la deteccion de adenovirus, por al menos 20 afios, ha permitido su uso exhaustivo
hasta la actualidad (Allard et al., 2001; De Giglio et al., 2017; laconelli et al., 2017).
1.4.7.4. PCR anidada

La PCR anidada es una modificacion de la PCR convencional, sirve para aumentar la
sensibilidad del ensayo y consiste en realizar dos amplificaciones sucesivas utilizando dos pares
de cebadores, dirigidos hacia la misma diana (Winn et al., 2008). En la primera reaccién se
emplea un par de cebadores responsables de amplificar un fragmento concreto del ADN de
interés, a continuacion se toma una pequefia muestra del ADN recién amplificado como ADN
molde para realizar la segunda PCR, para la cual se usa otro par de cebadores complementarios a
secuencias internas del producto de la primera PCR (Figura 2) (Morcillo, Cortés, & Garcia,

2013).
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PTTTTTTI T T I T I T I TITIIIT]
e

Primera ronda de PCR

Cebadores externos
.
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—

l' Segunda ronda de PCR
Cebadores anidados
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Figura 2. Diagrama esquematico de la PCR anidada.
Fuente: (ThermoFisher, 2016)

El mayor problema de esta técnica es la contaminacion, pues el procedimiento requiere
manipulaciones abiertas del primer amplificado, siendo muy susceptible a formar aerosoles
inadvertidos y contaminar otra reaccion; pudiendo disminuir la sensibilidad del ensayo (Winn et
al., 2008; Forbes, et al., 2009).
1.4.7.5. Cebadores degenerados para la identificacion de adenovirus

Tanto para la identificacion de adenovirus humanos como de porcinos, se utiliza la
secuencia conservada del gen de la proteina del hexdn de la capside (Figura 1), se han disefiado
pares de cebadores degenerados cuyas modificaciones aumentan la homologia con las secuencias
de nucledtidos de interés (Allard et al., 2001; Maluquer et al., 2004; Hundesa et al., 2006).
1.4.7.6. Secuenciacion Sanger

También denominada secuenciacion por terminacién, la secuenciacion Sanger funciona
mediante la incorporacion de dideoxi nucleétidos (ddA, ddC, ddG y ddT) en una hebra creciente
de ADN, estos carecen de grupo hidroxilo en 3’, impidiendo que la enzima polimerasa de ADN

se una a la siguiente base complementaria al ADN molde e interrumpiendo la cadena en
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formacion (Winn et al., 2008). Se obtiene, por lo tanto, una serie de fragmentos de ADN tan

numerosos como los nucledtidos de la hebra, estos fragmentos se separan segin su tamafio

mediante electroforesis y el dideoxi nucleo6tido responsable de la terminacion es identificado a

través de una molécula concreta de colorante fluorescente (Figura 3) (Nussbaum, Mclnnes, &

Willard, 2008).

1.5.

DMNA a secuencimr
5" === AGTACTAGGATC ----3
3 TCATGACCCTAG ===-§
Exlansidn dal cabadar Eleslralsrass an ge
Cebador > Los fragmantos
I =eer TCATGACCCTAG === 6 e tamana
___________ - | Progresivamenie
:_ mayor pasan a
Didecxis W - Iravés dal liser
Db T n Nl | de deteccion
Dideson
- el -
Dideowih 0 .covse-s - [
DidecxiC m - I-
=
[

Sisberma optico i - Ei ldse 2,

- P | El lasar 9

de deteccicon da deteceitn 5
astimula los colorantes

Muorescanies
Ervia de dalos
gl ordenador

Figura 3. Esquema del método de secuenciacidn Sanger.
Fuente: (Nussbaum et al., 2008).

Hipotesis

El rio Santa Clara se encuentra contaminado, por lo tanto, contiene adenovirus (humanos

y animales), coliformes fecales (E. coli), altas concentraciones de demanda quimica y bioldgica

de oxigeno (DBO y DQO), y de nutrientes (nitrogeno y fosforo), segin la norma TULSMA

(2015) y parametros internacionales de calidad de agua de rios.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
2.1.  Reuvision Bibliogréafica

Para la revision bibliogréafica se utilizaron las bases de datos PubMed, del NCBI y Google
Scholar. Primero se estudi6 el estado del arte sobre la contaminacion de rios por aguas residuales,
bioindicadores de la calidad del agua, presencia de virus en aguas contaminadas y la problematica
del pais respecto a las enfermedades virales. Se busco informacion sobre la deteccion de
adenovirus humanos y porcinos mediante técnicas moleculares y las secuencias de los cebadores
a usar en la PCR anidada. También se investigaron metodologias para la concentracién viral a
partir de agua.

2.2.  Zona de estudio

El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental del
Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT), Universidad de las Fuerzas Armadas —
ESPE, ubicado en Sangolqui en la Av. El Progreso s/n, parroquia Sangolqui, canton Rumifiahui,
provincia de Pichincha, Ecuador a 0°18'53"S y 78°26'36"0O.

Las muestras se obtuvieron del agua del rio Santa Clara, en tres puntos, junto a la Hosteria
del Rio, 0°20'04.0"S y 78°26'16.6"0 (P1); en la parte posterior de la Universidad de las Fuerzas
Armadas — ESPE, 0°19'06.6"S y 78°26'54"0 (Bulevar Santa Clara, P2) y antes de unirse con el
rio San Pedro, 0°18'12.4"S y 78°27'25.2"0 (P3) cerca del reservorio La Bocatoma (P4). En la

Figura 4 pueden observar los puntos representativos del rio.
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Rio 9
San Pedro Rio
P1 Capelo a
Rio P2
Santa Clara pa La Bocatoms

Reservorio

Rio
Pita

Figura 4. Ubicacion geografica del Rio Santa Clara y de los puntos de muestreo.
Fuente: Google Maps.

2.3. Metodologia
2.3.1. Toma de muestras de agua

El muestreo se realiz6 segun lo establecido por Calgua y colaboradores (2013), en su
estudio sobre virus entéricos en agua de rios de Barcelona y Rio de Janeiro.

Las cuatro muestras de agua se tomaron entre las 8h45 y las 9h00, desde puentes ubicados
sobre el rio en los diferentes puntos de muestreo (P1, P2 y P3). Con ayuda de una cuerda, se bajo
un balde de 6 L de capacidad con el objetivo de ir tomando pequefias cantidades de agua (2.5-3L)
hasta completar los 11 L de agua necesarios en un balde de 12 L.

Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia Ambiental para ser
procesadas. Se separ0 1 L de muestra de agua del volumen final, en una botella para el analisis
fisicoquimico en el laboratorio LABANNCY, Quito.

Antes de procesar las muestras, se dejo el agua en reposo para precipitar los residuos
(particulas vegetales, arena y tierra) y evitar su interferencia en la concentracién de particulas

virales.
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Para el analisis preliminar (AP) y estandarizacion de la PCR, se tomd una muestra de agua

del punto P2. Para los analisis completos se tomaron muestras de los puntos P1, P2 y P3.

2.3.2. Concentracion de particulas virales

La floculacion de las particulas virales se realizd mediante la metodologia descrita por
Calgua y colaboradores (2013). Inicialmente, se dejaron precipitar las particulas vegetales, arena
y tierra, y se transfirid el agua limpia a otro balde. A cada muestra de agua se le ajusté el pH a 3.5
con HCI 1 N y se le afiadio 100 mL de leche descremada (1 g de leche descremada en polvo en
100 mL de agua de mar artificial). Se mantuvo en agitacion durante 10 h y en reposo 13 h para la
precipitacion de los floculos.

El sobrenadante fue retirado con cuidado de no tocar el precipitado, el cual fue colocado
en tubos conicos de 50 mL. Los tubos fueron llevados a centrifugacion durante 80 minutos a 4 °C
y 4000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se disolvio el pellet con tampdn fosfato (NaHPO4 0.2
M, NaH2PO4 0.2 M, en relacion 1:2 v/v, pH 7.5).

El concentrado viral se coloco en tubos eppendorf de 2 mL y fue llevado a -20 °C para su
conservacién y uso posterior.

2.3.3. Siembra en placas Petrifilm™ 3M™

Se realizaron dos diluciones seriadas antes de la siembra. Primero se tomaron 5 mL de
muestra de agua y se colocaron 45 mL de agua destilada y autoclavada, se agitd para
homogenizar (dilucion 10). Luego se tomaron 5 mL de esta dilucion y nuevamente se colocaron
en 45 mL de agua estéril (dilucion 10-?) (Alonso & Poveda, 2008).

Se tomd 1 mL de cada muestra diluida y se sembré en una placa Petrifilm siguiendo las
especificaciones del fabricante (3M™). Se utilizaron placas para la deteccion de coliformes

fecales y de E. coli y se sembré cada muestra por triplicado. Se incubaron las placas durante 24 h
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a 44.5 °C. Se emplearon las placas con un numero de 15 a 150 colonias de acuerdo a lo sefialado
en la guia de interpretacion de 3M™,

Los datos obtenidos mediante la técnica se expresaron en unidades de UFC/mL, sin

embargo, en la normativa nacional (TULSMA) se encuentran en NMP/100 mL. Para poder

compararlos se realizé la conversion utilizando la formula establecida por SM™:

NMP )
100 mL

log (ﬁ) = 0.37 +0.90 * log(
mL

2.3.4. Andlisis fisicoquimico del agua

Para cada muestreo, excepto el preliminar, se tomé 1 L de agua de rio y se colocé en una
botella pléstica estéril. Se trasladd hasta el laboratorio LABANNCY (Quito) conservando la
cadena de frio a 4 °C.
2.3.5. Extraccion de ADN viral

Los tubos con concentrado viral fueron retirados de refrigeracion y puestos a descongelar
al ambiente. Se centrifugaron por un minuto a 4000 rpm para eliminar el sobrenadante (tampon
fosfato). Se utilizo el kit PowerSoil DNA lIsolation Kit de MO BIO Laboratories Inc., y el pellet
de particulas virales floculadas se empled como muestra.
2.3.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se utilizaron dos juegos de cebadores degenerados para la identificacion de HAdV y dos
juegos para PAdV, los cuales han sido descritos y utilizados anteriormente (Allard et al., 2001,
Maluquer et al., 2004), sus secuencias se encuentran en las Tablas 6 y 7, mientras que las
condiciones de la reaccion se detallan en las Tablas 8 y 9. Se utilizé el kit de enzima polimerasa

DreamTaq Green PCR Master Mix de ThermoScientific, en una reaccién de 25 pL cuyos

componentes (Tabla 10).
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Tabla 6:
Cebadores para la amplificacion de fragmentos de una seccion del gen de la proteina del hexdn
de la capside de adenovirus humanos

Nombre Reaccién Secuencia 5° — 3’ Tamario del fragmento, pb
Hex1deg GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC
Primera 301
Hex2deg CAGCACSCCICGRATGTCAAA
Hex3deg GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC
Anidada 171
Hex4deg CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA

Fuente: (Allard et al., 2001)

Tabla 7.
Cebadores para la amplificacion de fragmentos de una seccidn del gen de la proteina del hexon
de la capside de adenovirus porc inos

Nombre Reaccién Secuencia 5° — 3’ Tamario del fragmento, pb
PARF CACGGAGGAGTCRAACTGGATG
Primera 612
PALF GATGTCATGGAYAACGTCAAC
PARN GGAATGGAGATGGGCAGGTT
Anidada 344
PALN TACTGCMAGTTYCACATCCAGGT
Fuente: (Maluquer et al., 2004)
Tabla 8:
Condiciones de temperaturas y tiempos para la PCR de adenovirus humanos
Repeticiones Temperatura Tiempo Objetivo
1x 95°C 3 min Desnaturalizacion inicial
95°C 30s Desnaturalizacién
40x 56°C 30s Alineamiento
72°C 30s Extension
1x 72°C 5 min Extensidn final

Fuente: (Allard et al., 2001)

Tabla 9:
Condiciones de temperaturas y tiempos para la PCR de adenovirus porcinos
Repeticiones Temperatura Tiempo Objetivo
1x 94°C 3 min Desnaturalizacion inicial
92°C 30s Desnaturalizacion
35x 54°C* 30s Alineamiento

72°C 1 min Extension CONTINUA
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1x 72°C 5 min Extension final

*Para la segunda PCR, la temperatura cambiard a 57°C, el resto de condiciones permaneceran igual.
Fuente: (Maluquer et al., 2004).

Tabla 10:

Componentes de la PCR para una reaccion de 25 pL
Componente Volumen, pl (1x) Concentracion final
DreamTaq MasterMix 125 -
Cebador F 0.5 0.2 uM
Cebador R 0.5 0.2 uM
Agua libre de DNasas 6.5 -
ADN 5.0 0.4 ng/ulL

2.3.7. Electroforesis en gel de agarosa

Para observar el ADN amplificado por la PCR anidada se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2%. Se disolvieron 2 g de agarosa grado molecular en 100 mL de tampén TAE
(Tris-Acetato-EDTA). La corrida electroforética se realiz6 durante 45 min a 115 V (constante) y
300 mA. Posteriormente se incub0 el gel durante 40 min con tampon de tincion (SYBR® Safe
DNA Gel Stain, 1X). Los resultados se observaron bajo luz UV mediante un transiluminador.
2.3.8. Secuenciacion Sanger y analisis bioinformatico

La secuenciacion Sanger fue realizada por la empresa Macrogen (Korea), se enviaron 20
pL del producto de PCR y 10 uL de cada cebador de la segunda reaccion (hex3deg y hex4deg,
PALN y PARN) a una concentracion de 10 uM. Como resultado, la empresa envid, por correo
electronico, dos secuencias por cada muestra, una forward y una reverse, ambas en sentido 5 a
3.

Una vez obtenidas las secuencias de los adenovirus se utilizo el programa Mega7 para su

analisis. Primero, se observaron los electroferogramas y se cortaron las colas para eliminar las
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secciones con bases inconsistentes, luego se procedio a alinear las secuencias forward con su
reverse correspondiente para obtener la secuencia consenso (contig) sin olvidar cambiar la
secuencia reverse por su complemento reverso.

Los contigs se guardaron en formato FASTA y se analizaron en el sistema BLAST
(Nucleotide Blast y BlastX) de la base de datos del NCBI, en la cual se realizé la identificacion
de los serotipos virales.

La construccion del arbol filogenético se realizé en el programa Mega7, utilizando el
método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo Tamura-Ney para sustitucion de
nucleotidos.

2.3.9. Analisis Estadistico

Se utilizo el programa estadistico OriginPro 8 para realizar un anélisis de varianza de un

factor (ANOVA) y evaluar la diferencia en el nimero de los microorganismos, entre los puntos

de muestreo. Se construyeron los diagramas de cajas y de barras para representar los resultados.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Observacion de los puntos de interés del rio Santa Clara y recoleccion de las
muestras de agua

En el punto P1 (junto a la Hosteria del Rio) se observo basura de tipo doméstico en las
orillas del rio, como fundas, céscaras y restos vegetales (Figura 5). Ademas, existia descarga
directa de aguas residuales desde un domicilio cercano produciendo un olor desagradable. Se

evidencio la presencia de vegetacion en las orillas, del tipo arbustiva (Rueda, 2011).

Figura 5. Punto P1 de muestreo junto a la Hosteria del Rio
A) Presencia de basura organica e inorganica en el rio. B) Muestra obtenida,
el color café y la turbidez del agua impiden ver el fondo del balde.

La muestra de agua recolectada estaba turbia, presentdé un color ligeramente café, con
varios sélidos vegetales que fueron descartados. Se encontraron dos larvas identificadas como
quironomidos (familia Chironomidae) debido a sus caracteristicas morfoldgicas y su
representativo color rojo, consecuencia de la hemoglobina que acumulan (85%) (Sotelo, Cupul,

& Rodriguez, 2014), y dos mosquitos (sin identificar) como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Insectos encontrados en la muestra de agua de P1.
A) Larvas de quironomidos. B) Vista en microscopio campo claro de la larva,
lente 40X. C) Mosquito visto en microscopio, lente 40X.

En el punto P2 (parte posterior a la ESPE), se observaron fundas, residuos plasticos y
ramas caidas (Fig 7). El caudal era visiblemente mayor que en el punto P1 y el agua se observo

mas clara y sin malos olores. En las orillas existe vegetacion del tipo arbérea (Rueda, 2011).

|

|

Figura 7: Punto P2 de muestreo, ubicado en la parte posterior de la ESPE.
A) Presencia de residuos plasticos y ramas en el rio. B) Muestra de agua
obtenida, poca turbidez permite observar el fondo del balde.

La muestra de agua en este punto presentd un color claro, menor turbidez y particulas
sedimentadas que en P1. Se encontrd una larva de quironomido y tres mosquitos (sin identificar).
En el punto P3 (antes de unirse con el rio San Pedro), el caudal es visualmente més grande

comparado a los puntos P1 y P2. La vegetacion en las orillas es arbdrea y arbustiva. Se observo
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una aglomeracion de ramas y residuos plasticos en el centro del rio (Figura 8). No se encontraron
mosquitos ni larvas, tampoco se detectd mal olor. Aguas arriba de este punto se encontré una
descarga de agua residual, probablemente doméstica; y escombros de construccion.

La muestra recolectada present6 un color claro, con menor turbidez y desechos vegetales

en comparacion con P1. Las particulas sedimentadas constituyeron mayormente tierra y arena.

Figura 8. Punto P3 de muestreo, tramo final del rio.
A) Presencia de una aglomeracion de ramas y basura en el centro del
rio. B) Muestra de agua obtenida, color anaranjado, se observa en el
fondo tierra y arena precipitadas.

3.2.  Siembra en placas Petrifilm™

En el Anexo 1 se encuentran los resultados del conteo de UFC/mL para Escherichia coli y
coliformes fecales (CF), en los tres puntos de muestreo. EI promedio se muestra corregido con el
factor de dilucion correspondiente (10, 100). Se evidencia que el nimero de microorganismos
varia a lo largo del rio, para E. coli entre 8.33 (1.03) x 10?y 6.63 (+3.33) x 10° UFC/mL vy para

CF entre 1.19 (+0.04) x 10° y 1.44 (+0.16) x 10* UFC/mL.
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En las Figuras 9 y 10 se representa el diagrama de barras con desviacion estandar por cada
punto de muestreo. En P1 existe mayor numero de microorganismos que en P2 y P3. En las

Figuras 11y 12, se observan las placas de Petrifilm™ utilizadas.

CONTEO DE Escherichia coli
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UFC/mL
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2000

I
) 1]
P1 P2 P3
Puntos de muestreo en el rio Santa Clara

Figura 9. Gréfico de barras del numero de Escherichia coli en los tres
puntos del rio.
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Figura 10. Gréfico de barras del nimero de CF en los tres puntos del
rio.
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Figura 11. Placas Petrifilm Escherichia coli de las tres muestras de agua.
Se observan las colonias de color azul asociadas a burbujas de aire, confirmando la
presencia de E. coli en el agua del rio Santa Clara. Para el punto P1 se emple¢ la
dilucion 102y para P2 y P3, la dilucién 1072,
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Figura 12. Placas Petrifilm coliformes de las tres muestras de agua.
Se observan colonias rojas asociadas a burbujas de aire, confirmando la presencia
de coliformes fecales en el agua del rio Santa Clara. Para los puntos P1 y P2 se

empleo la dilucion 102y para P3, la dilucién 1072,

3.3.  Analisis estadistico, ANOVA
Para CF se utilizé un nivel de significancia de 0.05, permitiendo determinar la diferencia

en el numero de los microorganismos en los tres puntos de muestreo (p_value < 0.05). Al
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comparar los datos por pares (test de Tukey), la diferencia se encontro entre P1-P2, y P1-P3. El

resumen de resultados se encuentra en el Anexo 2 y el diagrama de cajas en la Figura 13.

LFCimL

Fl F F3

Purtas de muesties del no Santa Clara

Figura 13. Diagrama de caja del nimero de CF en cada
punto de muestreo del rio.

Para el numero de E. coli no se encontrd diferencia significativa con un nivel de 0.05, por
lo tanto se utiliz6 un alfa de 0.10. El test de Tukey determiné la diferencia entre P1-P2. En la
Figura 14 se observan los diagramas de cajas para el nimero de CF y E. coli concuerdan con los
diagramas de barras, en P1 existe mayor numero de microorganismos. El resumen de resultados

se encuentra en el Anexo 3.
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Figura 14. Diagrama de caja del nimero de Escherichia coli en cada
punto de muestreo

3.4. Analisis fisicoquimico

Los resultados del analisis fisicoquimico se resumen en el Anexo 4. Se observa la
disminucion de los pardmetros aguas abajo del rio, incluso hasta limites no detectables por las
técnicas utilizadas.
3.5.  Concentracion de las particulas virales

Utilizando el protocolo propuesto por Calgua y colaboradores (2013), se obtuvo un
volumen de 10 mL de concentrado viral, resuspendido en tampon fosfato, para cada punto.

Presentd tonalidades cafés segln su grado de concentracién como se observa en la Figura 17.
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Figura 15. Concentrados virales del
punto P1 del rio

3.6.  Extraccion de ADN

El protocolo de extraccién utilizado permitié obtener ADN con ratios 260/280 y 260/230
entre 1,8 y 2, verificando su calidad; y concentraciones entre 5y 15 ng/pL.
3.7.  Reaccion en Cadena de la Polimerasa y electroforesis en gel de agarosa

La PCR se realizo6 en dos periodos, una reaccion inicial y una anidada, obteniéndose como
resultado la amplificacién de dos fragmentos de ADN para cada adenovirus. El gel de agarosa se
prepard al 2% y permitid visualizar las bandas de ADN. En las Figuras 16 y 17 se observan los
amplicones correspondientes a las reacciones anidadas para PAdV y HAdV con un peso

aproximado de 350 pb y 170 pb, respectivamente.
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Figura 16. Electroforesis PCR para PAdV.
Electroforesis en gel de agarosa 2%. Las bandas corresponden
a los productos de PCR anidada, con cebadores para
adenovirus porcinos, con un peso molecular aproximado de
350 pb. Se realizaron dos repeticiones por cada punto.

Figura 17. Electroforesis PCR para HAdV.
Electroforesis en gel de agarosa 2%. Las bandas corresponden
a los productos de PCR anidada con cebadores para adenovirus

humanos, con un peso molecular aproximado de 170 pb. Se
realizaron dos repeticiones por cada punto.

33
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3.8. Resultados de secuenciacion Sanger y busqueda de homologos mediante BLAST

Para la secuenciacion Sanger se enviaron dos amplicones de la prueba preliminar y dos
amplicones por cada punto del ensayo completo; en total ocho muestras, cuatro amplificando
segmentos del gen de la proteina del hexdn de adenovirus humanos y cuatro para adenovirus
porcinos.

Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas mediante el programa Mega?,
posteriormente se utilizo el sistema de basqueda de homologos para nucleétidos (BLAST) y para
aminoécidos (BLASTX). Como resultado se obtuvo la identificacion de cuatro serotipos de
adenovirus, genero Mastadenovirus; dos humanos (HAdV), un porcino (PAdV) y un murino
(MAdV), como se observa en el Anexo 5.

3.9.  Construccion del arbol filogenético con los genes identificados

Se utiliz6 el programa MEGAT para realizar un alineamiento mdaltiple entre los genes
identificados y uno que corresponde al outgroup o grupo de control, para esto se selecciono el
gen de la proteina del hexdn del herpesvirus humano nimero 4 (HerpesHum4).

Con el alineamiento se construyd el arbol filogenético, los nimeros sobre las ramas del
arbol representan el valor de soporte del bootstrap mientras que los decimales bajo las ramas,
indican la distancia evolutiva entre cada una (Anexo 6). La escala es de 0.20 sustituciones por

posicion en la secuencia (Figura 18).
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CAPITULO 4: DISCUSION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), calidad de agua se refiere a la
idoneidad de este recurso para cumplir con ciertos usos o procesos, considerando particularmente
caracteristicas fisicas, quimicas o biologicas especificas (Bartram, et al., 1996).

La calidad de agua en los rios se ve influenciada de manera natural por el suelo, pero con
el desarrollo de actividades humanas y la contaminacion ha perdido su integridad (Best, Bogacka,
& Niemirycz, 1997; World Water Assessment Programme, 2003). Los principales pardmetros
que permiten determinar el grado de contaminacion del agua de un rio son DBO y DQO (Sawyer
& McCarty, 1988).|

A lo largo de esta investigacion, se cuantificaron varios parametros relacionados a la
calidad de agua, entre estos DBO y DQO. Segun Wen y colaboradores (2017), en su estudio
sobre contaminacion de rios a nivel mundial, la concentracién limite de DBO es de 5mg/L. Los
datos descritos en el Anexo 2 evidencian la contaminacion del rio Santa Clara, aunque en los
puntos P2 y P3 apenas se sobrepasa el limite, en el punto P1, es significativa (83mg/L).

Ademas, aunque de los rios posean la capacidad para auto depurarse, el nimero de
personas afectadas por aguas contaminadas incrementara de 1.1 billones en 2000 a 2.5 billones en
2050 (Wen et al., 2017). Por lo tanto, se deberia verificar la carga organica de los afluentes
vertidos en rios y su cumplimiento con la normativa TULSMA (Tabla 2).

En cuanto a la DQO, la OMS fij6 el limite de calidad en 10mg/L (WHO, 1993). De igual
forma, en P1 el valor de este parametro es elevado (178mg/L) pero en P2 y P3 no se logrd
determinar un valor especifico debido a los limites de deteccion de la técnica empleada por el

laboratorio LABANNCY (30mg/L).
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La relacion DBO/DQO se ha utilizado como criterio de biodegradabilidad, si es mayor a
0.40 los contaminantes son biodegradables (Henry & Heinke, 1999; Dwumfour et al., 2017). Con
los datos del Anexo 4, se calcul6 una relacion de 0.46 en P1. Si se aplica esta relacion a P2 y P3,
suponiendo que se mantenga constante a lo largo del rio, se obtienen valores de DQO de 11.44 y
12.73 mg/L respectivamente, superando el limite establecido (10mg/L).

Segln Ramirez y Vifia (1998), el valor limite de sélidos suspendidos totales (SST) para
aguas de rio en Colombia es de 150 mg/L, considerando los valores del Anexo 4, el agua del
Santa Clara no supera este valor. No se encontraron datos de SST en rios ecuatorianos no
contaminados.

La normativa nacional mexicana (Criterios Ecoldgicos de la Calidad del Agua CE-CCA-
001-1989) establece para la conservacién de la vida dulceacuicola, una concentracion de fésforo
total de hasta 0.1 mg/L en rios y arroyos; y para la normativa China (Surface Water
Environmental Quality Standard of China — GB3838-2002) el limite es 0.2 mg/L (LEGISMEX,
1989; Liu et al., 2018). La técnica utilizada tiene un limite de deteccion de 1.63 mg/L por lo tanto
no se puede saber con exactitud si en los puntos P2 y P3 el fésforo excede el limite de calidad de
agua. Sin embargo, en P1 se reporta una concentracion de 5.3 mg/L, indicando la existencia de
contaminacion en este punto. En cuanto al nitrogeno total, la normativa china y la colombiana
establecen un limite de 1 mg/L (DANE, 2011; Liu et al., 2018), superado en P1 (42 mg/L) e
indeterminable en P2 y P3.

La eutrofizacion es un problema generalizado en rios, lagos, estuarios y océanos costeros;
las actividades agricola, urbana e industrial constituyen la fuente de contaminacion no puntual de
N y P en EEUU vy otros paises (Carpenter et al., 1998). En el caso del rio Santa Clara, la causa

principal de las altas concentraciones de N y P totales podria ser la descarga de aguas residuales
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domésticas. No se puede descartar el exceso de fertilizantes y estiércol arrastrados desde el suelo
por el agua de lluvia, a lo largo de los campos de produccion agropecuaria ubicados desde el
Cotopaxi hasta el Valle de los Chillos.

En la normativa nacional (TULSMA, 2015), los criterios para la conservacion de flora y
fauna en aguas dulces frias no consideran los parametros fisicoquimicos analizado. Los valores
obtenidos en P1 son comparables con los limites maximos permisibles (LMP) establecidos para
descarga en cuerpos de agua dulce (Tabla 11).

Si bien el muestreo no se realiz6 en ningun punto de descarga, se observa que el NT y los
SST en el rio sobrepasan el LMP, permitiendo suponer que los afluentes no cumplen con la
normativa TULSMA.

Tabla 11

Comparacion de los parametros fisicoquimicos obtenidos en P1 con los LMP para descarga en
cuerpo de agua dulce (TULSMA)

Parametro, mg/L P1 TULSMA*
pH 7.78 5-9

DBOs 825 100

DQO 178 250

SST 70 100

NT 42 15

FT 5.3 10

Fuente: (TULSMA, 2015)

Aunque los coliformes pueden llegar de manera natural a los rios, a partir de excrementos
de aves y animales silvestres, también puede llegar por escorrentias agricolas, pluviales y aguas
residuales no tratadas. La contaminacion fecal de las aguas superficiales es un problema directo
para la salud humana, pues propicia la propagacion de microorganismos patdgenos como Virus y

bacterias (Kenia, et al., 2013). Durante el muestreo se visualizaron tres descargas directas de
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aguas residuales domésticas en el rio. No se realiz6 un recorrido a lo largo de toda la rivera asi
que no se debe descartar la existencia de mas descargas.

En diferentes paises, incluido Ecuador, la normativa sobre CF y sus LMP se encuentran
determinados en funcion del uso del agua mas no de la fuente. Los datos del Anexo 1, muestran
el numero de CF expresados en UFC/mL, en la Tabla 12 se encuentran corregidos a NMP/100
mL y comparados con los diferentes LMP establecidos en TULSMA para coliformes fecales.
Tabla 12

Comparacion de los valores obtenidos en cada punto de CF con los LMP de la normativa
nacional

Coliformes Fecales LMP - TULSMA, NMP/100 mL*
PUNTO PromUFC  Prom NMP :Lerze;\’;i:g; de Uso pecuario aDge;:Zrai: cuerpo de
P1 14 366,67 16 150,04
P2 2733,33 2 555,26 200 1000 3000
P3 1186,67 1011,14

Fuente: (TULSMA, 2015)

A lo largo de todo el rio se superan los LMP de CF para la preservacion de flora y fauna
natural, tampoco se podria emplear con finalidades pecuarias. Esto supone que las descargas
individuales superan el LMP para descarga en cuerpo de agua dulce (Tabla 2), por lo tanto, se
deberia evaluar el nimero de CF en los efluentes a lo largo de todo el rio.

Los LMP de E. coli en agua han sido determinados en funcion del riesgo que implica a la
salud humana, por lo tanto, en funcién del uso (DES-NH, 2019). La dosis infectiva de los tipos
patdgenos de E. coli va desde 10 — 10° células viables por mL de muestra dependiendo de la cepa
y el serotipo (OPS/OMS, 2019). El niimero de esta bacteria en el rio Santa Clara va de 8.33 x10?
a 6.63 x10° UFC/mL indicando la contaminacion fecal y consecuentemente posible riesgo para la

salud humana.
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Aunque se encontraron tres larvas de quironomidos en las muestras de agua, no se puede
asegurar que fuesen las Unicas, segun Navarrete y colaboradores (2004), estos organismos pueden
habitar aguas con elevada carga de materia organica. La cantidad de hemoglobina que acumulan
(85%) les permite vivir en lugares con muy bajos niveles de oxigeno (Oviedo & Reinoso, 2018).
No se cuantifico la cantidad de oxigeno disuelto en el agua del rio, sin embargo, la presencia de
estas larvas supone una baja cantidad del gas, ademas de confirmar la contaminacion organica.

Existen varios protocolos de concentracion de particulas virales. Segun Guevara (2017),
el método de leche descremada (SKM) es méas sencillo, econémico y provee mas resultados
positivos que la técnica de adsorcion en lana de vidrio, al evaluarlos en la concentracion de virus
fitopatdgenos. En esta investigacion se empled la SKM como agente floculante obteniéndose
resultados satisfactorios en las cuatro muestras de agua analizadas.

Mediante técnicas moleculares y bioinforméticas se diferenciaron cuatro serotipos
pertenecientes a cuatro especies de adenovirus (Figura 20), siendo: humano 31 (grupo A) y 41
(grupo F), porcino 5 (grupo C) y murino 2, se utilizdé la herramienta bésica de busqueda de
alineacion local de nucledtidos (BLAST) y proteinas (BLASTX), y los porcentajes de identidad
(Tabla 13). Sin embargo, el criterio utilizado para separar las especies fue el establecido por el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en inglés).

Uno de los criterios de demarcacion de especies en el género Mastadenovirus es que la
distancia filogenética debe ser mayor a 0.1 (10%), el ICTV propone como genes
taxondmicamente relevantes los del hexdn, polimerasa, proteasa y pVIIl (Fauquet, Mayo,
Maniloff, Desselberger, & Ball, 2005), en esta investigacion se utilizo el gen de la proteina del

hexon, amplificado por dos reacciones consecutivas en una PCR anidada.
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Como se observa en la Figura 18, la distancia entre adenovirus murino y porcino, es de
0.2405; entre humano y porcino, de 0.4801 y entre humano y murino, 0.2361. Por lo tanto, son
especies diferentes de Mastadenovirus.

Entre los dos serotipos de HAdV, se observa también una distancia evolutiva mayor al
10% (16.97%), el HAdV 31 perteneciente al grupo A y el 41 al F. Como los siete grupos de
HAdV son considerados especies diferentes entre si (Colak et al., 2017), se puede asegurar la
existencia de dos especies de adenovirus humanos identificadas en el rio Santa Clara.

Una vez identificados los adenovirus presentes en el rio, corresponde determinar su
relacion con la contaminacion por aguas residuales.

El adenovirus encontrado con mayor frecuencia en aguas residuales ha sido el HAdV-41y
de forma particular, existe informacion en Luxemburgo y EEUU sobre la presencia de este
adenovirus en aguas residuales y rios, mientras que en varios paises de Europa incluso han sido
reportados en aguas costeras y piscinas (Rames et al., 2016). Se conoce que los HAdV 40 y 41
son responsables del 1% al 20% de casos de diarrea infantil alrededor del mundo (Ramani &
Kang, 2009).

Un estudio realizado con muestras de heces de nifios con gastroenteritis en Turquia
(n=180), identific6 HAdV mediante PCR, dando como resultado el 64% positivo para HAdV-41
y el 8% para HAdV-31 (Colak et al., 2017). En Guatemala se determind la presencia de
adenovirus 40 y 41 en el 15% de los casos de nifios con diarrea (n=316) (Gaensbauer et al., 2019)
y en Brasil, en el 2.5% (n=3003) (Primo et al., 2018). Demostrando que la incidencia de HAdV

no es alta en América Latina.
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Los adenovirus identificados no solo permitieron confirmar existencia la contaminacion
fecal en el rio Santa Clara debido a la descarga de aguas residuales, sino también la posible
presencia de enfermedades diarreicas en la poblacion.

El HAdV-31 también se encuentra asociado obesidad, pues provoca la acumulacion
patoldgica de grasas y lipidos en los adipocitos (Bil-Lula et al., 2016). Su identificacion en P1
demuestra la posible existencia de personas con sobrepeso habitando cerca del lugar.

La identificacion de los adenovirus no fue cuantitativa, sin embargo, no se puede descartar
la capacidad del rio Santa Clara para transmitir enfermedades del tipo diarreicas asociadas a
virus, considerando la prevalencia de al menos 132 dias para los HAdV en aguas residuales
(Rames et al., 2016).

Los PAdV fueron aislados por primera vez a partir de muestras rectales de lechones con
diarrea (Haig et al., 1964). El PAdV-5 fue aislado originalmente en Japon en 1990 a partir de
muestras nasales de cerdos con enfermedad respiratoria (Hirahara et al., 1990) posteriormente ha
sido encontrado en muestras ambientales y de aguas residuales (Hundesa et al., 2006). En las
muestras de agua del Santa Clara se encontré el PAdV-5 en los puntos P2 y P3 del rio,
suponiendo la presencia de criaderos o mataderos de cerdos en las cercanias.

Los PAdV son patégenos de bajo grado y especie-especificos, lo cual reduce la
posibilidad de contagio de enfermedades a otros animales, incluido el hombre (Hammond &
Johnson, 2005); sin embargo su presencia en el rio Santa Clara permite identificar las fuentes de
contaminacion fecal. Segun Haack y colaboradores (2015) al analizar un derrame de estiércol de
cerdo en un rio de EE. UU., los PAdV fueron detectados hasta 18 dias después y 5.6 km aguas
abajo. Por lo tanto, las descargas pudieron realizarse a lo largo de todo el rio aunque el

adenovirus fue detectado solamente en los puntos P2 y P3.
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El MAdV-2 fue aislado por primera vez de heces de ratones domésticos aparentemente
sanos, en Japon (Hashimoto, Sugiyama, & Sasaki, 1966). Infecta el tracto gastrointestinal y
células renales sin causar la muerte (Hemmi et al., 2011). Estudios moleculares del serotipo
(contenido de C+G), establecen como Unico hospedero al raton (Mus musculus), siendo por lo
tanto, un virus especie-especifico (Benkd & Harrach, 2003). Con la evidencia descrita y la
identificacion molecular-bioinformatica del MAdV-2 en P1 y P2 se verifica la presencia de
ratones domésticos habitando en las cercanias del rio Santa Clara.

En el momento del muestreo, en P1 se observaron fundas con basura doméstica y residuos
de alimentos, en P2 solamente fundas plasticas vacias al igual que en P3. La existencia de ratones
estd fuertemente relacionada con la basura depositada en el rio, pues les provee fuentes de
alimento.

Cuando se realizan ensayos sobre trazado de contaminacion microbiana, es importante
seleccionar un gen objetivo especifico del hospedero y aunque los virus entéricos son
generalmente especie-especificos, estudios han detectado cepas muy similares de virus en
diferentes especies de animales (Wong et al., 2012). El gen seleccionado en este estudio fue el de
la proteina del hexdn, recomendado por el ICTV (Fauquet et al., 2005) y cuya secuencia es
altamente conservada. En la amplificacién se emplearon dos juegos de cebadores, uno para
adenovirus humanos y otro para porcinos; sin embargo, se identifico el MAdV-2.

Se han realizado pruebas de especificidad (E) y sensibilidad (S) sobre el juego de
cebadores para PCR anidada y deteccion de adenovirus porcino, en muestras (pool) de heces
humanas, ovinas, bovinas y aves (patos, gansos y cisnes) dando una S de hasta 70% y E del 100%

(Wong et al., 2012), pero no se ha evaluado con muestras murinas. Ademas la S disminuye hasta
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el 5% cuando se utilizan muestras de aguas residuales, en las cuales tampoco se contrastd con
MAdV (Hundesa et al., 2006; Wong et al., 2012).

El estudio de los MAdV no ha sido muy amplio, se ha visto enfocado en la secuenciacion
de su genoma Y la clasificacion correcta de los serotipos (grupos A, B y C) (Hashimoto et al.,
1966; Benkd, 2015; Hemmi et al., 2011). El analisis del genoma completo del MAdV-2 ha
identificado al adenovirus murino como el miembro mas viejo del género Mastadenovirus
(Hemmi et al., 2011). Con estas consideraciones y los resultados bioinformaticos (Figura 18) se
podria explicar por qué se logrd detectarlo sin cebadores especificos. Sin embargo, se deberian
realizar mas ensayos para confirmar la presencia de MAdV-2 en el rio Santa Clara.

Aunque no se consideren el LMP y el conteo de CF (Tabla XV), las aguas del rio Santa
Clara no deberian usarse con fines agropecuarios, por seguridad de los animales y
consecuentemente, de las personas. Si fuera la Unica fuente, el agua deberia pasar por cloracion,
los adenovirus son susceptibles a hipoclorito de sodio al 0.5% (Robinson & Echavarria, 2007).

Los adenovirus son persistentes en cuerpos de agua, por eso se han empleado como
indicadores y para rastrear la contaminacién fecal de animales bovinos y porcinos (Maluquer et
al., 2004), aunque se necesita analizar grandes nimeros de muestras para un trazado correcto, los
ocho virus identificados permiten conocer el estado del rio. No se utilizaron cebadores
especificos para la identificacion de AdV bovinos.

Los adenovirus descritos mediante esta investigacion proceden de aguas residuales por lo
tanto, tienen origen fecal. Los HAdV han sido propuestos y utilizados como indicadores de
contaminacion (Pina et al., 1998; Girones & Bofill-Mass, 2013) y los AdV animales como los

porcinos, empleados para rastrear sus fuentes (Maluquer et al., 2004; Wong et al., 2012). Por lo
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tanto, en Ecuador también se pueden aplicar técnicas moleculares para evaluar la calidad del

agua, identificar los virus e implementarlos como indicadores de polucion fecal.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Mediante biologia molecular y bioinformatica se detectd la presencia de adenovirus
humanos, porcinos y murinos, pertenecientes al género Mastadenovirus. Se identificaron cuatro
especies: Adenovirus Humanos 31y 41, Adenovirus Porcino 5 y Adenovirus Murino 2 en los tres
puntos de muestreo de agua del rio Santa Clara, confirmando contaminacion de origen fecal.

Las particulas virales presentes en el rio Santa Clara fueron concentradas eficientemente
mediante el método de floculacion con leche descremada y muestras de agua de 10 litros cada
una.

Los analisis fisicoguimicos y microbiologicos confirmaron la contaminacion del rio Santa
Clara, al comparar los resultados con la normativa nacional, TULSMA, y con parametros
internacionales de calidad de agua de rios.

La descarga directa de aguas residuales en las aguas del rio ha producido la acumulacién

de materia organica, incluyendo bacterias y virus perjudiciales para personas y animales.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Utilizar metodologias méas avanzadas como secuenciacion masiva y PCR en tiempo real,
para detectar y cuantificar otros virus entéricos, adenovirus bovinos, aviares y poliomavirus.

Evaluar la presencia de virus en otros rios de Pichincha y plantas de tratamiento de aguas
residuales del pais.

La normativa nacional, TULSMA (2015), establece los LMP para la descarga de aguas
residuales en rios. Se debe verificar el cumplimiento de la norma y evaluar la calidad de los

afluentes para evitar la acumulacién de la contaminacion y el colapso de los rios.
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