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Resumen

La contaminacion de origen fecal tanto humana como animal es una problematica en
aumento en los ambientes acuéticos. Este tipo de contaminacion puede introducir
microorganismos patégenos humanos a los ambientes acuaticos, los cuales significan un
alto riesgo para la salud de las personas por el brote de enfermedades de origen hidrico.
Ademas, de los virus que infectan a los humanos como el adenovirus humano (HAdV),
otros virus eliminados en las heces pueden ser Utiles para indicar la contaminacion de los
cuerpos de agua, como es el caso del virus Pepper mild mottle virus (PMMoV). Para
poder realizar la deteccién de estos virus en el agua, existen una gran variedad de
métodos, sin embargo, se ha observado que la eficiencia de los métodos depende del
tipo o cuerpo de agua entre otros factores. Por ello, el objetivo de este trabajo fue analizar
la optimizacion de un método para determinar la presencia de los virus PMMoV y HAdV
en cuerpos de agua de la zona norte de Quintana Roo. Para determinar la concentracion
del PMMoV y del HAdV en las muestras de agua dulce (4 sitios), salobre (2 sitios) y
residual (1 sitio), los volimenes de las muestras colectadas (50 L, 20 L, 10 L y dos
muestras de 5 L), se redujeron mediante tres métodos diferentes para hacer posible la
concentracion de las particulas virales. Posteriormente, se extrajo el ARN total para
obtener el ADNc, asi como el ADN total que se utilizaron como templados para la
cuantificacion del PMMoV y del HAdV, respectivamente. Para determinar las
concentraciones virales se utilizo la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). Se utilizaron
tres métodos para la concentracion de los virus: 1) Ultrafiltracion Tangencial (UFT), 2)
Filtracién por Adsorcion-Elucién (FAE) y 3) Filtracion por Adsorcion-Elucion/Ultrafiltracion
(FAE/UF). Para la cuantificacién por qPCR se utilizaron protocolos basados en SYBR
Green y protocolos con Sondas TagMan. Las concentraciones virales se expresaron en
copias de genoma por litro (CG/L). Para establecer cual es el método simple, rapido y
eficiente para determinar la presencia de estos virus en las muestras de agua, los valores
obtenidos se compararon de acuerdo a las caracteristicas estimadas y se determiné que
método es el optimo basado en aquel que obtenga mas valores positivos. Los resultados

mostraron que con el método 1 (UFT) la prevalencia del PMMoV fue del 55% con
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concentraciones que fueron de 4.32x10° hasta 1.91x10% CG/L y para el HAdV fue del 38%
con concentraciones que fueron de 3.48x10! a 1.25x10° CG/L; con el método 2 (FAE) la
presencia del PMMoV fue del 43% con concentraciones que fueron de 1.12x10? hasta
1.31x10° CG/L y para el HAdV fue del 71% con concentraciones que fueron de 3.17x10°
a 4.52x10° CG/L, mientras con el método 3 (FAE/UF) la prevalencia del PMMoV fue del
57%, con concentraciones que fueron de 9.33x10! hasta 2.20x10* CG/L y para el HAdV
fue del 64% con concentraciones que fueron de 5.63x10% a 1.58x10° CGL. En general, al
determinar la presencia del PMMoV se registraron las concentraciones mas altas en las
muestras de agua salobre cuando se concentraron por el método 3 y éstas se
cuantificaron por sonda TagMan. En cambio, se obtuvieron concentraciones mas altas
para el HAdV en las muestras de agua dulce (pozo casa-habitacion), cuando se
concentraron por el método 2 y estas se cuantificaron con SYBR Green. Ademas, se
detecto la presencia del PMMoV y del HAdV en todos los sitios colectados, lo que nos
permite demostrar el impacto que tiene las actividades humanas sobre los ambientes
acuaticos, con los que cuenta el estado de Quintana Roo y que puede representan un

riesgo potencial para la poblacion expuesta.
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Abstract

Pollution from faecal origin both human and animal, is a growing problem in aquatic
environments. This type of contamination can introduce human pathogenic
microorganisms to aquatic environments, which pose a high risk to people's health due to
the outbreak of water-borne diseases. In addition, among the viruses that infect humans
such as human adenovirus (HAdV), other viruses eliminated in faeces can be useful to
indicate contamination of water bodies, such as the Pepper mild mottle virus (PMMoV). In
order to detect these viruses in water, there are a wide variety of methods, however, it
has been observed that the efficiency of the methods depends on the type or body of
water, among other factors. Therefore, the objective of this work was to analyze the
optimization of a method to determine the presence of the PMMoV and HAdV viruses in
water bodies located in the northern area of Quintana Roo. In order to determine the
concentration of PMMoV and HAdV in fresh water samples (4 sites), brackish simples (2
sites) and treated effluent (1 site); collected samples ( in volumes of 50 L, 20 L, 10L and
two 5 L samples) were concentrated by three different methods. Subsequently, total RNA
was extracted to obtain the cDNA, as well as the total DNA that were used as template
for the quantification of PMMoV and HAdV, respectively. Real-time quantitative PCR
(gPCR) was used to determine viral concentrations. Three methods were used for virus
concentration: 1) UFT, 2) FAE and 3) FAE / UF. For the quantification, protocols based
on SYBR Green and protocols with TagMan Probes were used. Viral concentrations were
expressed in genome copies per liter (CG/L). To establish which is the simplest, fastest
and most efficient method to determine the presence of these viruses in water samples,
the obtained values were compared according to the estimated characteristics, and it was
determined which method is the optimal one based on the one that obtains the most
positive values. The results showed that the use of method 1 (UFT) resulted in a PMMoV
prevalence of 55% with concentrations that were from 4.32x10° to 1.91x10* CG/L; and
for HAdV prevalence was of 38% with concentrations that were from 3.48x10? to 1.25x10°
CG/L. The use of method 2 (FAE) showed a PMMoV prevalence of 43% with
concentrations ranging from 1.12x102 to 1.31x10° CG/L; and for HAdV it was 71% with
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concentrations ranging from 3.17x10° to 4.52x10° CG/L. Results obtained from method 3
(FAE/UF) showed a prevalence of PMMoV of 57% with concentrations that were from
9.33x10? to 2.20x10* CG/L, and for HAdV it was 64% with concentrations that were from
5.63x10? to 1.58x10° CGL . In general, when determining the presence of PMMoV, the
highest concentrations were recorded in brackish water samples when they were
concentrated by method 3 and when these were quantified by the gPCR essay using
TagMan probe; instead, higher concentrations for HAdV were obtained in fresh water
samples (well) when they were concentrated by method 2 and quantified by the gPCR
essay using SYBR Green. In addition, the presence of PMMoV and HAdV was detected
in all the collected sites, therefore, results show the impact that human activities have on
aguatic environments, which may represent a potential risk for the exposed population in

state of Quintana Roo.
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1 Introduccién

El agua desempefia un papel importante tanto en las actividades humanas como en los
sistemas naturales. El crecimiento de la poblacion mundial ejerce una presion cada vez
mayor sobre este recurso, provocando una severa degradacion, asi como mayores
riesgos para la poblacién humana (Espinosa-Garcia et al., 2004). De manera regional, la
calidad del agua de la peninsula de Yucatan (PY) puede verse afectada debido a
actividades antropogénicas como el uso de fertilizantes, la descarga directa de aguas
residuales y las fugas de fosas sépticas en mal estado (Granel and Hita, 2002;
FONATUR, 2014). Debido a que la geologia de la zona es altamente permeable, ésta
permite una elevada transferencia de materia, lo que deriva en un aumento significativo

potencial de contaminacion de las aguas subterraneas (Marin y Perry, 1994).

Por lo anterior, es necesario monitorear la presencia de microorganismos potencialmente
patdgenos presentes en los cuerpos de agua y es importante medir su concentracion.
Estos datos proporcionarian herramientas adicionales para conocer la calidad del agua
(Pace, 1997). Actualmente se utilizan distintos microorganismos como indicadores de
contaminacion fecal para el control de la calidad sanitaria de los recursos del ambiente
(Bachoon et al., 2010). Entre estos, las bacterias son comunmente utilizadas como
indicadores, sin embargo, su presencia no siempre esta relacionada con virus u otros
patdbgenos que también pueden estar contaminando el agua y representar un riesgo
potencial para la salud (Rossen et al., 2008).

No obstante, se han detectado virus entéricos en monitoreos de calidad del agua que se
han relacionado con brotes de enfermedades asociados con virus aiin cuando se cumple
con los estandares de indicadores bacterianos (Fong and Lipp, 2005). Esto se debe a
que los virus entéricos humanos a menudo son mas resistentes a los procesos de
tratamiento/desinfeccion del agua y también poseen una alta capacidad de supervivencia
en ambientes acudticos, incluso en concentraciones bajas (Lin and Ganesh, 2013). Un
indicador viral de la contaminacién fecal humana que comunmente se emplea para

determinar la eficiencia del tratamiento de aguas y aguas residuales, son los adenovirus
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humanos (HAdV) (Silva, Garcia-Zapata y Anunciacdo, 2011; Girones y Bofill-Mas, 2013).
La utilidad de este virus se atribuye a su estabilidad, persistencia y amplia distribucion en
una gama de ambientes acuaticos e incluso en mayor abundancia en relacién con otros
virus entéricos en concentraciones maximas de 102 hasta 108 CG/L (Pina Pedrero, 2001;
Bofill-Mas et al., 2006; Haramoto et al., 2007; Dong, Kim y Lewis, 2010. Los humanos
son el unico hospedero y no se puede replicar fuera de él. Sin embargo, un problema
potencial con el uso del HAdV y otros virus humanos como indicadores, es que su
abundancia en aguas residuales depende del grado de infeccion y desprendimiento de la
poblacién humana en un momento dado (Fong y Lipp, 2005; Rosario et al., 2009; Wong
et al., 2013).

En los Ultimos afios, se ha propuesto al virus Pepper mild mottle virus (PMMoV) como un
posible indicador fecal en agua, ya que este patdgeno de plantas ha sido el mas
abundante de los virus encontrados en un estudio de metagenémica de heces humanas
(Zhang et al., 2006; Rosario et al., 2009). Ademas, los productos alimenticios elaborados
a base de chiles se han considerado como la fuente primaria en la prevalencia de este
virus en las heces humanas, presente en concentraciones tan grandes como 10°
particulas/g de heces (Colson et al., 2010; Peng et al., 2015). La alta prevalencia de
PMMoV en aguas residuales tratadas ha llevado a muchos investigadores a buscar a
este virus en aguas ambientales (Symonds, Rosario y Breitbart, 2019). Estudios
realizados en todo el mundo han demostrado la ocurrencia de PMMoV en
concentraciones que van de 10! hasta 10'° particulas/L en sistemas de aguas residuales,
aguas superficiales y subterraneas e incluso en sistemas de tratamiento de agua potable

(Kitajima, Sassi y Torrey, 2018; Symonds et al., 2018).

Actualmente, existen muchos desafios relacionados con los estudios para determinar la
presencia de virus en agua, debido a las diferencias y limitaciones en los métodos de
recuperacion y concentracion para su deteccion en muestras naturales (Bosch et al.,
2008; Calgua de Ledn, 2013). En la literatura se encuentran disponibles una gran
variedad de métodos para realizar la deteccion de virus en muestras de agua (Shi, Pasco
y Tarabara, 2017; Haramoto et al., 2018). No obstante, se ha observado que la eficiencia
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de los métodos depende del tipo o volumen de agua, asi como las propiedades de los
virus. Por lo tanto, es importante el desarrollo de pruebas de diagnostico econdmicas,
rapidas y precisas para detectar y caracterizar virus, ya que en la actualidad no existe un
método estandarizado para la deteccion de todos los virus que pueden estar presentes

en estos ambientes.

En la PY se ha reportado la presencia del PMMoV y el HAdV en el acuifero, en
concentraciones que van desde 10° a 10* CG/L (Rosiles-Gonzalez et al., 2017; Mufioz-
Cortes, 2018; Negrete-Alcalde, 2019; Rosiles-Gonzalez et al., 2019). Estos virus tienen
un gran potencial para utilizarse como indicadores de contaminacion fecal en la PY. Con
el fin de establecer un método éptimo de concentracién para la deteccion viral mediante
gPCR en muestras de agua dulce, salobre y residual tratada, el objetivo de esta
investigacion fue comparar diferentes métodos de concentracion y de cuantificacion
empleados para los virus PMMoV y HAdV. Los resultados obtenidos en el presente
estudio representan el primer trabajo de comparacion de métodos para la concentracion
y cuantificacion de estos virus en diferentes cuerpos de agua en México. De igual manera,
las concentraciones del PMMoV y del HAdV en los cuerpos de agua estudiados, permite
demostrar el impacto que tiene la actividad humana sobre los recursos hidricos con los
gue cuenta el estado de Quintana Roo.

2 Antecedentes

2.1 Microorganismos presentes en los recursos hidricos

Se ha demostrado que en los ecosistemas acuaticos existen diferentes tipos de
microorganismos que pueden convertirse en un riesgo para la salud humana, como es el
caso de los agentes patdgenos transmitidos por origen hidrico, que constituyen un
problema de salud mundial (Vargas et al., 1996). Ademas, se debe diferenciar a los
microorganismos que de manera natural forman parte de un sistema acuatico y de los

gue estan presentes sin ser parte de él (Yates et al., 1985).
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En el caso de aguas residuales, éstas cuentan con un alto contenido de microorganismos,
entre ellos agentes patdogenos que son descargados a los cuerpos de agua naturales y
qgue pueden representar un problema de salud publica, principalmente debido a que
pueden provocar un gran numero de enfermedades, incluyendo las gastrointestinales de

etiologia viral (Nasser y Oman, 1999).

Existen diversas fuentes naturales de agua tanto superficiales como subterraneas, que
pueden contener cantidades variables de virus de forma natural. La concentracién de
virus en aguas naturales no contaminadas se ha estimado entre 10° hasta 108 particulas
por mL (Pina Pedrero, 2001). Entre los virus transmitidos por agua contaminada se
encuentran principalmente los entéricos (Tabla 1) (Hamza et al., 2011b). Se les denomina
de esa manera porque infectan las células del epitelio intestinal (enterocitos), causando
dafio al epitelio y en consecuencia produciendo un desbalance en los electrolitos por la
mala absorcion del agua, llevando finalmente al desarrollo de cuadros diarreicos (Yuan y
Saif, 2002; Zhang et al., 2006). Ademas, este grupo de virus son relativamente estables
en los procesos de inactivacion de las depuradoras de agua residual e incluso a las

condiciones del medio ambiente, como la temperatura y la radiacion solar (Carter, 2005).

20



Tabla 1. Virus humanos transmitidos potencialmente por agua contaminada (Modificado de Hamza et al.,

Familia

2011b).

Principales enfermedades

Adenoviridae

Mastadenovirus

Gastroenteritis, Enfermedades Respiratorias,

Picornaviridae

(Adenovirus humano A-G) Conjuntivitis
Astroviridae Astrovirus humanos Gastroenteritis
Caliciviridae Norovirus, Sapovirus Gastroenteritis
- Hepevirus (Virus de la -
Hepeviridae P ( . Hepatitis
hepatitis E)
Hepatovirus (Virus de la -
P ( Hepatitis
hepatitis A)

Enterovirus (Enterovirus
humanos A-D)

Gastroenteritis, Meningitis,
Miocarditis, Conjuntivitis

Kobuvirus (Aichi virus)

Gastroenteritis

Poliomaviridae

Poliomavirus (JC; BK; KiI;
WU; MC)

Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva, Nefritis,
Neumonia y Carcinoma de las Células de Merkel

Reoviridae

Rotavirus (A-C)

Gastroenteritis

Orthoreovirus (Reovirus)

Gastroenteritis y enfermedades
respiratorias

Parvoviridae

Bocavirus (Bocavirus
humano)

Gastroenteritis y enfermedades respiratorias

Picobirnaviridae

Picobirnavirus
(Picobirnavirus humano)

Gastroenteritis

Coronaviridae

Coronavirus

Gastroenteritis y enfermedades respiratorias

Papillomaviridae

Papillomavirus

Verrugas genitales y cutdneas, Cancer Cervical, otros
tipos de Cancer menos comunes

Existen diferentes vias en que los humanos podemos tener contacto directo y frecuente

con estas aguas contaminadas (Figura 1). Los virus entéricos son transmitidos por la ruta

fecal-oral, sin embargo, pueden transmitirse ademas a través del agua contaminada

(Bosch, 1998). Entre otros factores, estos virus primeramente infectan y se replican en el

tracto gastrointestinal del hospedero, de igual forma se pueden llegar a excretar en

concentraciones tan elevadas como 10° a 10! particulas viricas/g de heces de individuos

con infecciones agudas, ademas se ha demostrado que varios virus son excretados a

través de la orina y las heces de individuos sanos (Fong y Lipp, 2005; Bosch et al., 2008).
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Figura 1. Ruta de transmisién fecal-oral de los virus entéricos humanos en el medio ambiente (Tomada
de Pina Pedrero, 2001).

Sin embargo, hay una gran dificultad en la determinacion de la presencia de todos los
microorganismos patégenos implicados en los procesos de contaminacion ambiental. Por
lo cual surge la necesidad de hacer una evaluacion rapida y fiable de la presencia de
patogenos en el agua. Como resultado a este problema, ha surgido la necesidad de

trabajar con organismos indicadores (Campos, 1999).
2.2 Microorganismos para el control de la calidad del agua

Actualmente, la contaminacién de los cuerpos naturales de agua es una problematica
originada, entre otras causas, por actividades humanas tales como descarga directa de
aguas residuales, fecalismo al aire libre, fallas en los sistemas de drenaje, el uso de fosas
sépticas en mal estado, etc. (ver referencias en Avila-Torres, 2017; Mufioz-Cortes, 2018).
Por ello, es necesario determinar los microorganismos presentes en el agua asi como
determinar su concentracion. Estos datos proporcionan herramientas de informacion
complementaria para conocer la calidad del agua y para la toma de decisiones en relacion
al control y tratamiento de aguas residuales, asi como la conservacion de ecosistemas
(Pace, 1997; Larrea-Murrell et al., 2013).
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Los microorganismos han sido empleados como indicadores para el control de la calidad
sanitaria de los recursos del ambiente. De igual manera, podrian ser utilizados para
evaluar la calidad de los alimentos, sedimentos y aguas destinadas al consumo humano
(Bachoon et al., 2010).

Un microorganismo indicador presenta un comportamiento similar al de los
microorganismos patdégenos en cuanto a su concentracion en los cuerpos de agua y su
reaccion frente a distintos factores ambientales, pero la ventaja es que son mas faciles,
rapidos y econdémicos de detectar (Campos, 1999). Una vez detectado e identificado, su
presencia determina la existencia de otros microorganismos patégenos y permite
comparar su comportamiento frente a diferentes factores como cambios de temperatura,
pH, nutrientes, tiempo de retencidon hidrica entre otros factores, la cual sera similar a la

del indicador (Rios-Tobon, Agudelo-Cadavid y Gutiérrez-Builes, 2017).

Para ser considerado un indicador de contaminacion fecal, un microorganismo debe

reunir la mayoria de las siguientes caracteristicas (Fernandez et al., 2001):

e Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.

e Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos.

e Estar presente cuando los microorganismos patdégenos intestinales lo estan.

e Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion.

e Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales
homeotérmicos.

e Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las bacterias
patdgenas, su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior al
de los patégenos de origen fecal.

e Debe ser facil de aislar y cuantificar.

Para evaluar la presencia de microorganismos patégenos es fundamental la
determinacion de indicadores de contaminacion fecal y su grado de persistencia en el
agua, asi como para establecer la relacion causa-efecto de incidencia de enfermedades

(Pruss, 1998). Actualmente no existe un microorganismo indicador universal ya que no
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existe ninguno que reuna todos los criterios, solo algunos grupos satisfacen parcialmente
estos requisitos por lo que se debe seleccionar el mas adecuado para la situacion

especifica en cada estudio (Bachoon et al., 2010).
2.3 Los virus como indicadores de contaminacion fecal en el agua

En la actualidad, la contaminacién de los ambientes acuaticos es una gran preocupacion
para la salud publica en todo el mundo. La contaminacion fecal de los recursos hidricos
puede tener un impacto negativo en la sociedad, provocando un gran numero de

enfermedades gastrointestinales (Kuroda et al., 2015).

Existen indicadores microbianos y quimicos que son Utiles para el monitoreo de la
contaminacion fecal, la identificacion de las fuentes de contaminacion, el control y la
prevencion de eventos de contaminacién, asi como para evaluar el desempefio y
tratamiento de aguas residuales (Rosario et al., 2009). No obstante, hoy en dia se discute
la idoneidad del uso de los indicadores microbianos de contaminacion fecal mas
utilizados como coliformes totales, Escherichia coli y Enterococos (Rossen et al., 2008),
ya que en estudios realizados por Desmarais et al. (2002), Gonzélez et al. (2010) y
Méndez et al. (2010), indican que existen numerosas limitaciones asociadas con la
aplicacion de estos microorganismos como indicadores, asi como Su escasa
supervivencia en cuerpos de agua y de fuentes no fecales, su habilidad para multiplicarse
después de su liberacién en el agua y la debilidad frente a los procesos de desinfeccion,
entre otros aspectos (Desmarais, Solo-Gabriele y Palmer, 2002; Gonzélez, Paranhos y
Lutterbach, 2010; Novelo et al., 2010).

Los patdgenos virales en la mayoria de los casos presentan especificidad de hospedero.
Debido a esto han sido sugeridos como una herramienta prometedora para determinar la
fuente de los contaminantes fecales en ambientes acuaticos, pudiendo ser usados
conjuntamente con indicadores bacterianos, para evaluar la calidad del agua y mejorar la
vigilancia de la salud publica. En general, los virus entéricos muestran un gran potencial
para ser usados como indicadores de la calidad del agua, para evaluar los riesgos

asociados con la transmision de virus infecciosos (Fong y Lipp, 2005).
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Se han propuesto a varios virus como buenos indicadores de contaminacion fecal, los
cuales pueden utilizarse en adicién a los indicadores bacteriolégicos para realizar el
monitoreo de aguas residuales y los riesgos asociados para la salud publica. Hasta el
momento, la mayoria de los indicadores virales propuestos para determinar la
contaminacion fecal son los virus entéricos transmitidos por via fecal-oral, incluidos los
miembros de las familias Adenoviridae, Caliciviridae, Picornaviridae y Reoviridae y del
género Anellovirus (Rosario et al., 2009; Hamza et al., 2011b). Este grupo de virus son
capaces de resistir los tratamientos de aguas residuales o métodos de desinfeccién mas
comunes y una vez descargados en el ambiente pueden permanecer y convertirse en

contaminantes del agua (Lin y Ganesh, 2013).

Por esta razon, se ha propuesto utilizar indicadores alternativos a los ya establecidos en
la normatividad. Por ejemplo, en Europa se han realizados trabajos para proponer la
utilizacion de Adenovirus como indicadores de contaminacion fecal humana (Bonfil-Mas
et al., 2010). No obstante, un problema potencial con el uso de virus humanos como
indicadores es que su abundancia en las aguas residuales depende del grado de
infeccion y del desprendimiento en la poblaciébn humana en un momento dado (Rosario
et al., 2009).

2.4 Virus del Moteado Suave del Pimiento (PMMoV)

En los dltimos afios, se ha propuesto al virus Pepper mild mottle virus (PMMoV por sus
siglas en inglés) como un posible indicador fecal en agua. Este virus patégeno de plantas
ha sido encontrado como uno de los virus mas abundantes en un estudio metagenomico
de los virus de ARN presentes en heces humanas (Zhang et al., 2006). De igual manera,
se ha encontrado al PMMoV en algunas muestras de heces de especies animales (pollos,
vacas, gansos y gaviotas), pero en concentraciones mucho mas bajas que en los

humanos (Rosario et al., 2009; Hamza et al., 2011a).

El PMMoV esta conformado por particulas en forma de varilla rigida sin envoltura, que
tienen aproximadamente un diametro de 18 nm y una longitud de 300-312 nm (Wetter,

1984; Melgarejo et al., 2010; ViralZone, 2020) (Figura 2). La capside esta constituida por
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una unica molécula polipeptidica de 17 a 21 kDa denominada CP que se encuentran
distribuidos helicoidalmente alrededor de una molécula de ARN monocatenario con
polaridad positiva (ssRNA+), con un peso molecular de 2x102 kDa y un tamafio de 6.36
Kb (Tostado Alvarez, 1995; Tena Fernandez, 2012). El genoma del PMMoV esta
constituido por 6,357 nucleétidos y codifica para al menos cuatro proteinas: proteinas de
replicacion de 126 kDa y 183 kDa, proteina de movimiento (MP) y proteina de la cubierta
(CP) (Tostado Alvarez, 1995; ICTV, 2020).

Figura 2. Micrografia electronica de los viriones del PMMoV obtenidos por gradiente de densidad en
centrifuga (185,000x) (Tomada de Wetter, 1984).

El PMMoV cumple algunos de los criterios de un organismo indicador de contaminacion

fecal humana en ambientes acuaticos (Kitajima, Sassiy Torrey, 2018) (Tabla 2).
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Tabla 2. Criterios de idoneidad del PMMoV como un organismo indicador de la contaminacién fecal

Criterios para un

organismo indicador
ideal

humana (Tomada de Kitajima et al., 2018).

I[doneidad de PMMoV

Referencias
representativas

Debe ser eficiente para todo
tipo de agua.

Si, es altamente apropiado en todo tipo de
agua.

(Rosario et al., 2009;
Kitajima et al., 2014)

Presente siempre que estan

Si, mayor presencia que la mayoria de los

(Kitajima, Sassi y Torrey,

patégenos entéricos.

humanos.

resentes atégenos . L
P .. patog patogenos entéricos. 2018)
entéricos.
Mayor tiempo de | .. | . . L .
y . . P Si, mas persistentes que los virus entéricos | (Rosario et al.,, 2009;
supervivencia que los

Rachmadi et al., 2016)

Incapaz de multiplicarse en el
agua.

No hay crecimiento sin su organismo
huésped.

(Wetter, 1984)

Deteccion
mediante
establecidas

facil y réapida
metodologias

Si, se pueden examinar junto con
patdgenos virales. Sin embargo, su
deteccidn requiere técnicas especializadas
como PCR o qPCR.

(Kuroda et al., 2015)

La densidad tiene alguna
relaciéon directa con el grado
de contaminacion fecal.

Si, pero puede ser demasiado persistente
para discernir la contaminacién reciente.

(Hamza et al., 2011s;
Kuroda et al., 2015)

Ser un constituyente de la
microflora intestinal de
animales homeotermos

Si, abundante en la flora intestinal de
humanos sanos.

(zhang et al.,
Colson et al., 2010)

2006;

241

El PMMoV en alimentos y matrices ambientales

El PMMoV, asi como muchos otros virus que infectan a las plantas, pueden estar

presentes en los frutos y productos procesados elaborados a base de estos frutos; los

cuales, al ser ingeridos por el humano pasan por el tracto digestivo y son liberados como

viriones viables a través de las heces, por lo que estos patdgenos pueden llegar a las

aguas residuales y por consiguiente en ocasiones pueden contaminar los ecosistemas

acuéticos (Symonds et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3. El virus PMMoV se ha convertido en un indicador viral Util de la contaminacion de las aguas residuales
debido a su presencia en todo el ciclo de las aguas residuales domésticas (Tomada de Symonds, Rosario y Breitbart,
2019)

La alta prevalencia del PMMoV en las aguas residuales tratadas ha llevado a muchos
investigadores a buscar este virus en aguas ambientales. Actualmente existe una
cantidad de datos disponibles sobre la aparicion y persistencia de PMMoV en diferentes
cuerpos de agua (Figura 4), como en sistemas de aguas residuales tratadas y no tratadas
en concentraciones que van de 10° a 10'° particulas/L (Rosario et al., 2009; Kuroda et
al., 2015), en aguas superficiales en concentraciones de 10° hasta 10° particulas/L
(Hamza et al., 2011a; Betancourt et al., 2014), en agua subterraneas en concentraciones
de 10° a 107 particulas/L (Hruby et al., 2015; Rosiles-Gonzalez et al., 2017; Shrestha et
al., 2018), asi como en sistemas de tratamiento de agua potable en concentraciones que
variaron de 103 hasta 10° particulas/L (Haramoto et al., 2013; Sangsanont et al., 2016).
Sin embargo, la tasa de deteccion varia entre los estudios, probablemente debido a las
diferencias en los métodos de concentracion o deteccion de PMMoV. También se ha
demostrado la presencia del PMMoV en las heces y en el agua residual en diferentes
areas geograficas (Kitajama et al., 2018; Symonds et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 4. Paises y tipos de muestra en la deteccion de PMMoV informada en heces humanas y ambientes acuéticos
(Tomada de Kitajama et al., 2018).

Con base en lo anterior, es evidente que aun se cuenta con datos limitados sobre la
distribucion geografica y co-ocurrencia del PMMoV con otros patdégenos en diferentes
cuerpos de agua. Por lo tanto, hasta el momento no han sido investigados con mayor
claridad la aparicion y el destino del PMMoV en otros tipos de cuerpos de agua, tales
como aguas superficiales estancadas (estanques o lagos), aguas subterraneas y agua
potable (Glassmeyer et al., 2005). Ademas, es importante desarrollar metodologias
particulares para cada ambiente y ubicacion geografica que permitan obtener métodos
eficientes, rapidos y economicos para contribuir al uso potencial del PMMoV como

indicador de contaminacion fecal.
2.5 Virus entéricos como indicadores: Adenovirus Humanos (HAdV)

Las primeras cepas de adenovirus humanos (HAdV) fueron descubiertas en 1959
mientras analizaban la causa del resfriado comun. Los virus fueron aislados en cultivo de
tejidos primarios degenerados que se originan a partir de las glandulas adenoides y
amigdalas humanas (Rowe et al., 1953; Mena y Gerba, 2009) (Figura 5). Estos virus
fueron descritos como agentes etiologicos de enfermedades respiratorias agudas,

infecciones gastrointestinales, oculares asi como urinarias (Mena y Gerba, 2009).
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Figura 5. Microfotografia electronica de Adenovirus (285,000x) (Tomada de Brooks et al., 2014).

Actualmente, los adenovirus constituyen una familia de virus que esta conformada por
cinco géneros diferentes que infectan a los humanos asi como un amplio nimero de
especies animales (mono, serpiente, cerdo, oveja, caballo, rana, aves, perro, gato, raton,
ballena, entre otros) (Pina Pedrero, 2001; Calgua de Leodn, 2013; Rubio Guerri, 2015).
Por otra parte, los adenovirus humanos (HAdV) pertenecen al género Mastadenovirus,
gue comprende siete especies 0 subgéneros conocidas como HAdV-A hasta HAdV-G.
Esta clasificacion se basa en funcidn de sus caracteristicas genéticas, biologicas, fisicas,
guimicas e inmunoldgicas (Pina Pedrero, 2001; Brooks et al., 2014; Ghebremedhin, 2014;
Allard y Vantarakis, 2019) .

Los adenovirus son particulas viricas que tienen un tamafio entre 60 y 90 nm de diametro,
muestran una simetria icosaédrica y se encuentran entre los virus sin envoltura mas
complejos que existen (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009; Rubio Guerri, 2015).
Ademas, cuentan con un peso molecular entre 175 a 185 Kda, y su genoma codifica para
13 polipéptidos estructurales, asi como para 35 proteinas no estructurales (Calgua de
Ledn, 2013; Brooks et al., 2014). El genoma de los adenovirus esta constituido por una
molécula de ADN bicatenario de forma lineal con un tamafio que oscila entre 26 a 48 Kb

(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2011; Rodriguez Manzano, 2012).

251 Los HAdV en matrices ambientales
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Hasta el momento se ha reportado que las heces (humanas), son fuente de los HAdV en
el ambiente y se han detectado varios tipos de HAdV en altas concentraciones,
principalmente en aguas residuales domésticas de todo el mundo (Figura 6). Es probable
que la presencia de HAdV en ambientes acuéticos se deba a la contaminacion con aguas
residuales no tratadas o tratadas . Estudios realizados en todo el mundo han demostrado
la ocurrencia del HAdV en sistemas de aguas residuales tratadas y no tratadas en
concentraciones que van de 10* a 108 particulas/L (Haramoto et al., 2018), en aguas
superficiales en concentraciones de 10?2 hasta 10* particulas/L (Hamza et al., 2009;
Sibanda and Okoh, 2012), en agua subterrdneas en concentraciones de 10° a 10*
particulas/L (Betancourt et al., 2014; Rosiles-Gonzélez et al., 2019) e incluso en sistemas
de tratamiento de agua potable en concentraciones que variaron de 10° hasta 10’
particulas/L (Garcia et al., 2012; Grgndahl-Rosado et al., 2014). En varios casos, los
HAdV se han detectado en mas del 80% de las aguas residuales bajo estudio (Prado et
al., 2011; Amdiouni et al., 2012; Wong et al., 2013). La aparicién y concentracién de HAdV
en las aguas residuales tienen poca variabilidad estacional (Jiang, 2006; Allard y
Vantarakis, 2019).

En algunos estudios se ha demostrado que los HAdVs, especialmente los tipos HAdV 40
y 41, sobreviven mas tiempo que los indicadoras bacteriolégicos presentes en las aguas
residuales, asi como en el medio ambiente (Enriquez, Hurst y Gerba, 1995), debido a que
son muy resistentes a la luz UV (Thurston-Enriquez et al., 2003). Ademas, se ha
observado que la cloracién parece ser el inico método efectivo para eliminar a los HAdV
presentes en el agua (Thurston-Enriquez et al., 2003). Por lo tanto, los HAdV pueden
llegar al ambiente acuatico a través efluentes de aguas residuales que cumplen con el
estandar de indicadores bacterianos. Por lo anterior, se ha propuesto su uso como
indicadores potenciales de la presencia de aguas residuales humanas, ya que se ha
observado una correlacion entre la presencia de los HAdV con otros virus en aguas
residuales como el Poliomavirus Humano o el Norovirus (NoV) (La Rosa et al., 2010;
Kokkinos et al., 2011; Hewitt et al., 2013).
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Ademas, se ha encontrado que los HAdVs prevalecen en varios depdsitos de agua
naturales y artificiales en todo el mundo. Por otro lado, las amebas de vida libre han sido
recuperadas de reservorios en cuerpos de agua similares y se ha demostrado que estos
parasitos pueden actuar como reservorios o vehiculos de varios microorganismos que
viven en el mismo ambiente. Con base en lo anterior, se han realizados varios trabajos
sobre la relacion que podrian tener los HAdV y otros microorganismos presentes en
ambientes acuaticos. Lorenzo-Morales et al., (2007) detectaron ADN viral de 4 serotipos
diferentes de los HAdV en el 14.4% (34/236) de las cepas aisladas de Acanthamoeba
spp. en muestras de agua de grifo de las Islas Canarias, Espafa. En este trabajo, se
evidencio que HAdV-2 era el serotipo detectado con mayor frecuencia entre las cepas de
Acanthamoeba (Lorenzo-Morales et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que los HAdV
podrian incorporarse a Acanthamoeba spp. probablemente a través de la fagocitosis
(Scheid y Schwarzenberger, 2012). En un estudio realizado por Verani et al., (2016), se
demostré que el serotipo de HAdV-5 internalizado por Acanthamoeba polyphaga, lo cual
brind6 un papel en la proteccidén de este virus contra la desinfeccion quimica (5 mg/L de
NaClO durante 24 horas) (Verani et al.,, 2016). Estos estudios sugieren un papel
importante para estos protozoos en la propagacion de virus y en su proteccion contra

desinfectantes tanto naturales como artificiales (Battistini et al., 2013).
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Figura 6. Paises y tipos de muestra en los que se han detectado HAdVs en aguas residuales y ambientes acuaticos.
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En conclusién, es necesaria una investigacion epidemioldgica en agua potable y en
aguas recreativas para incluir indicadores virales, como los HAdV, asi como de las
bacterias indicadoras fecales tradicionales para entender la relacién entre el riesgo para

la salud humana y la aparicién de patégenos virales humanos (Jiang, 2006).

2.6 Métodos de concentracion y deteccion de virus a partir de muestras

ambientales
2.6.1 Métodos de concentracidén de virus en agua

Las aguas residuales domeésticas contienen concentraciones de virus suficientemente
elevadas que permiten la deteccion directa o tras una etapa sencilla de concentracion
(Pina Pedrero, 2001), mientras que en la mayoria de los ambientes acuaticos se reportan
la aparicion de numeros bajos de particulas virales, asi como diversos virus
pertenecientes a diferentes familias (Bofill-Mas et al., 2005). Por lo tanto, es necesario
concentrar grandes volimenes de muestras agua para poder detectarlos y caracterizarlos
(Abbaszadegan, Stewart y LeChevallier, 1999; Bosch et al., 2008). Este paso constituye
uno de los problemas principales del andlisis virolégico en el medio ambiente (Bosch et
al., 2008).

Los métodos para concentrar virus son muy diversos y a traves del tiempo estos han ido
evolucionando con la principal finalidad de ser mas eficientes y sencillos. Sin embargo,
en la actualidad no existe un método estandarizado para la deteccion de todos los virus
que pueden estar presentes en ambientes acuaticos (Saavedra, Tovar y Betancourt,
2012) (Tabla 3).
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Tabla 3. Métodos para la concentracién de virus a partir de muestras de agua (Tomada y modificada de Bosch et al.,
2008; lkner, Gerba y Bright, 2012; Cashdollar y Wymer, 2013).

Principio VERIETES

Desventajas

Métodos por Adsorcién-Elucién (AE)

Filtros

electronegativos

Filtros

electropositivos

Lana de vidrio

+  Econdémico

* Puede filtrar grandes
voliumenes incluso en
aguas muy turbias antes
de que se obstruya

* Ha sido probado con una
variedad de virus
entéricos

Requiere una filtracion
previa o
preacondicionamiento de
la muestra

* No se requiere
preacondicionamiento de
la muestra de agua.

* Ha sido probado con una
variedad de virus
entéricos.

. *  Puede filtrar grandes

Carga ionica volimenes incluso en

aguas turbias antes de

gue ocurra la obstruccion

Costo alto por medio
filtrante

+  Econdmico

* No se requiere
preacondicionamiento de
la muestra de agua.

* F&cil de usar

» Campo-desplegable

El agua turbia puede
causar obstrucciones
Requiere que cada
laboratorio ponga los
aparatos de filtro juntos, lo
gue podria causar una
variacion entre
laboratorios.

Datos limitados
disponibles para
determinar su efectividad
con multiples patégenos
virales

Métodos por precipitacion

Floculacion

orgéanica

Sulfato de amonio

* Eficiente para muestras
turbias

* Eficaz como un método
secundario de

El extracto de ternera es
inhibidor de las enzimas
de RT-PCR

Precipitacion concentracion
quimica «  Eficiente para muestras Alta citotoxicidad
turbias Inhibidor de las enzimas

+ Eficaz como método
secundario de
concentracion

de RT-PCR
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Polietilenglicol
(PEG)

Eficiente para muestras
turbias

Eficaz como un método
secundario de
concentracion

Variabilidad intraensayo

Métodos por separacion fisica

Ultracentrifugacion

Sedimentacién

fisica

Eficiente como un método
secundario de
concentracion

Costo elevado

Ultrafiltracion

tangencial (UFT)

Separacion por
tamafios de

particulas

Concentracién
multipatégena
Econdmico

No se requiere
preacondicionamiento de
la muestra de agua

El agua turbia puede
causar obstrucciones

No es facilmente
desplegable en el campo
Tasa de filtracion lenta
Datos limitados
disponibles para
determinar su efectividad

con multiples patégenos
virales

Los distintos métodos de concentracién de virus aprovechan las propiedades fisico-
quimicas de las macromoléculas proteicas de los virus, de igual forma, se han ido
modificando o combinandose para mejorar la recuperacion viral y tener una mayor

eficiencia en general (Pina Pedrero, 2001).

La eleccion del método de concentracion estd determinada por las caracteristicas del
agua, asi como por el volumen de agua que debe analizarse y los efectos de las
propiedades del virus. A menudo se usan una serie de técnicas de concentracion

consecutivas para reducir el volumen de la muestra (Rames et al., 2016).

Aunqgue no existe un método universal aplicable a todo tipo de agua y para cualquier tipo
de virus, un buen método de concentracion debe ser lo mas simple, rapido y econdémico
posible. Por ello, se sugiere que un método de concentracion debe cumplir varios

requisitos importantes, tales como (Ruhanya, Kabego y Otwoma Gichana, 2016):

e Debe recuperar grandes cantidades de virus
e Ser aplicable a la recuperacion de diferentes virus

e Debe ser técnicamente facil de realizar y en corto tiempo
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e Debe proporcionar altas tasas de recuperacion
e No debe ser costoso
e Debe ser capaz de procesar grandes volimenes de muestra

e Debe ser repetible (dentro de un laboratorio) y reproducible (entre laboratorios)

Estos métodos deben ser disefiados para evitar concentrar grandes cantidades de
sustancias téxicas o compuestos inhibidores (metales téxicos, &cido himico y el acido
fulvico asociados con aguas residuales, fluviales y costeras) presentes en las matrices
ambientales, que afecten los andlisis moleculares o de cultivo celular para la deteccion
de los virus, para que estas muestras puedan ser utilizadas en procesos posteriores
(Jiang, 2006; Calgua de Leon, 2013). Por lo tanto, la purificacion de la muestra es
necesaria después de la concentracién para reducir el efecto citotéxico o inhibidor. Sin
embargo, existe una pérdida entre los multiples pasos de purificacion en la tasa de

recuperacion de particulas virales objetivo o 4cido nucleico viral (Jiang, 2006).
2.6.1.1 Concentracion de virus por adsorcidén-elucion

El desarrollo de métodos de adsorcion/elucion o conocido como VIRADEL, se acredita a
Walllis y Melnick (1967), como unos de los primeros métodos en la virologia ambiental
(Cashdollar y Wymer, 2013). Estos métodos se basan en el principio de la adsorciéon o
retencion de particulas virales a los medios filtrantes por interaccion de carga y la elucion
posterior del virus con una solucion organica (Ruhanya, Kabego y Otwoma Gichana,
2016; Matrajt et al., 2018) (Figura 7).

1. Virus—-Mg?* complex 2. Adsorption to the filter 3. Acid rinse (pH 3.0) 4. Elution (pH 10.8)

I
3 ° ° % 6/

Figura 7. Principio de concentracion viral en agua mediante filtracion por adsorcion-elucién utilizando membranas
electronegativas (Tomada de Katayama, Shimasaki y Ohgaki, 2002).

Una gran parte de los virus presentes en ambientes acuaticos son virus desnudos, es

decir, no cuentan con una envoltura lipidica alrededor de la capside proteica, que contiene
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aminoacidos con grupos ionizables que le confieren a los virus una carga eléctrica
dependiente del pH (Pina Pedrero, 2001). El punto isoeléctrico (pl) de los virus permite
conocer la carga global del mismo en unas condiciones determinadas de pH. La mayor
parte de los virus en el agua poseen una carga superficial neta de forma negativa a pH
natural del agua (pH cercano o igual a 7) (Pina Pedrero, 2001; Matrajt et al., 2018).

Debido a lo anterior, los diferentes soportes utilizados para concentracidbn por
adsorcion/elucion revelan a la capacidad de los virus presentes en la muestra para
asociarse a diferentes materiales tales como: polvo de vidrio, lana de vidrio, membranas
o cartuchos de derivados de celulosa, carbdn activado entre otros (Lucena et al., 1991).
Existen dos tipos de soportes basicos utilizados para adsorber virus en el agua: filtros

electronegativos y filtros electropositivos (Cashdollar y Wymer, 2013).

Los filtros electronegativos de uso comun incluyen membranas hechas de una mezcla de
nitrato de celulosa y acetato de celulosa (Shi, Pasco y Tarabara, 2017). La popularidad
de las membranas de nitrato de celulosa HA (Millipore) radica en su disponibilidad en
varios tamarios de poro, configuraciones y composiciones, por lo que la eleccion del filtro
dependera en parte de la muestra a estudiar (Wyn-Jones y Sellwood, 2001). Debido a la
carga negativa de la mayoria de los virus a valores de pH tipicos para muestras de agua
ambiental, la carga neta del virus debe modificarse a positiva para que el virus se adsorba
eficientemente a la matriz electronegativa, esto se realiza adicionandole sales
mono/polivalentes (NaCl, MgClz, AICIs) a la muestra y obteniendo un pH 5 o inferior
(Lukasik et al., 2000; Shi, Pasco y Tarabara, 2017; Matrajt et al., 2018). Todo esto se
realiza para promover la adsorcion, lo cual contribuye a eliminar las fuerzas
electrostaticas de repulsion entre los viriones y la superficie de los filtros (Lucena et al.,
1991). Sin embargo, esta situacion limita procesar voliumenes grandes de muestra y
puede provocar la inactivacion de ciertos virus a pH acido (Pina Pedrero, 2001). Una vez
que los virus se hayan unido a la membrana, éstos se eluyen empleando frecuentemente
extracto de carne, solucion de leche desnatada o NaOH (Wyn-Jones y Sellwood, 2001).
No obstante, se ha reportado que el uso de matrices electronegativas es mas eficiente
que las matrices electropositivas (Hsu et al., 2007).
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La adsorcion de los virus sobre filtros microporosos se ve afectada por la temperatura, el
pH, la turbidez y la concentracion de materia organica en suspension, que hacen variar
la eficiencia de la recuperacion, sugiriendo asi que cada virus podria tener una eficiencia
especifica de adsorcion a las matrices empleadas por estos métodos (Pina Pedrero,
2001; Calgua de Le6n, 2013). Por ultimo, los métodos basados en adsorcion/elucion
empleando filtros electronegativos son de los mas utilizados para concentrar virus en

agua en todo el mundo (Ruhanya, Kabego y Otwoma Gichana, 2016).
2.6.1.2 Concentracion de virus por ultrafiltracion de flujo tangencial

Este método es comunmente utilizado, sin embargo, aunque el caudal de filtracion suele
ser entre 10 y 100 L, este se encuentra limitado por la saturacion de los filtros y el tipo de
matriz. Se ha aplicado cominmente a aguas con una turbidez baja y como un método de
concentracion secundaria. Las ventajas de este método es que las muestras no requieren
un preacondicionamiento y, por lo tanto, una amplia variedad de virus y de otros
microorganismos pueden ser concentrados (Fong y Lipp, 2005; Grassi et al., 2010;
Pepper et al., 2015).
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Figura 8. Principio de concentracion viral en agua a través de la ultrafiltracion de flujo tangencial usando filtros de
fibra hueca (Tomada de Shi, Pasco y Tarabara, 2017).

Esta técnica permite la separacion mecanica de las particulas en funciéon de su peso
molecular (Pina Pedrero, 2001; Wyn-Jones y Sellwood, 2001) y se ha convertido en una
alternativa prometedora al VIRADEL (Olszewski, Winona y Oshima, 2005; Shi, Pasco y
Tarabara, 2017). La filtracion de flujo tangencial es un tipo de proceso de flujo cruzado,
durante el cual la alimentacién de la muestra de agua se dirige rapidamente de forma

tangencial a lo largo de la superficie de las membranas del ultrafiltro (Ikner, Gerba y
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Bright, 2012) (Figura 8). Este flujo pasa a través de las membranas creando un diferencial
de presién, debido al tamafio del poro, permite que el agua y las sustancias de bajo peso
molecular pasen a través de las fibras hacia el filtrado, mientras que las sustancias mas
grandes, como los virus y otros microorganismos, quedan atrapadas y se retienen en la
solucién de alimentacion, que se recircula a través del dispositivo hasta que se alcanza
el volumen de concentrado deseado (lkner, Gerba y Bright, 2012; Cashdollar y Wymer,
2013; Shi, Pasco y Tarabara, 2017). El flujo cruzado hace posible filtrar grandes
volumenes de agua, también evita la acumulacion de contaminantes y la obstruccion de
las membranas (Morales-Morales et al., 2003; Polaczyk et al., 2008). Por lo tanto, el flujo
tangencial se usa comunmente con aguas de menor calidad, como las aguas residuales
(Ikner, Gerba y Bright, 2012). La selecciéon adecuada de un limite de peso molecular
MWCO de la membrana deberia garantizar una pérdida minima de virus en el filtrado.
Varias membranas oscilan entre 5,000 y 100,000 MWCO (5-100 kDa) (Wyn-Jones y
Sellwood, 2001; Ikner, Gerba y Bright, 2012; Cashdollar y Wymer, 2013).

Las ventajas de la ultrafiltracion son principalmente que se eliminan compuestos de bajo
peso molecular (solutos) que pueden inhibir posteriormente la deteccidén aguas abajo, ya
gque estos compuestos pasan a traves de la membrana y no se concentran junto con los
microorganismos. También el flujo cruzado minimiza la saturacién de la membrana y la
deposicion de virus sobre la membrana y, por lo tanto, podria aumentar la recuperaciéon
de los virus. Ademas, esta técnica puede concentrar simultaneamente mdltiples tipos de
microorganismos, ya que la muestra no requiere preacondicionamiento (Ikner, Gerba y
Bright, 2012; Shi, Pasco y Tarabara, 2017). Las principales limitaciones para su uso son
el alto costo y que, a pesar de las ventajas del flujo tangencial, las muestras turbias

todavia tienden a obstruir la membrana (Wyn-Jones y Sellwood, 2001).
2.6.2 Métodos empleados para concentracion de PMMoV en muestras de agua

El aislamiento del acido nucleico es el primer paso en el proceso de deteccién del PMMoV
y los métodos para realizarlo varian segun el tipo de muestra. En los productos

alimenticios procesados, las aguas residuales domésticas y las heces, el ARN de PMMoV
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a menudo se encuentra en concentraciones suficientemente altas para detectarlo
directamente, es decir, sin necesidad de concentrar las muestras (Colson et al., 2010;
Peng et al., 2015; Symonds et al.,, 2016). Si se cree que PMMoV se encuentra en
concentraciones inferiores, como suele ser el caso en muestras ambientales, los métodos
de concentracion de virus son necesarios antes de los analisis de deteccion y estos
métodos varian segun el tipo de agua (Kitajima, Sassi y Torrey, 2018; Symonds et al.,
2018).

En muestras con mayor volumen (>20 L) que regularmente se usan para analizar aguas
subterrdneas o0 agua potable, se ha concentrado a este patégeno de plantas utilizando
filtros Nanoceram para concentrar la muestra (Betancourt et al., 2014), asi como con
filtros de lana de vidrio (Hruby et al., 2015) y ultrafiltros de fibra hueca (Rosiles-Gonzalez
etal., 2017; McGinnis et al., 2018). Para muestras de agua con volumenes pequefios (<2
L), se aisla tradicionalmente al PMMoV usando métodos basados en adsorcion-elucion
empleando membranas electronegativas (Betancourt et al., 2014; Kitajima et al., 2014;
Sangsanont et al.,, 2016; Schmitz et al., 2016; Kato et al., 2018; Sassi et al., 2018;
Shrestha et al., 2018; Tandukar et al., 2018). En ocasiones estas muestras concentradas
se utilizan para realizar una segunda concentracion a traves de la precipitacion quimica
mediante la adicion de PEG (Hamza et al., 2011a) o pasos adicionales con filtros
centrifugos como el Centriprep YM-50 (Kitajima et al., 2014; Kuroda et al., 2015; Kitajima,
Sassi y Torrey, 2018) y filtros Centricon Plus-70 (Sangsanont et al., 2016).

Ademas, se han empleado filtros centrifugos para concentrar directamente volumenes
mas pequefios (<20 mL) como método primario (Rosario et al., 2009). También ha sido
posible extraer directamente el material genético de PMMoV de membranas
electronegativas, que son utilizadas en los métodos de adsorcion-elucion (Hughes et al.,
2017; Symonds et al., 2017; Ahmed et al., 2018).

Todos los métodos de concentracion de virus mencionados anteriormente se han
desarrollado para virus entéricos que tienen formas y estructuras de capside diferente en
comparacion con el PMMoV. Por ello, las futuras investigaciones deberian garantizar que

este virus se concentre de manera similar (Kitajima, Sassi y Torrey, 2018). Ademas, el
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uso de controles de proceso, que generalmente es un virus similar al virus de referencia
que sera analizado, son necesarios para asegurar una concentracion y deteccion de virus

efectiva (Haramoto et al., 2018).

Recientemente, en un estudio realizado por Kato et al. (2018), incorporaron al virus
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV), también perteneciente al género
Tobamovirus, como un control del proceso de concentracion de virus para PMMoV (Kato
et al., 2018). No obstante, el virus Murine norovirus (MNV) se ha introducido ampliamente
como un control molecular en diferentes estudios (Haramoto et al., 2018). Sin embargo,
el MNV es filogenéticamente y morfolégicamente diferente (PMMoV forma de barra y
MNYV forma icosaédrica) y tiene una carga superficial diferente (pl: 3.2—-3.8 para PMMoV
y pl: 4.8 para MNV (Kitajima et al., 2014). Por lo cual, el CGMMV que tiene una mayor
similitud con el PMMoV, ha sido elegido como un control molecular mas apropiado para
este tipo de estudios (Kato et al., 2018).

2.6.2.1 Métodos empleados para concentracion de HAdV en muestras de agua

Los HAdV como otros virus necesitan ser concentrados cuando se quieren detectar en
las muestras ambientales y especialmente en ambientes acuéticos, antes de que se
pueda lograr la deteccion, debido a que se encuentran tipicamente en concentraciones

bajas y ademas por su pequefio tamafio (Jiang, 2006; Allard y Vantarakis, 2019).

Para muestras con voliumenes pequefios (<1 L), las muestras de aguas residuales no
tratadas utilizadas para detectar HAdV se pueden procesar por ultrafiltracion de flujo
tangencial con filtros de fibra hueca (Carducci y Verani, 2013), mediante
ultracentrifugacion (Calgua et al.,, 2008; La Rosa et al., 2010), asi como por
adsorcion/elucion usando membranas electronegativas (Rigotto et al., 2009; Fong et al.,
2010; Grgndahl-Rosado et al., 2014). En muestras con volumenes de 1-10 L, que
normalmente se aplican para analizar aguas residuales tratadas, se han concentrado a
este virus entérico utilizando filtros de fibra hueca (Carducci et al., 2009; Carducci y
Verani, 2013), mediante ultracentrifugacion (Bofill-Mas et al., 2006; La Rosa et al., 2010)
y counmente a través del uso de membranas electronegativas (Schlindwein et al., 2010;
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Prado et al., 2011; Hokajarvi et al., 2013; Silverman et al., 2013; Adefisoye et al., 2016).
Mientras que para muestras con volumenes promedios mayores (>10 L), se aisla
regularmente a HAdV en aguas superficiales, costeras, subterraneas y potable, a través
de métodos tales como membranas electronegativas (Haramoto et al., 2007; Fong et al.,
2010; Futch, Griffin y Lipp, 2010; Fongaro et al., 2013), con membranas electropositivas
Zeta Plus 1MDS (Ogorzaly et al., 2010), también con filtros Nanoceram (Love et al.,
2014), filtros de lana de vidrio (Borchardt et al., 2012) al igual por ultrafiltracion de flujo
tangencial con filtros de fibra hueca (Dong, Kim y Lewis, 2010; Rhodes et al., 2016).
Ademas, es comun que se utilice una segunda o tercera concentracion a las muestras
empleando precipitacidon quimica mediante la adicion de PEG (Borchardt et al., 2012;
Carducciy Verani, 2013; Grgndahl-Rosado et al., 2014; Love et al., 2014) o la separacion
fisica con filtros centrifugos como el Centriprep YM-50 (Haramoto et al., 2007; Futch,
Griffin y Lipp, 2010; Fongaro et al., 2013; Adefisoye et al., 2016) y filtros Amicon Ultra
100K (Fong et al., 2010).

No obstante, se han utilizado algunas técnicas de reconcentracion como métodos
primarios como por ejemplo, mediante precipitacion quimica con PEG (Dong, Kim vy
Lewis, 2010; Hewitt et al., 2013), por floculacion organica con extracto de carne
(Rodriguez et al., 2013), con agentes aglutinantes como las Celitas (Brinkman et al.,
2013), asi como con filtros centrifugos (Sidhu, Ahmed y Toze, 2013). También este virus
ha sido detectado a través de la extraccion directa del material genético de membranas
electronegativas (Ahmed et al., 2015).

En cuanto a la determinacién de la eficiencia en la recuperacion del HAdV se ha utilizado
el bacteriéfago PP7 en muestras de agua superficial (Kundu, McBride y Wuertz, 2013) y
al bacteriofago MS2 en muestras de agua costeras y pluviales (Dong, Kim y Lewis, 2010).
También, el Poliovirus (PV) ha sido empleado como control de eficiencia en muestras de
agua superficial (Hata et al., 2014) e incluso algunos serotipos de este mismo virus
(HAdV-5) en muestras de agua residual y superficial (Prevost et al., 2015). Estos virus
han sido probados en muchas investigaciones como un modelo de comportamiento de

virus entérico en el tratamiento del agua, los cuales tiene propiedades y caracteristicas
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bien conocidas. Ademas, estos virus son indicadores de bajo riesgo, facil de enumerar o

de cuantificar (Dong, Kim y Lewis, 2010).
2.7 Métodos de deteccidn de virus en agua

La investigacion de los virus presentes en medios acuaticos, necesita un proceso de
recuperacion de las particulas viricas e incluir un andlisis para la detecciéon de los virus
estudiados (Calgua de Leon, 2013). En las ultimas décadas, el empleo de técnicas de
biologia molecular ha permitido incrementar la sensibilidad y especificidad. Ademas,
proporcionan resultados en el menor tiempo posible (Pina Pedrero, 2001). No obstante,
la deteccidon molecular de virus en el ambiente no aporta informacion sobre la viabilidad

de las particulas viricas (Sobsey et al., 1998).

A pesar de la vital contribucién de los microorganismos en los sistemas acuaticos, no
todos pueden ser investigados frecuentemente en estos sistemas, entre ellos los virus,
ya que son muy numerosos y cada uno requiere de métodos especificos para su
deteccidn en el agua (IDRC, 1997).

Los métodos de deteccion de virus se han aplicado durante muchos afios en el
diagnostico médico. Algunos de estos métodos han sido modificados y adaptados para
ser utilizados en el analisis de muestras ambientales (Hryniszyn, Skonieczna y
Wiszniowski, 2013). En la Tabla 4 se analizan las herramientas de deteccion mas

aplicadas en virologia ambiental.
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Tabla 4. Comparacion de métodos utilizados para la deteccién de virus en fuentes ambientales (Tomada y
modificada de Fong y Lipp, 2005; Hamza y Bibby, 2019).

Métodos

Ventaja

Desventajas

Técnicas de infectividad

Inoculaciéon en
Animales

Permite estudiar patogenicidad

Método lento y costoso
Aplicable so6lo a algunos virus

Cultivo celular

Permite estudiar viabilidad
Permiten cuantificar particulas
infecciosas

Sensibilidad variable en funcion de la
linea celular y el tipo de virus
Aplicable sélo para algunos virus
Método lento y caro

Necesidad de utilizar de forma
combinada técnicas inmunolégicas o
moleculares

Técnicas de micro

scopia

Microscopio
electrénico

Deteccion rapida
Informacién morfoldgica

Baja sensibilidad

Posibilidad de confusién ya que el
diagnostico se realiza basandose en
criterios morfologicos

Técnicas molecu

PCR punto final

Deteccion rapida

Mayor sensibilidad y
especificidad en comparacién
con el cultivo de células

Presencia o ausencia solamente
Inhibidores presentes en las
muestras ambientales pueden
interferir con la amplificacion

Varios tipos, grupos o especies
de virus se pueden detectar en

Dificil de lograr la igualdad de
sensibilidad para todas las especies
de virus especificos, grupos o tipos

Multiplex PCR una sola reaccién . SPoS B
s . *  Puede producir la amplificaciéon no
Deteccidn rapida y bajo costo o .
especifica en muestras ambientales
Proporciona datos cuantitativos * Costo elevado
gPCR Bajo riesgo de contaminacion + Sensible a los inhibidores
Muy sensible y especifico * Incapaz de evaluar la infectividad
Menos afectado por los :
L i * Instrumentos y reactivos costosos
inhibidores de la PCR,; o
PCR Digital Mayor precision * Volumen de reaccion limitado

No se realiza curva estandar

Bajo rango dinamico y rendimiento

Metagendmica

No es necesario cultivar o
clonar antes del analisis de
secuencias

Proporciona informacion
detallada sobre diversidad
microbiana

Costoso

Analisis de datos complejos

No puede estudiar genomas menos
abundantes

Métodos alin en desarrollo
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En la aplicacion de estas técnicas de deteccion se requieren pasos previos de extraccion
y purificacion de los acidos nucleicos (ADN/ARN) virales, lo cual es fundamental para
lograr la sensibilidad de deteccién requerida considerando el nimero relativamente bajo
de particulas virales presentes en aguas ambientales (Girones et al., 2010; Saavedra,
Tovar y Betancourt, 2012).

Con la contribucion de dichas técnicas como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), la utilizacion de esta
metodologia para la deteccion de virus en sistemas acuaticos ha sido rapida, especifica
y de una sensibilidad de hasta una particula viral (Hryniszyn, Skonieczna y Wiszniowski,
2013; Hamza y Bibby, 2019). De igual manera, al desarrollarse la técnica de transcriptasa
reversa seguida de la reaccidbn en cadena de la polimerasa (RT-PCR), ha sido
especialmente importante para la deteccién de virus de ARN (Grabow, Taylor y de Villiers,
2001). La especificidad de estas dos técnicas radica en que se detectan secuencias de
nucleodtidos del genoma del virus de interés, aunque no es posible saber si los virus
detectados son activos o infecciosos (Sobsey et al., 1998; Abbaszadegan, Stewart y
LeChevallier, 1999).

La mayoria de virus de origen fecal no se pueden detectar con los métodos
convencionales de cultivo celular o su eficacia de deteccién es muy bajo. Por esta razén,
los métodos moleculares para virus en el agua, han encontrado rapidamente su camino
en el andlisis del medio ambiente, ya que pueden ser muy especificos para especies
particulares y proporcionar mas informacion filogenética sobre los patdégenos. Por lo
tanto, los métodos moleculares parecen ser mas adecuados para las evaluaciones de

riesgos para la salud (Girones et al., 2010; Ramirez-Castillo et al., 2015).
2.7.1 Deteccion de virus en agua mediante PCR cuantitativa (QPCR)

La sensibilidad de la técnica de PCR en punto final es muy elevada, pero presenta
algunas desventajas. Por ejemplo, tiene una alta probabilidad de tener falsos positivos
por contaminacién y, ademas, no proporciona datos cuantitativos. Para resolver este

ultimo problema, se han generado unas variaciones sobre el esquema inicial de la PCR,
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dando lugar a la PCR cuantitativa (QPCR), o PCR en tiempo real (Girones et al., 2010).
La importancia en la gPCR es la posibilidad de detectar en tiempo real nuestro gen de
interés. Para llevar a cabo esta deteccion existen varios métodos, pero casi todos
basados en la utilizacion de otro fragmento de ADN complementario o en sistemas
fundamentados en reporteros fluorescentes (Foy y Parkes, 2001; Zipper et al., 2004). En
general, estas técnicas pueden ser clasificadas en métodos especificos y no especificos
(Figura 9).

Los métodos especificos se basan en el principio conocido como transferencia de energia
de resonancia fluorescente (FRET por sus siglas en inglés) para generar la sefial; esta
técnica consiste en transferir energia desde un donador (reportero) fluorescente a un
aceptor (apagador o quencher) (Kubista et al., 2006). Existen dos métodos especificos
basadas en hidrolisis, por hibridacion y sondas de horquilla. Los primeros se basan en
sondas que tienen incorporada una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe la
fluorescencia, de tal forma que solo cuando la sonda es desplazada de un sitio por accion
del ADN polimerasa, la molécula fluorescente se libera de la accion del inhibidor de la
fluorescencia, y emite fluorescencia al ser iluminada. La cuantificacion de la fluorescencia
emitida durante cada ciclo sera proporcional a la cantidad de ADN que se esta
amplificando. Un ejemplo de estos sistemas son las sondas comerciales conocidas como
TagMan (Livak, Flood y Marmaro, 1995; Cornejo, Serrato y Rendon, 2014) (Figura 9b).

Los métodos no especificos son aquellos que se basan en el empleo de moléculas
intercalantes que tienen afinidad por el ADN de doble cadena (se unen al surco menor) y
cuando son oxidados producen una sefal fluorescente. Dicha fluorescencia emitida es
detectada en la etapa de extension de cada ciclo y es proporcional al nUmero de copias
de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR. La sonda mas utilizada para
estos fines se llama SYBR Green (Lutfallay Uze, 2006; Cornejo, Serrato y Rendon, 2014)
(Figura 9a).
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Figura 9. Métodos para la realizacién de PCR cuantitativo: no especificos (a. colorante SYBR Green) y especificos
(b. sonda TagMan) (Tomada de https://image.slidesharecdn.com/meltcurvepesentationv4-150402130636-conversion-
gate01/95/understanding-melt-curves-for-improved-sybr-green-assay-analysis-and-troubleshooting-3-
638.jpg?ch=1427980186)

2.8 Lapeninsula de Yucatan: problemética de contaminacion del acuifero

A nivel nacional se reconoce que los acuiferos de la peninsula de Yucatan (PY) son la
gran reserva de agua dulce del pais. En la PY, como en cualquier zona de karst (deriva
del aleman y significa “pais rocoso” utilizado en un principio para referirse a una region
de roca caliza) (Renault, 1986), el acuifero es la principal fuente de abastecimiento para
todas las actividades humanas (uso y consumo humano) y soporta gran cantidad de

biomasa terrestre (Bautista, 2011) .

Una caracteristica importante de la PY es la presencia de cenotes, los cuales son los mas
abundantes sistemas acuaticos permanentes de la region suroeste de México (Schmitter-
Soto et al., 2002). El término cenote es una palabra de origen maya ts’ono’ot o d’zonot,
gue significa caverna con depdsito de agua y se refiere a cualquier espacio subterraneo
con agua, con la Unica condicion de que esté abierto al exterior en algun grado y son los
principales signos visibles del sistema acuatico subterraneo distintivo de la PY (Beddows
et al., 2007).
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En los dltimos afios, el incesante desarrollo econdmico y el crecimiento de la poblacion
de la PY constituye un serio riesgo para la calidad del agua subterranea, ya que en las
areas urbanas se presenta un panorama complejo de actividades humanas
potencialmente contaminantes (Foster et al., 2002; Bauer-Gottwein et al., 2011). Ya que
una parte de la poblacion que no cuenta con los servicios de drenaje sanitario y
saneamiento, recurren a sistemas alternativos para la evacuacion de las aguas residuales
gue generan, como son las fosas sépticas mal disefiadas (Granel y Hita, 2002;
FONATUR, 2014). Tan solo en las zonas conurbadas del norte del estado de Quintana
Roo, se estima que existen 140 mil viviendas ubicadas en sitios irregulares carentes de
servicios publicos. Ante la falta del vital liquido los habitantes recurren a diversas
practicas para conseguir el agua, como es la instalacion de pozos a particulares y el

acarreo del agua desde diversas fuentes alternas como los cenotes (CAPA, 2016).

La calidad del agua subterrAnea de la PY puede deteriorarse debido a un rapido
desarrollo urbano y al aumento en la densidad poblacional, ya que es una de las
principales regiones turisticas en México (Secretaria de Turismo del estado de Quintana
Roo, 2017). Por ejemplo, una practica comun en la PY es disponer de las aguas
residuales tratadas a traves de la inyeccidn a los acuiferos de la zona, la introduccion de
estos contaminantes aumenta el riesgo de que las aguas residuales, con el tiempo,
contaminen el acuifero de abajo hacia la superficie (Beddows et al., 2005; Leal-Bautista
et al., 2013). Por lo cual, esto deriva en un aumento significativo del potencial de
contaminacion de las aguas subterraneas (Perry et al., 1989; Marin y Perry, 1994; Mc
Murry et al., 1998).

2.9 Contaminacién microbioldgica del agua en la Peninsula de Yucatan

En los ultimos afios, se ha reportado la presencia de diversos contaminantes en las aguas
subterraneas del acuifero de la PY (Pacheco y Cabrera, 1997; Vazquez-Borges, 1997).
En la region se han realizado varios estudios para determinar las causas y los efectos de

los contaminantes que resultan de las actividades humanas (Marin et al., 2000; Metcalfe
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et al., 2011), con un énfasis particular en la contaminacion bacteriolégica (Hernandez-
Terrones et al., 2011; Leal-Bautista et al., 2013).

Por lo que respecta a los virus, en los Ultimos afios se han realizado pocos estudios sobre
la presencia de estos microorganismos en cuerpos de agua en la PY. Uno de los primeros
trabajos se llevé a cabo por Rosiles-Gonzalez et al., 2017, en el cual se reporto la
presencia de colifagos y del virus de plantas PMMoV en agua de cenotes y salobre
(Rosiles-Gonzéalez et al., 2017). De igual manera, en ese mismo afio se detecto la
presencia de colifagos asi como al virus entérico HAdV (Avila-Torres, 2017) y
posteriormente se reportd la presencia de Norovirus Gl y Norovirus Gll en el acuifero
(Rosiles-Gonzalez et al., 2019). Algunos otros trabajos han reportado la presencia de
HAdV, Aichivirus (AiV), NoV (Gl y GIl) y HAdV en cenotes y en descargas de agua
subterrdnea en la zona costera (Hernandez-Flores, 2018; Mufioz-Cortes, 2018; Negrete-
Alcalde, 2019).

Con base en lo anterior, surge la necesidad de optimizar métodos para determinar la
cantidad de los virus PMMoV y HAdV presentes en el acuifero de la PY, ya que estos
resultados tienen el fin de tener un mejor panorama que permita predecir o minimizar los
riesgos para la salud de la poblacion expuesta a cuerpos de agua contaminados con

materia fecal.
3 Justificacion

Actualmente se necesitan indicadores precisos de contaminacion fecal para minimizar
los riesgos para la salud publica asociados con la contaminacioén de aguas residuales en
ambientes acuaticos. Sin embargo, los indicadores bacterianos utilizados actualmente
para monitorear la calidad del agua no siempre se correlacionan con la presencia de

patogenos virales.

Recientemente se ha propuesto al virus de plantas Pepper mild mottle virus (PMMoV) y
los Adenovirus Humanos (HAdV) como un posible indicador fecal en agua, puesto que

se han reportado su presencia en concentraciones de hasta 108 CG/L en diferentes
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muestras de agua como: residual, tratada, potable, superficial, marina e incluso en aguas

subterraneas.

Debido a que la presencia de estos virus en diversos cuerpos de agua es muy frecuente,
incluso ambos han sido reportados en la PY, es de suma importancia conocer el estado
de los cuerpos de agua y conocer en qué medida la presencia de los virus esta
relacionada con la salud publica. Sin embargo, existen una gran variedad de métodos
para concentrar y detectar a PMMoV y HAdV en muestras de agua, aunque se ha
observado que la eficiencia de los métodos depende del tipo o cuerpo de agua entre otros
factores. Por ello, es de gran importancia contar con métodos de diagnéstico rapidos,
econdémicos y eficientes que permitan monitorear la presencia de estos virus en una

variedad de aguas ambientales.
4 Hipotesis

La comparacion de los métodos para concentrar muestras y detectar virus como PMMoV
y HAdV presentes en el agua, permitira identificar un método eficiente que puede

aplicarse en diferentes cuerpos de agua del acuifero de Quintana Roo.
5 Objetivo general

Optimizar métodos para determinar la presencia de los virus PMMoV y HAdV en cuerpos

de agua de la zona norte de Quintana Roo.
6 Objetivos especificos

e Realizar la concentracion de las muestras de agua a través del uso de tres
métodos

e Cuantificar al PMMoV y a los HAdVs a través del ensayo de gPCR utilizando
sondas TagMan y SYBR Green en diferentes muestras de agua concentradas a

través de tres métodos
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e Comparar los métodos de concentracion y las concentraciones obtenidas del
PMMoV y de los HAdVs
e Realizar una valoracion técnica y econdémica de las metodologias utilizadas para

determinar la presencia de PMMoV y HAdV en diferentes tipos de agua
7 Materiales y métodos

7.1 Estrategia experimental

Para determinar la presencia del PMMoV y de HAdVs en los cuerpos de agua bajo
estudio, los volumenes de las muestras colectadas para cada virus (50 L, 20 L, 10 Ly
dos muestras de 5 L), se concentraron para obtener las particulas virales y la posterior
deteccidn por técnicas moleculares. Para ello, se realizé la concentracion de las muestras
mediante tres métodos; el primero método fue por ultrafiltracion tangencial, seguido de
una precipitacién con PEG y una centrifugacion siguiendo la metodologia descrita por Hill
et al. (2007) y Hernandez-Morgan et al. (2009) y finalmente una separacion entre fases,
de la cual se seleccioné la fase acuosa superior. EI segundo método fue por filtracion
tradicional, para esto se utilizaron filtros cargados negativamente de acuerdo a lo
publicado previamente por Katayama et al. (2002), el cual consisti6 en un
acondicionamiento de la muestra con MgClz, seguido de un enjuague acido mediante
acido sulfarico y la elucion alcalina de las particulas viricas con hidroxido de sodio. En el
tercer método se utilizé la misma metodologia que el método 2, sin embargo, a estas
muestras se les aplic6 una segunda concentracion por ultrafiltracibn mediante filtros
centrifugos. Posteriormente, se extrajo el ARN total para obtener el ADNc asi como el
ADN total que se utilizaron como templado para la cuantificaciéon del PMMoV y del HAdV,
respectivamente. Para determinar las concentraciones virales se utilizé la PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR), empleando dos metodologias diferentes (SYBR
Green y Sonda TagMan), para ello se utilizaron cebadores y sondas especificas para los
virus a estudiar. Las concentraciones se expresaron en Copias de Genoma viral por Litro

de agua (CGI/L). El esquema de la estrategia experimental se muestra en la Figura 10.
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Tipo de muestra:
Dulce (4), Salobre (2) y Residual (1)

Volumen de muestra:
5(x2), 10,20y 50 L

Concentracion

Método 1: UFT Método 2: FAE Método 3: FAE/UF

Cuantificacion

Sonda TagMan SYBR Green

Evaluacion técnica y econdmica

Figura 10. Diagrama de la estrategia experimental seguida para cumplir los objetivos del presente trabajo.

7.2 Areade estudio y colecta de muestras de agua

Se colectaron un total de 35 muestras de agua a partir de siete sitios ubicados en la zona
norte de Quintana Roo. La zona de colecta comprendio las localidades de Cancun, Puerto
Morelos, Leona Vicario y la localidad de Akumal (Figura 11). Cuatro sitios corresponden
a cuerpos de agua dulce (dos pozos y dos cenotes), dos son sitios de agua salobre
(mezcla de descargas de aguas subterraneas y agua de mar) y un sitio de efluente de

planta de tratamiento de aguas residuales (Tabla 7). Ademas, se colectaron 3 volumenes
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de agua diferentes (50, 20 y 10 L) los cuales fueron concentrados por el método 1. Se
colectaron 5 L (dos veces) los cuales fueron procesados de acuerdo al método 2 y el
método 3 (5 L para el método 2 y 5 L para el método 3). Se determind la calidad del agua
mediante la medicion de parametros fisicoquimicos tales como temperatura (°C),
conductividad eléctrica (uS/cm), salinidad y sélidos disueltos totales (g/L), utilizando una
sonda multiparamétrica YSI 600QS, mientras que el Ph y oxigeno disuelto (mg/L) se
midieron con una sonda HACH HQd. Todos los parametros se midieron in situ por
triplicado durante las colectas. Las muestras se recolectaron en la superficie del cuerpo
de agua y se almacenaron en contenedores de 10 L de polietileno a temperatura
ambiente. En campo, antes de tomar la muestra, los contenedores fueron enjuagados

tres veces con agua del sitio de colecta.
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Figura 11. Ubicacion de los sitios de muestreo en la zona norte de Quintana Roo, México.
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Tabla 5. Nombres, ubicaciones y tipo de los cuerpos de agua colectados para este estudio.

Tipo de muestra Sitio de Localidad Numero asignado
muestreo a cada muestra
Agua Pozo Casa- Alfredo V. 1
subterranea Habitacion Bonfil
Agua Pozo de Puerto 5
Agua subterranea Extraccion Morelos
dulce Leona Vicario Leona
Cenote urbano o 3
Carretera Vicario
Cenote rural Leona Vicario Leona 4
Ciudad Vicario
Descarga c’ie agua Punta Norte Akumal 5
Agua subterranea
salobre Descarga Qe agua Punta Sur Akumal 6
subterranea
Agua Efluente de PTAR PTAR Akumal 7
residual

7.3 Método 1 — Concentracion de particulas virales por Ultrafiltracion Tangencial
(UFT)

Las muestras ambientales se concentraron mediante el método descrito por Hill et al.
(2007) y Hernandez-Morga et al. (2009), con ligeras modificaciones (Figura 12). Se utilizo
un filtro de didlisis de la marca Fresenius F80A de fibra hueca de polisulfona con un
didmetro 200 um y un area nominal de 1.8 m?. El tamafio del poro utilizado retiene
particulas de un peso molecular de 15,000 — 20,000 MWCOs. Todos los materiales y

soluciones fueron esterilizados antes de cada uso y los filtros no se reutilizaron.
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Figura 12. Fotografia del sistema de ultrafiltracion tangencial utilizado para este estudio (UCIA, 2018).

Previo a la ultrafiltracién se adicion6 Polifosfato de Sodio (NaPP) a cada muestra de agua
para obtener una concentracién de 0.01 % (w/v) y se mezclé mediante agitacién manual.
Después, se circuld 500 mL de la solucién de blogueo (NaPP al 0.1%) con un flujo de
1700 mL/min por ~15 min, manteniendo el puerto de permeado cerrado y aplicando
presién menor a 10 psi a la manguera del retentado. El valor del flujo se mantuvo durante
todo el proceso. Transcurrido este tiempo, se procedié a abrir el puerto de permeado y
se recirculd la solucién de blogueo hasta que toda la solucién inicial sali6é por el puerto de
permeado. Posteriormente, las muestras de agua/NaPP (10, 20 y 50 L) se recirculo en el
sistema de ultrafiltracion con el puerto de permeado abierto y se aplico presion a la
manguera del retentado manteniendo la presion menor a 10 psi. Obteniendo asi un
concentrado final entre 100 a 200 mL de la muestra inicial. Se repitié lo anterior para
concentrar todas las muestras colectadas. Después, se hizo circular 500 mL de la
solucién de retrolavado (Tween 80 al 0.01%, NaPP al 0.01% y Antifoam Y-30 al 0.001%)
por 5 min en el sistema de ultrafiltracion con el puerto de permeado cerrado y de igual
forma se quito la presion ejercida a la manguera del retentado. Transcurrido este tiempo,
se procedi6 a abrir el puerto de permeado con una presion aplicada menor a 10 psi a la
manguera del retentado y se recirculd la solucidn de retrolavado hasta que se obtuvo un
concentrado final entre 150 a 200 mL de la solucién inicial. ElI volumen concentrado de
las muestras de agua se afiadi6 al volumen del concentrado del retrolavado hasta obtener

un volumen final de 350 mL para las muestras de 50 L y 250 mL para las muestras de 20
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y 10 L. Este concentrado final se le realiz6 una segunda concentracion para la
precipitacion de las particulas virales como lo describié previamente (Hernandez-
Morgan, 2009). Para esto, se le agrego Polietilenglicol (PEG 8000) al 12% y NaCl a 0.8
mol/L. Se mezclé hasta homogenizar y se incub6 toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia,
la tercera concentracion se llevé a cabo centrifugando a 7000 rpm por 30 min a 4 °C,
descartando el sobrenadante y concentrando todo el volumen obtenido. Se rescataron
las pastillas y se resuspendieron con 5 mL de Buffer Fosfato Salino (PBS) 1X. De igual
manera, se afiadieron 5 mL de Butanol:Cloroformo (1:1), se mezclé por inversion 10
veces y se centrifugé a 7000 rpm por 15 min a 4 °C. Posteriormente, se rescato la fase
acuosa y se separaron en alicuotas de 1.5 mL. Finalmente, se almacenaron los

concentrados a -18 °C (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de flujo de concentracion de particulas virales en agua por el método 1 (UFT).
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7.4 Método 2 — Concentracion de particulas virales por Filtracion de Adsorcién-
Eluciéon (FAE)

De igual manera, las particulas virales se concentraron mediante un método similar al
descrito por Katayama et al. (2002), con ligeras modificaciones (Figura 14). Brevemente,
las muestras de aguas se acondicionaron con MgCl: a 2.5 M para obtener una
concentracion final de 25 Mm (es decir, 1 mL de MgClz por cada 100 mL de muestra) y
se mezcld vigorosamente. Esto se realiz6 para que los virus se adhieran al filtro por un
diferencial de cargas. Después, en volimenes de 200 mL se transfirio la muestra
acondicionada a un filtro electronegativo de esteres de celulosa con un tamafio de poro
de 0.45 pm (HAWP-090-00, Merck Millipore), unido a un portafiltro de plastico aplicando
vacio hasta que el filtro se bloque6 en ~95%. Luego, se realiz6 un enjuague con acido a
la membrana con 200 mL de H2SOsa 0.5 Mm (pH 3) para remover los cationes que se
encontraban en el filtro. Posteriormente, se realiz6 una elucién alcalina con 10 mL de
NaOH a 1 Mm (pH 10.3) para eluir los virus en el filtro, el eluato se recibié y neutralizo
con ayuda de un tubo Falcon de 50 mL que contenia 10 pL de H2SOsa 100 Mm y 100 pL
de TAE 1X. Por ultimo, se almacenaron los concentrados a -18 °C (Figura 15).

Figura 14. Fotografia del sistema de filtracién por adsorcion-elucion utilizado para este estudio (UCIA, 2018).
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Figura 15. Diagrama de flujo de concentracion de particulas virales en agua por el método 2 (FAE).

7.5 Método 3 - Concentracién de particulas virales por Filtracion Adsorcion-
Elucion/Ultrafiltracion (FAE/UF)

Con respecto a este método, primero se concentraron las muestras a partir del método 2
y posteriormente al volumen obtenido se le realizé una segunda concentracion mediante
un filtro centrifugo (Centriprep® YM-50, Merckmillipore®) con un limite de peso molecular
nominal (NMWL) de 50 kDa, tal como lo describe Kitajima et al., (2004). Para esto, se
adiciono el concentrado que se obtuvo por el método 2 al filtro centrifugo y se centrifugé
a 2,500 rpm durante 10 min. Se descart6 la porcion que paso a través de la membrana y
se centrifugé nuevamente a 2,500 rpm durante 5 min para obtener un volumen final de
600 — 650 L y se conservo a -18 °C (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de flujo de concentracion de particulas virales en agua por el método 3 (FAE/UF).

7.6 Caélculo del factor de reduccion de las muestras de agua concentradas

Para la obtencion del factor de reduccién del volumen de las muestras de agua que fueron

concentradas mediante los métodos 1, 2 y 3, se calcularon de la siguiente manera:

Volumen de la muestra inicial (L)

Factor d duccioéon =
actor gereduccion Volumen de la muestra final (L)

Donde, el volumen inicial corresponde al volumen total de la muestra que fue procesada
a través de los tres métodos de concentracion viral, mientras que el volumen final se
refiere al volumen total de la muestra que se obtuvo luego de ser concentradas mediante

los tres métodos de concentracion viral.

59



7.7 Extracciéon de ADN gendmico

Para la extraccion de DNA total de las muestras de agua concentradas se utilizo el kit
QIAmp@ DNA Mini Kit (Qiagen@), con el doble del volumen por muestra y reactivos en

relacion a lo indicado en las instrucciones del fabricante, que se describen a continuacion:

Previamente, se limpio el area, equipos asi como materiales con alcohol y cloro. En un
tubo Eppendorf, se pipetearon 40 ul de Proteinasa K. Al tubo se le adicionaron 400 pl de
muestra de agua concentrada. Después, a la mezcla anterior se le afiadieron 400 pl de
buffer AL2, se homogeneiz6 mediante agitacion por vortex durante 15 seg y se incubo en
bafio seco a 56 °C por 10 minutos. Después de la incubacion se agregaron 400 mL de
etanol 96-100 % a la mezcla y se mezclo en un vortex, se centrifugd la mezcla para quitar
gotas de tapa y paredes del tubo. Seguidamente, la mezcla obtenida en el paso anterior
se traslad6 a una mini columna y se centrifugé a 8,000 rpm por 1 min, la mini columna se
colocd un nuevo tubo colector, descartando el anterior con el filtrado. Después se
afladieron 500 ul de Buffer AW1 a la mini columna y se centrifugé a 8,000 rpm por 1 min.
Nuevamente se cambid la mini columna a un nuevo colector, descartando el anterior y se
afiadieron 500 pl de Buffer AW2 a la mini columna y se centrifugé a 13,000 rpm por 3
min. Luego, se coloco la mini columna en un tubo Eppendorf nuevo, descartando el
colector anterior con el filtrado y el tubo con la mini columna se centrifugé a 13,000 rpm
por 1 min. Luego, se cambié el tubo Eppendorf por uno nuevo y se afiadieron 30 ul de
Buffer AE dejando incubar 3 min a temperatura ambiente. Una vez concluido el tiempo
de incubacion, el tubo con la mini columna se centrifugd a 8,000 rpm por 1 min. Del mismo
modo, se afiadieron 20 pl de Buffer AE y se dej6é incubar 3 minutos a temperatura
ambiente antes de centrifugarlo a 8,000 rpm por 1 min. Finalmente, se descartd la mini

columna mientras que el tubo con el ADN total se almacené a -80°C.

Para verificar el resultado de la extraccion de ADN, se realiz0 una electroforesis en un
gel de agarosa al 1% (0.6 g de agarosa + 60 mL de solucién TAE 1X+ 3 pL de bromuro
de etidio) y se corrieron 5 uL del DNA extraido a 80 volts por 30 minutos. Para realizar la

lectura de las bandas, se emple6 un transiluminador 3UV (UVP®).
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7.8 Extracciéon de ARN gendmico

Se realiz0 la extraccion de ARN total de las muestras de agua concentradas mediante el
kit QIAmp@ RNA Mini Kit (Qiagen@), empleando para este trabajo el doble del volumen
por muestra y reactivos en relacion a lo indicado en las instrucciones del fabricante. El

método se describe a continuacion:

Previamente, se limpi6 el area, equipos y materiales con alcohol, cloro y RNaseZap™
(Sigma-Aldrich®). En un tubo Falcon de 15 mL, agregaron 1,120 uL de Buffer AVL y 11.2
pL de Buffer AVE. Posteriormente, se agregaron 280 pL de muestra de agua concentrada
y se agité con un vortex durante 15 seg para homogeneizar. La mezcla se dejé incubar a
temperatura ambiente por 10 min y después se centrifugé brevemente para remover
gotas en la tapa y paredes del tubo. A la mezcla se adicionaron 1,120 pL de etanol al 96-
100 %. De la solucion obtenida en el paso anterior, se agregaron 630 pL a una mini
columna la cual fue centrifugada a 8,000 rpm por 1 min. El tubo de colecta junto con el
filtrado fue desechado y la mini columna se cambié a un nuevo tubo colector.
Posteriormente, se agregaron 500 pL de Buffer AW1 a la mini columna y se centrifugé a
8,000 rpm por 1 min. La mini columna se cambi6 a un tubo colector nuevo y se descarto
el anterior con el filtrado. A la mini columna se le agregaron 500 yL de Buffer AW2 y se
centrifugd a 13,000 rpm por 4 min. Nuevamente, la mini columna fue cambiada a un tubo
de colecta nuevo y se centrifugd a 13,000 rpm por 1 min. El tubo con el filtrado fue
descartado y la mini columna se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo y se le agregaron
30 pL de Buffer AVE. Se dejé incubar 4 min. a temperatura ambiente. Se centrifugo el
tubo con la mini columna a 8,000 rpm durante 1 min y se repetir la operacion, afiadiendo
20 pL de Buffer AVE, incubando 4 min. para posteriormente centrifugar a 8,000 rpm por
1 minuto. Finalmente, se descart6 la mini columna mientras que el tubo con el ARN total

se almaceno a -80°C.

Para verificar el resultado de la extraccion de ARN, se realizé una electroforesis en un
gel de agarosa al 1% (0.6 g de agarosa + 60 mL de solucién TAE 1X+ 3 puL de bromuro
de etidio) y se corrié a 80 volts por 30 minutos. Para realizar la lectura de las bandas, se

empled un transiluminador 3UV (UVP®).
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7.9 Obtencién de cDNA

A partir del ARN total extraido de cada muestra de agua, se obtuvo el ADNc usando el
iScript™ Advance cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR de Bio-Rad, siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante y utilizando los volimenes de los reactivos detallados en la
siguiente (Tabla 8).

Tabla 6. Componentes y volimenes necesario para una reaccion de ADNc.

Reactivos: Volumen:
5x iScript Adv Reaction Mix 4 uL
iIScript Adv Reverse Transcriptase 1 uL
Agua libre de nucleasas 10 uL
Muestra de RNA 5uL
Volumen final 20 yL

Por otra parte, las muestras se introdujeron en un termociclador The SimpliAmp™
(Thermo Fisher Scientific® Inc.). Las reacciones se llevaron a cabo en dos ciclos: 1 ciclo
para la transcripcion reversa de 20 min. a 46°C seguida de 1 ciclo para la inactivacion de
la transcriptasa reversa (RT) de 1 min. a 95°C. Finalmente, las muestras se almacenaron

a -80°C en el ultracongelador (Thermo Scientific®) para su posterior cuantificacion.
7.10 Cuantificacion de las particulas virales mediante qPCR (PCR cuantitativa)
7.10.1 Curva estandar

Para construir la curva estandar para el PMMoV y el HAdV fue necesario cuantificar la

concentracion del producto clonado con la siguiente ecuacion:
n
ADN (ﬂ—‘g) x 1(g) x 10° x 1(mol) ~

PM (%) x NA (mol)

» N° de particulas
Concentracion = ( )

uL

Donde el ADN corresponde al valor obtenido con un espectrofotometro, PM es el peso
molecular del plasmido con el inserto y NA es el nUumero de Avogadro que corresponde

a 6.023x102%. Una vez calculada la concentracion, se prepararon diluciones seriales del
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plasmido control, en concentraciones que oscilaron en 10° hasta 10°. Se utilizaron
plasmidos controles construidos y almacenados en el laboratorio y previamente

secuenciados.
7.10.2 Célculo de la concentracion viral

Para calcular la concentracion de PMMoV y HAdV de cada muestra se utilizé la ecuacién

de larectay = mx + b y asi obtener el valor de Cq (quantification cycle):

CT_b
m

Cq =

donde Cr (Cycle threshold) es el valor promedio de los ciclos donde la amplificacién
rebasé el umbral (generado automaticamente por el equipo), b es la ordenada al origen
y m es la pendiente de la recta. El limite de cuantificacion se determind con base en la
amplificacion de las dos réplicas del estandar menos concentrado, que fue de 10° CG/L.
Con base en lo anterior, el limite de deteccién fue determinado con base en la

amplificacion de las dos réplicas del estandar con menor concentracion.

Una vez obtenido el valor de Cq del PMMoV en cada muestra, las concentraciones finales
de las muestras de agua concentradas con los tres métodos, se calcularon con la
siguiente ecuacion (Borchardt et al., 2012):

Paso 1: Ndamero de copias genémicas medidas en el g°PCR

Volumen de ARN agregado a la reaccién gPCR (L)

Paso 2 ~ Volumen de la reaccién de ADNc (uL)
Paso 3: = Volumen de ARN agregado a la reaccién de ADNc (uL)
T Volumen de la extracciéon de ARN (L)
Volumen de la muestra de agua concentrada agregada para la extracciéon de ARN (uL)
Paso 4. — -
Volumen final de la muestra de agua concentrada (mL)
Paso 3: = Volumende la muestra de agua filtrada en Litros (mL)

Paso 6: = Numero de copias de PMMoV/Litro (CG/L)

Para estimar la concentracion del HAdV de las muestras de agua concentradas mediante

los tres métodos, se calcularon con la siguiente ecuaciéon (Borchardt et al., 2012):
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Paso 1: Numero de copias genomicas medidas en el gPCR

.. Volumen de ADN agregado a la reaccion gPCR (uL)

Paso 2: Volumen de la extraccion de ADN (uL)
. . Volumen de la muestra de agua concentrada agregada para la extraccion de ADN (uL)
Paso 3: — .
Volumen final de la muestra de agua concentrada (mL)
Paso 4: — Volumende la muestra de agua filtrada (mL)

Paso 5: — Numero de copias de HAdV/Litro (CG/L)

7.10.3 Cuantificacion del PMMoV
7.10.3.1 Cuantificacion mediante sonda TagMan

Para la cuantificacién del PMMoV se utilizaron los cebadores descritos por Zhang et al.,
(2006), los cuales amplifican un fragmento del gen que codifica un segmento de la regién
central de la proteina replicasa (RdRp). A continuacion, se describen los reactivos,
cebadores y programas que se utilizaron para la cuantificacion de este virus de RNA
respectivamente (Tabla 9, 10 y 11). Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado en
un termociclador CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System utilizando el

software Bio-Rad CFX Manager 3.1.

Tabla 7. Componentes y volimenes necesario para una reaccion de gPCR-TagMan.

Reactivos: Volumen:

Agua 14.9 uL
Buffer (10x) 2.5 uL
MgCl2 (50 mM) 0.75 uL
dNTPs (10 mM) 0.5 uL
Sonda/Cebadores (20x) 1.25 uL
Platinum Taq DNA Polimerasa (5U/uL) 0.1 uL
cDNA 5uL

Volumen final 25 uL
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Tabla 8. Oligonucleétidos y sonda usados para la deteccién de PMMoV (Zhang et al., 2006).

Gen Tamano del
Primers: Secuencia (5°-3"): fragmento
target: .
amplificado:
rPeI\\iIMV-FPl- GAGTGGTTTGACCTTAACGTTTGA
P;S;‘:ga PMMV-RP1  TTGTCGGTTGCAATGCAAGT 68 pb
PMMV- FAM-CCTACCGAAGCAAATG-BHQ1
Probel
Tabla 9. Condiciones para los ciclos de gPCR para sonda TagMan.
Numero de Ciclos: Condiciones parala amplificacion:
1 ciclo 95 °C por 2 minutos
95 °C por 30 segundos
: 60 °C por 1 minuto
4 I
0 ciclos 72 °C por 30 segundos
7.10.3.2 Cuantificacién mediante SYBR Green

Para la cuantificacion del PMMoV mediante SYBR Green se utilizaron los cebadores
como lo menciona Hamza et al., (2011), los cuales amplifican un fragmento del gen que
codifica un segmento de la regién central de la proteina replicasa (RdRp). A continuacion,
se describen los reactivos, cebadores y programas que se utilizaron para la cuantificacion
de este virus de RNA respectivamente (Tabla 12, 13 y 14). Las reacciones se llevaron a
cabo utilizando el mix SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix de Bio-Rad y
se amplificaron en un termociclador CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System

utilizando el software Bio-Rad CFX Manager 3.1.
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Tabla 10. Componentes y volimenes necesario para una reacciéon de gPCR-SYBR Green.

Reactivos: Volumen:
Agua 5.5 uL
Cebador Fw (20 uM) 1L
Cebador Rv (20 uM) 1L

Supermix (10x) 12.5 uL
DNA (>5 ng/uL) 5L
Volumen final 25 L

Tabla 11. Oligonucleétidos y sonda usados para la deteccién de PMMoV (Hamza et al., 2011).

Gen Tamaifo del
Primers: Secuencia en direccién (5°-3"): fragmento
target: .
amplificado:
Proteina Ha-PMMV1 GTGGCAGCAAAGGTAATGGT 80 ob
RdRp Ha-PMMV2 ATTTGCTTCGGTAGGCCTCT P

Tabla 12. Condiciones para los ciclos de qPCR para SYBR Green.

Numero de Ciclos: Condiciones parala amplificacion:
1 ciclo 95 °C por 15 minutos

95 °C por 20 segundos

58 °C por 45 segundos

1 ciclo Curva Melt

45 ciclos

Para la cuantificacion con SYBR Green se realizaron al final de la amplificacion una curva
de disociacion para identificar si hubo formacion de dimeros o especificidad de los

cebadores durante la reaccion.
7.10.4 Cuantificacion del HAdV
7.10.4.1 Cuantificacion mediante sonda TagMan

Para la cuantificacion del HAdV se utilizaron los cebadores descritos por Heim et al.,
(2003), los cuales amplifican un fragmento del gen que codifica un segmento parcial del
hexon de HAdV. A continuacion, se describen los reactivos, cebadores y programas que
se utilizaron para la cuantificacion de este virus de ADN, respectivamente (Tabla 15, 16
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y 17). Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado en un termociclador CFX96

TouchTM Real-Time PCR Detection System utilizando el software Bio-Rad CFX Manager

3.1
Tabla 13. Componentes y volimenes necesario para una reaccion de gPCR-TagMan.
Reactivos: Volumen:
Agua 17.4 uL
Buffer (10x) 2.5 mL
MgCl2 (50 mM) 0.75 pL
dNTPs (10 mM) 0.5 uL
Sonda/Cebadores (20x) 1.25 yL
Platinum Taqg DNA Polimerasa (5U/uL) 0.1 uL
ADN (<5 ng/ul) 2.5 uL
Volumen final 25 uL
Tabla 14. Oligonucledtidos y sonda usados para la deteccion de HAdV (Heim et al., 2003).
Gen Tamafo del
Primers: Secuencia (5°-3"): fragmento
target: .
amplificado:
AQ1l GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
. AQ2 TTGTCGGTTGCAATGCAAGT
Hexdn
HAGY AP FAM- 132 pb
Probe TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-
TAMRA

Tabla 15. Condiciones para los ciclos de qPCR para sonda TagMan.

Numero de Ciclos: Condiciones para la amplificacion:
95 °C por 2 minutos

1 ciclo 95 °C por 30 segundos
. 55 °C por 30 segundos
40 ciclos 72 °C por 30 segundos
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7.10.4.2 Cuantificacion mediante SYBR Green

En cuanto a la cuantificacion de HAdV mediante SYBR Green se utilizaron los cebadores
reportados por Heim et al., (2011). Las reacciones se llevaron a cabo utilizando el mix
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix de Bio-Rad y se amplificaron en un
termociclador CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System utilizando el software
Bio-Rad CFX Manager 3.1. Los reactivos, cebadores y programas que se utilizaran para

la cuantificacion de este virus de ADN, se describen a continuacion (Tabla 18, 19 y 20).

Tabla 16. Componentes y volumenes necesario para una reaccion de q°PCR-SYBR Green.

Reactivos: Volumen:
Agua 9.5uL
Primer Rv (AQ1) (20 uM) 1L
Primer Fw (AQ2) (20 uM) 1L
Supermix (10x) 12.5 yL
ADN (<5 ng/uL) 5 uL
Volumen final 25 uL

Tabla 17. Oligonucleétidos y sonda usados para la deteccion de HAdV (Heim et al., 2003).

Gen Tamafno del
. Primers: Secuencia (5°-3"): fragmento
target: . _
amplificado:
Hexon AQ1 GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT 132 pb
parcial AQ2 TTGTCGGTTGCAATGCAAGT b

Tabla 18. Condiciones para los ciclos de gPCR para SYBR Green.

Numero de Ciclos:

Condiciones para la amplificacion:

1 ciclo
40 ciclos

1 ciclo

98°C por 3 minutos
98°C por 15 segundos
55°C por 30 segundos
Curva Melt

Para la cuantificacién con SYBR Green se realizaron al final de la amplificacion una curva

de disociacion para identificar si hubo formacion de dimeros o especificidad de los

cebadores durante cada reaccion.
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7.11 Evaluacién del método 6ptimo para la deteccion de PMMoV y HAdV en

muestras de agua

Para establecer cual es el método méas simple, rapido y eficiente para determinar la
presencia de PMMoV y HAdV en las muestras de agua concentradas por diferentes
métodos de concentracion viral, se consideraron caracteristicas tales como el volumen
filtrado promedio, el nimero y porcentaje de muestras cuantificadas, las concentraciones
promedio por cada método de cuantificacién, el tiempo empleado para el procesamiento
de las muestras desde su colecta hasta su cuantificacion, asi como también el costo por
muestra considerando los costos de los reactivos requeridos para la concentracion de las
muestras de agua y posteriormente para la cuantificacion de los virus PMMoV y HAdV.
Una vez obtenidos estos valores, estos se compararon si fueron menores o0 mayores de
acuerdo a las caracteristicas estimadas y se determiné que método es el 6ptimo basado

en aquel que obtenga mas valores positivos.
8 Resultados

8.1 Colecta de muestras y parametros fisico-quimicos

Se colectaron un total de 35 muestras en 7 sitios incluyendo cenotes, pozos, efluentes y
agua salobre, durante los meses de septiembre del 2018 y enero del 2019. Los valores
promedio obtenidos de los parametros fisico-quimicos de las muestras se presentan en
la Tabla 21.

La temperatura mas baja se registro en el sitio 2 (pozo de extraccion) con 24.97 °C,
mientras que la mas alta fue de 27.94 °C en el sitio 7 (efluente de planta de tratamiento).
La conductividad con el valor mas alto fue de 21.11 mS/cm en el sitio 5 (Descarga de
agua subterranea) y el valor mas bajo fue de 0.44 mS/cm en el sitio 4 (cenote rural). La
salinidad registrada tuvo un valor maximo de 11.88 mg/L en el sitio 5 (descarga de agua
subterranea) y un minimo de 0.20 mg/L en el sitio 4 (cenote rural). Con respecto al
oxigeno disuelto, en el sitio 5 (descarga de agua subterrdnea) se encontr6 el valor mas

bajo con 1.82 mg/L, mientras que en el sitio 6 (descarga de agua subterranea) se reportd
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el valor mas alto con 32.70 mg/L. Finalmente el pH varié entre los sitios desde 6.75 en el
sitio 7 (efluente de planta de tratamiento) hasta 7.46 en el sitio 4 (cenote rural). Los
valores obtenidos de pH indican la prevalencia de condiciones ligeramente alcalinas para

los sitios 1 al 6.

Cabe resaltar, que en los sitios 4 y 5 se obtuvieron los valores mas bajos y altos,
respectivamente, para los parametros de conductividad, solidos disueltos totales y

salinidad.

Tabla 19.- Promedio de los pardmetros fisico-quimicos obtenidos en los diferentes sitios de estudio.

Tipo de muestray numero de sitio

Parametros Agua dulce Agua salobre Agua
residual
1 2 3 4 5 6 I

Temperatura (°C) 26.3 2497 26.8 2794 27.90 27.71 28.42
Conductividad 104 125 072 044 2111 1958  0.66
eléctrica (mS/cm)
SDT (g/L) 0.66 0.81 0.45 0.27 13 12.10 0.40
Salinidad (mg/L) 0.50 0.62 0.34 0.20 11.88 10.99 0.30
Oxigeno Disuelto 55, 493 261 366 1.82 619 547
(mgi/L)
pH 7.20 7.02 7.40 7.46 7.13 7.28 6.75

8.2 Concentracion de las muestras de agua colectadas
8.2.1 Concentracion de las muestras de agua por el método 1 (UFT)

Se colectaron volumenes de muestra de 10, 20 y 50 L de cada sitio. En general, al utilizar
el método de ultrafiltracion tangencial como primera concentracion, se logro filtrar todo el
volumen de muestra colectado con la excepcion de la muestra de 50 L colectada en el
sitio 7, la cual no pudo filtrarse en su totalidad ya que esta contenia una gran cantidad de
sélidos suspendidos, lo que contribuyo a la obstruccion del filtro en un lapso de tiempo
corto. Se obtuvieron concentrados de 350 mL a partir de las muestras con volumen inicial
de 50 L y de 250 mL a patrtir de las muestras de volumen inicial de 20 y 10 L. Al utilizar

PEG/NaCl para realizar una segunda concentracion de las muestras ultrafiltradas, se
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obtuvieron volumenes finales entre 2.90 a 8.45 mL para las muestras de volumen inicial
de 50 L, donde el sitio con menor volumen concentrado correspondio al sitio 4 (cenote
rural) y el sitio con mayor volumen concentrado obtenido correspondio al sitio 5 (descarga
de agua subterranea). Las muestras colectadas con un volumen inicial de 20 L fueron
concentradas a un volumen final de un rango de 2.50 hasta 8.99 mL. El sitio con menor
volumen concentrado obtenido fue el sitio 4 (cenote rural) y el sitio con mayor volumen
concentrado fue obtenido en el sitio 1 (pozo casa-habitacion). Finalmente, para las
muestras colectadas de volumen inicial de 10 L se obtuvieron volumenes concentrados
de entre 3.90 y 9.94 mL. El sitio con menor volumen concentrado obtenido fue del sitio 3
(cenote urbano) y el sitio con mayor volumen concentrado obtenido correspondio para el

sitio 1 (pozo casa-habitacion) (Tabla 20).

Tabla 20.- Volumenes filtrados y concentrados de las muestras de agua después del proceso de concentracion de
particulas virales mediante el método 1.

Volumen de muestra colectado

Tipo de Sitios 10 L 20 L 50 L
agua Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
inicial concentrado inicial concentrado inicial concentrado
(L) (mL) (L) (mL) (L) (mL)
1 9.94 8.99 7.51
Agua 2 4.53 5.15 5.19
10 20 50
dulce 3 3.90 3.55 3.48
4 5.13 2.50 2.90
Agua 5 4.55 2.60 8.45
salobre 6 10 4.49 20 5.02 50 4.55
Agua
residual 10 4.80 20 5,20 NA

NA: No se proceso la muestra

Las muestras concentradas a partir de un volumen inicial de 10 L mostraron un valor
minimo de reduccion de 1,000 en el sitio 1 y un valor maximo de reduccién de 2,600 en
el sitio 3, mientras que las muestras concentradas a partir de un volumen inicial de 20 L
se redujeron un menor numero de veces en el sitio 1 y mayor nimero de veces en el sitio
4 con un rango entre 2,200 a 8,000 veces, respectivamente (Tabla 21). Las muestras

concentradas a partir de un volumen inicial de 50 L mostraron un valor minimo de
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reduccion de 5,900 en el sitio 6 y un valor maximo de reduccion de 17,200 en el sitio 4.
En los sitios 5, 6 y 7 donde se observo la presencia de particulas de materia organica en
el agua y se registraron valores altos de sdlidos disueltos totales. No se observaron
valores menores de concentracion (2,000 y 11,000 veces), es decir, no se observo un
patron entre las concentraciones y los volimenes (10, 20 y 50 L) o los tipos de agua
(Tabla 21). Las muestras con volumenes menores (10 L) se concentraron un menor

namero de veces en comparacion con las muestras con volimenes de 20y 50 L.

Tabla 21.- Factor de reduccion en que se concentraron las muestras por cada proceso de concentracion de
particulas virales mediante el método 1.

Volumen de muestra colectado

Tipo de ...
agua Sitios 10L 20 L 50 L
Factor de reducciéon*
1 1,000 2,200 6,700
Agua 2 2,200 3,900 9,600
dulce 3 2,600 5,600 14,400
4 1,900 8,000 17,200
Agua 5 2,200 4,000 11,000
salobre 6 2,200 7,700 5,900
Agua 2,000 3,800 NA
residual

NA: No aplica; *Ver materiales y métodos seccion 7.6

8.2.2 Concentracion de las muestras de agua por el método 2 (FAE)

Se colectaron muestras de un volumen de 5 L en cada sitio. No obstante, los volimenes
de las muestras colectadas por cada sitio no se pudieron filtrar completamente, debido a
la alta turbiedad que presentaban algunas muestras de los sitios 3-7. Sin embargo, debido
a la saturacion de los filtros se obtuvieron volimenes que variaron entre 0.2 hasta 5 L,
donde el sitio con menor volumen concentrado fue obtenido en la muestra del sitio 4
(cenote rural) y los sitios con mayor volumen filtrado correspondieron a los obtenidos en
los sitios 1y 2 (pozo casa-habitacion y pozo de extraccion). El volumen obtenido después

del filtrado fue de 10 mL para todas las muestras (Tabla 22). Sin embargo, el factor de
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reduccion fue diferente ya que el volumen inicial antes de la filtracion fue distinto para

cada muestra.

Tabla 22.- Volumenes filtrados y concentrados de las muestras de agua después del proceso de concentracion de
particulas virales mediante el método 2.

Volumen de muestra colectado (5 L)

Tipo de agua Sitios

Volumen inicial (L) Volumen Factor de
concentrado (mL) reduccién*
1 5 500
2 5 500
Agua dulce 3 150 10 150
4 1.85 185
5 2.20 220
Agua salobre 6 150 10 150
Agua residual 7 0.20 10 20

*Ver materiales y métodos seccion 7.6

Las muestras fueron concentradas en promedio 240 veces. En cuanto a la muestra de
efluente de agua residual (sitio 7), en ésta se obtuvo el valor mas bajo de reduccién del
volumen de las muestras (20 veces), debido a que la muestra presentaba mayor turbidez
en comparacion con los demas sitios, saturando asi el filtro en menor tiempo. Las
muestras de agua de pozo (sitio 1 y 2) mostraron los valores mas altos en cuanto a la

reduccion del volumen de las muestras (500 veces) (Tabla 22).
8.2.3 Concentracion de las muestras de agua por el método 3 (FAE/UF)

En este método, se colectaron 5 L de agua de cada sitio. Sin embargo, el volumen de
muestra colectado no pudo ser filtrado completamente, ya que durante el procesamiento
de las muestras los filtros se obstruyeron debido a la turbiedad que presentaban las
muestras. Sin embargo, debido a la saturacion de los filtros el volumen filtrado para cada
muestra varié entre 0.3 hasta 5 L, el sitio con menor volumen filtrado obtenido fue el sitio
7 (efluente de aguas residuales) y el sitio con mayor volumen filtrado correspondio al sitio
1 (pozo casa-habitacidn). Se obtuvieron volimenes finales de las muestras concentradas
entre 1.98 hasta 3.60 mL (Tabla 23).
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Tabla 23. Volumenes filtrados y concentrados de las muestras de agua después del proceso de concentracién de
particulas virales mediante el método 3.

Volumen de muestra colectado (5 L)

Tipo de agua Sitios

Volumen inicial (L) Volumen Factor_ge
concentrado (mL) reduccion*
1 5 2.87 1,700
Agua dulce 2 4.96 2.73 1,800
3 1.10 2.32 470
4 1.85 1.98 930
Agua salobre > 2 2.49 800
6 1.50 2.25 670
Agua residual 7 0.30 3.60 80

*VVer materiales y métodos seccion 7.6

Con respecto a las veces que se concentraron las muestras, estas fueron concentradas
en promedio 927 veces. La muestra del efluente de agua residual (sitio 7) mostro la
concentracion mas baja (80 veces) con respecto a los otros sitios, ya que la muestra
presentaba una alta turbidez provocando que la membrana se saturara (Tabla 23). La
muestra de agua de pozo (sitio 1) mostré los valores mas altos en cuanto a la reduccién

del volumen de la muestra (1,740 veces).
8.3 Cuantificacion del PMMoV mediante qPCR

A partir del cDNA obtenido se realiz6 la cuantificacion del PMMoV empleando el método
de RT-gPCR utilizando los reporteros fluorescentes de: 1) sonda TagMan y 2) SYBR
Green. Se obtuvieron valores de C: para cada sitio a los cuales se aplico el factor de
correccion volumétrica (ver Materiales y Métodos), dando como resultado valores en

unidades de concentracion de Copias de Genomal/Litro (CGI/L).
8.3.1 Cuantificacion del PMMoV mediante sonda TagMan
8.3.1.1 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)

El PMMoV fue detectado en el 67% (14/20) del total de las muestras. En las muestras

obtenidas a partir de la concentracion del volumen inicial de 10 L se cuantifico en el 71%
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(5/7) de los sitios; para las muestras concentradas a partir de volumenes de 20 L el virus
se detecto en el 71% (5/7) y en el 57% (4/7) para las muestras colectadas a partir del

volumen inicial de 50 L.

Con respecto a la concentracion del PMMoV en las muestras, el valor minimo fue
detectado en las muestras concentradas a partir de un volumen inicial de 20 L obtenido
del sitio 4 (cenote rural), con un valor de 4.09x10* CG/L y el maximo nimero de copias

se registro en el concentrado obtenido a partir del volumen inicial de 10 L en el sitio 5

(descarga de agua subterranea), con 1.91x10* CGJL.

Para los concentrados a partir de volumenes iniciales de 10 L de agua colectada, la
concentracion menor del PMMoV se registré en el sitio 7 (efluente de agua residual) con
2.86x10% CG/L y la concentracion mayor en el sitio 5 (descarga de agua subterranea) con
1.91x10* CG/L. En los concentrados a partir de volimenes iniciales de 20 L de agua
colectada, se detectd un orden de magnitud menor en comparacion al concentrado a
partir de 10 L de agua colectada, con valores entre 4.09x10' y 3.70 x 10% CGIL, en los
sitios 4 y 5 (cenote rural y descarga de agua subterranea), respectivamente. Asimismo,
en los concentrados a partir de volumenes iniciales de 50 L de agua colectada, se
detectaron concentraciones del PMMoV con un rango de magnitud menor con respecto
a los volumenes obtenidos a partir de 10 L de agua colectada, con la menor concentracion
del PMMoV en el sitio 2 (pozo de extraccion) de 7.36x10* CG/L y la mayor concentracion
en el sitio 1 (pozo casa-habitacion) de 1.05x10° CG/L (Tabla 24).
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Tabla 24. Concentracion del PMMoV obtenida utilizando a partir de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)
(qPCR/sonda TagMan)

Volumen de muestra colectado

Tipo de Sitios 10 L 20L 50L
agua Factor de  Concentracién  Factor de  Concentracién  Factor de  Concentracion
reduccion (CGIL) reduccién (CGIL) reduccién (CGIL)
1 1,000 1.83x10° 2,200 5.58x10? 6,700 7.36x10?!
Agua 2 2,200 * 3,900 * 9,600 1.05x10°
dulce 3 2,600 * 5,600 ND 14,400 ND
4 1,900 1.05x108 8,000 4.09x10? 17,200 *
Agua 5 2,200 1.24x108 4,000 2.28x10? 11,000 3.29x10?
salobre 6 2,200 1.91x104 7,700 3.70x10° 5,900 8.74x10?
r eAs?(;juaaI 2,000 2.86x102 3,800 2.02x10° NA

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L; *: Fuera del limite de cuantificacion; ND: No detectado; NA: No aplica

En general, este método de concentracion permitio obtener concentraciones del PMMoV

que van de un rango de 4.09x10! CG/L hasta 1.91x10* CG/L. Es importante resaltar que

las mayores concentraciones virales fueron detectadas en muestras concentradas a partir

de un volumen inicial de 10L.

8.3.1.2 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 2 (FAE)

El PMMoV fue cuantificado en el 57% (4/7) de las muestras, en concentraciones entre

2.72x10%y 1.31x10° CG/L. La menor concentracion fue detectada en el sitio 1 (pozo casa-

habitacion), mientras que la mayor concentracion del PMMoV fue detectada en el sitio 6

(descarga de agua subterranea) (Tabla 25).
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Tabla 25. Concentracién de PMMoV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 2 (FAE)
(qPCR/sonda TagMan).

Volumen de muestra colectado**

Tipo de agua  Sitios

Factor de reduccion Concentracion (CG/L)
1 500 2.72x10°
2 500 *
A I
gua dulce 3 150 .
4 185 1.12x10°
Agua salobre > 220 4'28)(103
6 150 1.31x10°
_Agua residual 7 20 *

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L-; *Fuera del limite de cuantificacion; ** Ver volumen inicial en la tabla 22.

Cabe destacar que la maxima concentracion del PMMoV se detectd en agua salobre en

la muestra concentrada con un volumen inicial de 1.5 L.
8.3.1.3 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 3 (FAE/UF)

Por medio de este método, la presencia del virus se cuantificé en el 100% (7/7) del total
de las muestras, en un rango de 1.08x10% a 2.20x10° CG/L. La menor concentracion fue
detectada en el sitio 2 (pozo extraccion), mientras que la mayor concentracion del PMMoV

fue detectada en el sitio 6 (descarga de agua subterranea) (Tabla 26).
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Tabla 26. Concentracion de PMMoV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 3 (FAE/UF)
(qPCR/sonda TagMan).

Volumen de muestra colectado**

Tipo de agua  Sitios

Factor de reduccion Concentracion (CG/L)
1 1,700 3.60x103
2 1,800 1.08x103
Agua dulce
3 470 6.40x10%
4 930 3.66x10°3
Agua salobre 5 800 2.60x10°3
6 670 2.20x10°
Agua residual 7 80 4.21x10°3

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L, **Ver volumen inicial en la tabla 23.

Es importante resaltar que la mayor concentracion del PMMoV se detectd en agua

salobre en la muestra concentrada a partir de un volumen inicial de 1.5 L.
8.3.2 Cuantificacion del PMMoV mediante SYBR Green
8.3.2.1 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)

Mediante este método, el PMMoV fue cuantificado en el 40% (8/20) del total de las
muestras. En las muestras obtenidas a partir de la concentracion de volumenes iniciales
de 10 L y 20 L se cuantifico al PMMoV en el 43% (3/7) de los sitios; para las muestras

concentradas a partir de volimenes de 50 L el virus se detectd en el 29% (2/7).

Con respecto a la concentracion del PMMoV el valor minimo se encontré en el
concentrado a partir de un volumen inicial de 50 L en el sitio 2 (pozo de extraccion), con
una concentracion de 4.32x10° CG/L y la maxima concentraciéon se registré en las

muestras de agua en las que concentradas a partir de un volumen inicial de 10 L en el

sitio 4 (cenote rural) con 6.66x10° CG/L.

Para los concentrados obtenidos a partir de volumenes iniciales de 10 L, la menor
concentracion del PMMoV se registrd en el sitio 5 (descarga de agua subterranea) con

4.81x10! CG/L y la mayor concentracién en el sitio 4 (cenote rural) con 6.66x10?> CG/L.
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Los concentrados obtenidos a partir de volimenes iniciales de 20 L registraron un orden
de magnitud menor en comparacion con los valores obtenidos a partir del concentrado
de volimenes iniciales de 10 L, con valores entre 1.29x10' y 3.02x10* CG/L, en los sitios
6 y 7 (descarga de agua subterrdnea y agua residual tratada), respectivamente. De la
misma forma, los concentrados de 50 L presentaron concentraciones con un rango de
magnitud menor con respecto a los valores obtenidos a partir del concentrado de
volumenes iniciales de 10 y 20 L, con un minimo en el sitio 2 (pozo de extraccion) de
4.32x10° CG/L y un méaximo en el sitio 5 (descarga de agua subterranea) de 1.09x10*
CGI/L (Tabla 27).

Tabla 27. Concentracion del PMMoV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)
(QPCR/SYBR Green).

Volumen de muestra colectado

Tipode .. o 0L 20L 50 L
agua Factor de Concentracion Factor de  Concentracién Factor de  Concentracion
reduccion (CGIL) reduccién (CGIL) reduccién (CGIL)
1 1,000 ND 2,200 ND 6,700 ND
Agua 2 2,200 ND 3,900 ND 9,600 4.32x10°
dulce 3 2,600 * 5,600 ND 14,400 ND
4 1,900 6.66x102 8,000 * 17,200 *
Agua 5 2,200 4.81x10? 4,000 1.53x10?! 11,000 1.09x10?1
salobre 6 2,200 * 7,700 1.29x10! 5,900 *
r eAs?;jm 2,000 6.69x10 3,800 3.02x10! NA

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L; * Fuera del limite de cuantificacién; ND: No detectado y NA: No aplica.

En general, este método de concentracién permitié obtener concentraciones del PMMoV
que van de un rango de 4.32x10° CG/L hasta 6.66x10? CG/L. Es importante resaltar que

las mayores concentraciones virales fueron detectadas en muestras concentradas a partir

de un volumen inicial de 10L.
8.3.2.2 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 2 (FAE)

A través de este método, este virus fue detectado y cuantificado Unicamente en el sitio 6
(descarga de agua subterranea) con una concentracion de 3.12x102 CG/L en un volumen
inicial de 1.5 L (Tabla 28).
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Tabla 28. Concentracion del PMMoV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 2 (FAE)
(QPCR/SYBR Green).

Volumen de muestra colectado**

Tipo de agua  Sitios

Factor de concentracién Concentracion (CG/L)
1 500 ND
2 500 ND
A dul
gua dulce 3 150 ND
4 185 ND
5 220 ND
A lob
Juasaionre g 150 3.12x102
Agua residual 7 20 ND

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L; ND: No detectado; **Ver volumen inicial en la tabla 22.

8.3.2.3 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 3 (FAE/UF)

Por medio de este método, la presencia del virus PMMoV se cuantificé nuevamente en
el sitio 6 (descarga de agua subterranea) con una concentracion de 9.33x10' CG/L a

partir de un volumen inicial de 1.5 L (Tabla 29).

Tabla 29. Concentracion del PMMoV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 3 (FAE/UF)
(qPCR/SYBR Green).

Volumen de muestra colectado**

Tipo de agua  Sitios

Factor de reduccion Concentracion (CG/L)
1 1,700 ND
2 1,800 ND
Agua dulce 3 470 ND
4 930 ND
Agua salobre > 800 ND
6 670 9.33x10?!
Agua residual 7 80 ND

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L; ND: No detectado; ** Ver volumen inicial en la tabla 23.
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8.4 Cuantificacion del HAdV mediante gPCR

A partir del ADN obtenido se realizo la cuantificacion de HAdVs utilizando la técnica de
gPCR vy los reporteros fluorescentes TagMan y SYBR Green. Se obtuvieron los valores
de C: para cada sitio a los cuales se les aplicé el factor de correccion volumétrica (ver
materiales y métodos), dando como resultado valores en unidades de concentracién
Copias de Genoma/Litro (CG/L).

8.4.1 Cuantificacion del HAdV mediante sonda TagMan
8.4.1.1 Cuantificacion de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)

Este método permitié la deteccion y cuantificacion de HAdVs en el 5% (1/20) del total de
las muestras. Este virus fue cuantificado unicamente en el sitio 1 (pozo casa-habitacién)
con una concentracion de 3.48x10!' CG/L en la muestra concentrada a partir de un
volumen de 50 L (Tabla 30).

Tabla 30. Concentracion de HAdV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)
(qPCR/sonda TagMan).

Volumen de muestra colectado

Tipo

de Sitios 10L 20L 50L
agua Factor de Concentracion Factor de Concentracion Factor de Concentracion
reduccion (CGIL) reduccion (CGIL) reduccion (CGIL)
1 1,000 ND 2,200 ND 6,700 3.48x10*
Agua 2 2,200 ND 3,900 ND 9,600 ND
dulce 3 2,600 ND 5,600 ND 14,400 ND
4 1,900 ND 8,000 ND 17,200 ND
Agua 5 2,200 ND 4,000 ND 11,000 ND
salobre 6 2,200 ND 7,700 ND 5,900 ND
r g?:jal 2,000 ND 3,800 ND NA

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L'; ND: No detectado y NA: No aplica.
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8.4.1.2 Cuantificacion del HAdV en las muestras concentradas por el método 2
(FAE)

EI HAdV fue detectado y cuantificado en el 43% (3/7) de las muestras. Como valor minimo
se obtuvo una concentracion de 3.17x10% CG/L en el sitio 3 (cenote urbano) y como valor
maximo en el sitio 2 (pozo de extraccion) con una concentracion de 8.53x10* CG/L (Tabla
31).

Tabla 31. Concentracion del HAdV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 2 (FAE)
(gPCR/sonda TagMan).

Volumen de muestra colectado**

Tipo de agua  Sitios

Factor de reduccién Concentracion (CG/L)
1 500 5.33x104
Agua dulce 2 500 8.53x10%
3 150 3.17x103
4 185 ND
Agua salobre ° 220 ND
6 150 ND
Agua residual 7 20 ND

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L-; ND: No detectado; **Ver volumen inicial en la tabla 22.

Es importante resaltar que los HAdVs se detectaron solamente en agua dulce y que la
mayor concentracion se detectd en la muestra concentrada con un volumen inicial de 5
L.

8.4.1.3 Cuantificacion del HAdV en las muestras concentradas por el método 3
(FAE/UF)

Por medio de este método, la presencia del virus se detecto y se cuantificé al virus en el
29% (2/7) del total de las muestras. La menor concentracion de HAdV fue de 1.23x10°
CGI/L, la cual fue detectada en el sitio 3 (cenote urbano) y la concentracion maxima del
HAdV fue de 1.29x10* CG/L y se obtuvo a partir del sitio 2 (pozo de extraccion) (Tabla
32).
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Tabla 32. Concentracion de HAdV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 3 (FAE/UF)
(qPCR/sonda TagMan).

Volumen de muestra colectado**

Tipo de agua  Sitios

Factor de reduccién Concentracion (CG/L)
1 1,700 *
Agua dulce 2 1,800 1.29x10%
3 470 1.23x108
4 930 ND
Agua salobre ° 800 ND
6 670 ND
Agua residual 7 80 ND

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L-; * Fuera del limite de cuantificacion; ND: No detectado;

**VVer volumen inicial en la tabla 23.

Cabe destacar que los HAdV se detectaron Unicamente en agua dulce y que la mayor
concentracion se detectd en la muestra concentrada a partir con un volumen inicial de
4.96 L.

8.4.2 Cuantificacion del HAdV mediante SYBR Green

8.4.2.1 Cuantificacion del HAdV en las muestras concentradas por el método 1
(UFT)

A través de este método, el HAdV fue detectado y cuantificado en el 80% (16/20) del total
de las muestras. En las muestras obtenidas a partir de la concentracion de un volumen
inicial de 10 L y de 20 L, se cuantificaron a los HAdV en el 86% (6/7) de los sitios. En las
muestras concentradas a partir de un volumen de 50 L, el virus se detectd en el 57% (4/7)

del total.

En relacion a la concentracion del HAdV en las muestras, el valor mas alto se detecto en
el concentrado obtenido a partir de un volumen inicial de 10 L en el sitio 2 (pozo de
extraccion), con un valor de 1.25x10° CG/L y la menor concentracion se registrd en el
concentrado a partir de un volumen inicial de 20 L en el sitio 6 (descarga de agua

subterranea) con 4.32x10' CG/L. Para los concentrados de 10 L el valor minimo se
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registré en el sitio 5 (descarga de agua subterranea), con 1.32x10% CG/L y el maximo en
el sitio 2 (pozo de extraccién) con 1.25x10° CG/L. Para los concentrados obtenidos a
partir de un volumen inicial de 20 L, se registré un valor minimo en el sitio 5 (descarga de
agua subterranea) con 4.32x10' CG/L y el maximo en el sitio 2 (pozo de extraccién) con
6.74x10% CG/L. En cuanto a los concentrados de 50 L, estos presentaron la concentracion
con un minimo en el sitio 6 (descarga de agua subterranea) de 5.14x10* CG/L y la

concentraciéon maxima en el sitio 2 (pozo de extraccion) de 1.61x10* CG/L (Tabla 33).

Tabla 33. Concentracion de HAdV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 1 (UFT)
(QPCR/SYBR Green).

Volumen de muestra colectado

Tipode 0o 10L 20 L 50 L
agua Factor de  Concentracién Factor de Concentracion Factor de  Concentraciéon
reduccion (CG/L) reduccion (CG/L) reduccion (CG/L)
1 1,000 2.68x10* 2,200 8.19x10° 6,700 2.09x102
Agua 2 2,200 1.25x105 3,900 6.74x10% 9,600 1.61x10%
dulce 3 2,600 2.52x102 5,600 3.30x10? 14,400 *
4 1,900 ND 8,000 ND 17,200 ND
Agua 5 2,200 1.32x10? 4,000 4.32x10% 11,000 1.59x102
salobre ¢ 2,200 9.09x102 7,700 4.39x103 5,900 5.14x10*
) g?;fal 7 2,000 1.82x10? 3,800 1.75x103 NA

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L'; ND: No detectado y NA: No aplica.

En general, este método de concentracion permitio obtener concentraciones del PMMoV
que van de un rango de 4.32x10! CG/L hasta 1.25x10° CG/L. Es importante resaltar que

las mayores concentraciones virales fueron detectadas en muestras concentradas a partir

de un volumen inicial de 10L.

8.4.2.2 Cuantificacion del HAdV de las muestras concentradas por el método 2
(FAE)

Por medio de este método, el HAdV fue cuantificado en el 100% (7/7) de las muestras
analizadas y se detectaron concentraciones entre 5.39x102 hasta 4.52x10° CG/L. El valor
minimo se obtuvo en el sitio 6 (descarga de agua subterrdnea), mientras que la

concentracion maxima se detect6 en el sitio 1 (pozo casa-habitacion) (Tabla 34).
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Tabla 34. Concentracion de HAdV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 2 (FAE)

(QPCR/SYBR Green).

Tipo de agua  Sitios

Volumen de muestra colectado**

Factor de reduccién

Concentracion (CG/L)

1

2

Agua dulce 3
4

5

Agua salobre 5
Agua residual 7

500
500
150
185
220
150
20

4.52x10°
3.99x10°
1.20x10*
8.23x103
7.16x10°3
5.39x103
7.45x10%

El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L-; **Ver volumen inicial en la tabla 22.

Cabe destacar que la méxima concentracion del HAdV se detecto en agua dulce en la

muestra concentrada con un volumen inicial de 5 L.

8.4.2.3 Cuantificacion del HAdV en las muestras concentradas por el método 3

(FAE/UF)

Se detectd la presencia del virus HAdV a través de este método en el 100% de las

muestras (7/7). El valor minimo se detectd nuevamente en el sitio 6 (descarga de agua

subterranea), con una concentraciéon de 5.63x10% CG/L. El valor maximo se reporté en el

sitio 2 (pozo de extraccién), con una concentracion de 1.58x10° CG/L (Tabla 35).

Tabla 35. Concentracion de HAdV obtenida a partir de las muestras concentradas por el método 3 (FAE/UF

(qPCR/SYBR Green).

Tipo de agua  Sitios

Volumen de muestra colectado**

Factor de Reducciodn

Concentracion (CG/L)

Agua dulce

Agua salobre

Agua residual

1
2
3
4
5
6
7

1,700
1,800
470
930
800
670
80

4.52x10*
1.58x10°
7.40x10°
1.67x103
2.27x108
5.63x102
2.43x10*
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El limite de cuantificacion fue de 10° CG/L; **Ver volumen inicial en la tabla 23.

Es importante resaltar que la mayor concentraciéon del HAdV se detecté en agua dulce

en la muestra concentrada con un volumen inicial de 4.96 L.

8.5 Comparacion del rendimiento de los métodos para la recuperacion y
cuantificacion para los virus PMMoV y HAdV en las muestras de agua.

8.5.1 Ensayo gPCR-sonda TagMan: PMMoV

El virus PMMoV fue cuantificado en el 74% (25/34) del total de las muestras al utilizar la
sonda TagMan para el ensayo de qPCR. Con el método 1, las muestras en las que se
partié de un volumen de 10 L se encontraron las mayores concentraciones de este virus,

en comparacion con las muestras en las que se partié de un volumen de 20 y 50 L.

En promedio las concentraciones mas bajas para el PMMoV obtenidas en el 60% (3/5)
de las muestras correspondieron a muestras de agua residual, mientras que en el agua
salobre se obtuvieron en promedio las concentraciones mas altas en el 100% (10/10) de
las muestras (Figura 17). Finalmente, las muestras concentradas por el Método 1 (a partir
de un volumen inicial de 50 L) registraron en promedio las concentraciones mas bajas
para el PMMoV en el 57% (4/7) de las muestras y por el Método 3 se registraron en
promedio las concentraciones mas altas en el 100% (7/7) de las muestras (Figura 18).
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Figura 17. Gréfica de cajas y bigotes de las concentraciones del PMMoV cuantificadas mediante sonda TagMan de
los diferentes tipos de agua procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de
concentracion expresados en Log10 (CGIL).
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[ Método 2 (4/7) B Método 3 (7/7)

Figura 18. Grafica de cajas y bigotes de las concentraciones del PMMoV cuantificadas mediante sonda TagMan y
procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de concentracion expresados en Log10
(CGIL).

8.5.2 Ensayo de gPCR-SYBR Green: PMMoV

El PMMoV fue cuantificado en el 26% (9/34) del total de las muestras cuando éstas fueron
cuantificadas con SYBR Green en el ensayo de gPCR. Con el método 1, las muestras
obtenidas a partir de 10 L se encontraron las mayores concentraciones de este virus en

comparacién con las muestras obtenidas a partir de 20 y 50 L.
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En promedio las concentraciones mas bajas para el PMMoV se obtuvieron en el 60%
(6/10) de las muestras de agua salobre, mientras que en el agua dulce se consiguieron
en promedio las concentraciones mas altas del virus en el 5% (1/20) de las muestras
(Figura 19). Finalmente, las muestras concentradas por el Método 1 (a partir de volumen
inicial de 50 L) registraron en promedio las concentraciones mas bajas para el PMMoV
en el 14% (1/7) de las muestras y por el Método 2 se registraron en promedio las

concentraciones mas altas en el 14% (1/7) de las muestras (Figura 20).
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M Dulce (1/20) M Salobre (6/10) M Residual (2/5)

Figura 19. Gréfica de cajas y bigotes de las concentraciones del PMMoV cuantificadas mediante SYBR Green de los
diferentes tipos de agua procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de
concentracion expresados en Log10 (CGIL).

3.00

2.50 —
2.00 SV —
1.50 E—a—

1.00 —

0.50
0.00

Log10 (CG/L)

Métodos de Concentracion Viral

B Método 1-10L (3/7) B Método 1-20L (3/7) M Método 1-50L (1/7)
[ Metodo 2 (1/7) B Método 3 (1/7)

Figura 20. Gréfica de cajas y bigotes de las concentraciones del PMMoV cuantificadas mediante SYBR Green 'y
procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de concentracion expresados en Log10
(CGIL).
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En general, al cuantificar al PMMoV mediante SYBR Green en el ensayo de qPCR se
detecté un menor porcentaje de muestras positivas y una menor concentracion viral en
el 26% (9/34) de las muestras, mientras que cuando se cuantificé al virus con sonda
TagMan se detectd un mayor porcentaje de muestras positivas y una mayor
concentracion viral con el 71% (24/34) de las muestras (Figura 21).
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Métodos de Cuantificacion Viral

M TagMan (24/34) B SYBR Green (9/34)

Figura 21. Gréafica comparativa de cajas y bigotes de los métodos de cuantificacion utilizados para el PMMoV.
Valores de concentracion expresados en Log10 (CG/L).

8.5.3 Ensayo gPCR-sonda TagMan: HAdV

Los HAdVs fueron cuantificados en el 18% (6/34) del total de las muestras concentradas
utilizando la sonda TagMan para el ensayo por qPCR. Con el método 1 Unicamente se
pudo cuantificar al HAdV en las muestras obtenidas a partir concentrados obtenidos en

volimenes iniciales de colecta de 50 L.

No se pudo realizar una evaluacion comparativa entre la concentracion de HAdVs y el
tipo de agua bajo estudio ya que utilizando este método los HAdVs solamente fueron
amplificados a partir de muestras concentradas de agua dulce (Figura 22). Finalmente,
las muestras concentradas por el Método 1 (a partir de un volumen de 50 L) registraron
en promedio las concentraciones mas bajas para HAdVs en el 14% (1/7) de las muestras
y por el Método 2 se registraron en promedio las concentraciones mas altas en el 43%

(3/7) de las muestras (Figura 23).
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Figura 22. Gréfica de cajas y bigotes de las concentraciones del HAdV cuantificadas mediante sonda TagMan de los
diferentes tipos de agua procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de
concentraciéon expresados en Log10 (CG/L).
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I Método 2 (3/7) B Método 3 (2/7)

Figura 23. Gréfica de cajas y bigotes de las concentraciones del HAdV cuantificadas mediante sonda TagMan y
procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de concentracion expresados en Log10
(CGIL).

8.5.4 Ensayo gPCR-sonda SYBR Green: HAdV

Mediante este método se obtuvo la cuantificacion de HAdVs en el 88% (30/34) del total
de las muestras concentradas. Con el método 1, las mayores concentraciones de este
virus se encontraron en las muestras obtenidas a partir volimenes iniciales de 10 L, en

comparaciéon con las muestras obtenidas a partir de 20 y 50 L.

En el agua salobre se obtuvieron en promedio las concentraciones mas bajas para el

PMMoV en el 100% (10/10) de las muestras, mientras que en el agua dulce se
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consiguieron en promedio las concentraciones mas altas en el 80% (16/20) de las
muestras (Figura 24). Finalmente, las muestras concentradas por el Método 1 (a partir de
un volumen inicial de 50 L) registraron en promedio las concentraciones mas bajas para
HAdV en el 57% (4/7) de las muestras y por el Método 2 se registraron en promedio las
concentraciones mas altas en el 100% (7/7) de las muestras (Figura 25).
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Figura 24. Grafica de cajas y bigotes de las concentraciones del HAdV cuantificadas mediante SYBR Green de los
diferentes tipos de agua procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de
concentracion expresados en Log10 (CGIL).
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Figura 25. Grafica de cajas y bigotes de las concentraciones del HAdV cuantificadas mediante SYBR Green y
procesadas mediante tres métodos de recuperacion viral diferentes. Valores de concentracion expresados en Log10
(CGIL).
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Por lo tanto, cuando se cuantificé al HAdV utilizando la sonda TagMan en el ensayo de
gPCR se consiguié detectar un menor nimero de muestras positivas y una menor
concentracion viral en el 18% (6/34) de las muestras, en cambio con el ensayo de qPCR
utilizando SYBR Green se detectd un mayor nUmero de muestras positivas y una mayor

concentracion viral con el 88% (30/34) de las muestras (Figura 26).
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M TagMan (6/34) M SYBR Green (30/34)

Figura 26. Grafica de cajas y bigotes de los métodos de cuantificacion utilizados para el HAdV. Valores de
concentracion expresados en Log10 (CGI/L).

8.6 Determinacion del método 6ptimo para la cuantificacion del PMMoV vy del

HAdV en muestras de agua
8.6.1 Comparacion entre métodos para la deteccién del virus PMMoV

El método que permitid obtener el menor porcentaje de muestras positivas por gPCR
fueron los métodos 1 y 2 a partir de un volumen promedio filtrado de 50 y 5 L
respectivamente, mientras que el método por el cual se obtuvo el mayor nimero de
muestras positivas por qPCR fue el método 3 al utilizar un volumen promedio filtrado de
2.4 L.

Con respecto al ensayo de qPCR utilizando sondas TagMan, la menor concentracion del
PMMoV fue detectada al utilizar el método 1 a partir de un volumen promedio filtrado de
50 L y, la mayor concentracion se detecté con el método 3 a partir de un volumen

promedio filtrado de 2.4 L.
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El método mas rapido con respecto al tiempo de procesamiento de la muestra se reporto
en el método 2 a partir de un volumen filtrado promedio de 2.5 L, sin embargo, el siguiente
método fue el método 3 a partir de un volumen filtrado promedio de 2.4 L. Por lo que

ambos métodos pueden considerarse los mas rapidos.

El método mas econdmico con respecto al costo de procesamiento por muestra se
detectd en el método 2 y seguido del método 3, por lo que ambos métodos se pueden
considerar los mas econémicos con un costo total por muestra de entre $918 a $1216

pesos.

Tabla 36. Valores obtenidos del PMMoV de la ocurrencia, concentracion viral, tiempo y el costo por el procesamiento
de las muestras concentradas mediante tres métodos y cuantificadas con sonda TagMan.

Volumen Porcentaje Tiempo de Costo por el
Método de - de muestras Concentraciones o procesamiento
) promedio S : procesamiento
concentracion filtrado positivas por promedio (CG/L) (hrs) por muestra
gPCR (MX)*
10 L 71% (5/7) 3.36x10° 175+0.5 $1,557.00
ngoFdT‘; 1 20L 71% (5/7) 9.35x10° 18.5+0.75 $1,638.64
50 L 57% (4/7) 3.32x10° 205+15 $1,643.73
Método 2 o 4
(FAE) 25L 57% (417) 2.16x10 6.3x15 $918.30
Método 3 o 4
(FAE/UF) 24 L 100% (7/7) 4.25x10 6.7x15 $1,215.51

*Ver anexo 12.2

El método por el cual se obtuvo el nimero mas bajo de muestras positivas por gPCR
fueron los métodos 2 y 3 a partir de un volumen promedio filtrado de 2.5y 2.4 L
respectivamente, mientras que el método que permitié obtener el nUmero mas alto de
muestras positivas por qPCR fue el método 1 al utilizar un volumen promedio filtrado de
10y 20 L.

En relacion al ensayo de gPCR usando SYBR Green, la minima concentracion del
PMMoV fue detectada al emplear el método 1 a partir de un volumen promedio filtrado
de 50 L y, la maxima concentracion fue detectada al emplear el método 2 a partir de un

volumen promedio filtrado de 2.5 L.
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El método mas rapido con respecto al tiempo de procesamiento de la muestra se reporto
en el método 2 a partir de un volumen promedio de 2.5 L, sin embargo, el siguiente
método fue el método 3 a partir de un volumen promedio de 2.4 L. Por lo que ambos

métodos pueden considerarse los mas rapidos.

El método mas econdmico para el procesamiento por muestra fue el método 2 seguido
del método 3, por lo que ambos se pueden considerar los mas econdmicos con un costo

total por muestra de entre $881 a $1,177 pesos.

Tabla 37. Valores obtenidos del PMMoV de la ocurrencia, concentracion viral, tiempo y el costo por el procesamiento
de las muestras concentradas mediante tres métodos y cuantificadas con SYBR Green.

Volumen Porcentaje Tiempo de Costo por el
Método de ' de muestras Concentraciones po. procesamiento
) promedio L : procesamiento
concentracion filtrado positivas por promedio (CG/L) (hrs) por muestra
qPCR (MX)*
0L 43% (3/7) 2 60x10 18.0+0.5 $1,520.00
MﬁjoFdT‘; ! 20 L 43% (3/7) 1.95x10" 18.8+0.75 $1,600.95
50 L 29% (2/7) 7.61x100 20715 $1,606.04
Método 2 2
(FAE) 25L 14% (1/7) 3.12x10 65+15 $880.71
Método 3 1
(FAE/UF) 24L 14% (1/7) 9.33x10 7.0+15 $1,177.44

*Ver anexo 12.2

De forma general, los analisis anteriores indican que el método mas eficiente para realizar
la deteccién y cuantificacién del PMMoV utilizando el ensayo por qPCR mediante sondas
TaqgMan, es el método 3, el cual cumple de manera satisfactoria con tres de los criterios

descritos en la tabla 36.
8.6.2 Comparaciéon entre métodos para la deteccion del virus HAdV

El método que permitié obtener el menor porcentaje de muestras positivas por gPCR fue
el método 1 a partir de un volumen promedio filtrado de 10y 20 L, mientras que el método
por el cual se obtuvo el mayor nimero de muestras positivas por gPCR fue el método 2

al utilizar un volumen promedio filtrado de 2.5 L.
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Con respecto al ensayo de gPCR utilizando sondas TagMan, la menor concentracion del
PMMoV fue detectada al utilizar el método 1 a partir de un volumen promedio filtrado de
10 y 20 L y la mayor concentracion se detectd con el método 2 a partir de un volumen

promedio filtrado de 2.5 L.

El método mas rapido con respecto al tiempo de procesamiento de la muestra se reportd
en el método 2 a partir de un volumen filtrado promedio de 2.5 L, sin embargo, el siguiente
método fue el método 3 a partir de un volumen filtrado promedio de 2.4 L. Por lo que

ambos métodos pueden considerarse los mas rapidos.

El método mas econdmico con respecto al costo de procesamiento por muestra se
detectd en el método 2 y seguido del método 3, por lo que ambos métodos se pueden
considerar los mas econémicos con un costo total por muestra de entre $712 a $1,009

pesos.

Tabla 38. Valores obtenidos del HAdV de la ocurrencia, concentracion viral, tiempo y el costo por el procesamiento
de las muestras concentradas mediante tres métodos y cuantificadas con sonda TagMan.

Volumen Porcentaje Tiempo de Costo por el
Método de romedio de muestras Concentraciones rocesgmiento procesamiento
concentracioén pfiltrado positivas por promedio (CG/L) P (hrs) por muestra
qPCR (MX)*

0L 0% (0/7) - 17+£0.5 $1,351.41
Mﬁj‘;‘#‘; 1 20 L 0% (0/7) - 18 +0.75 $1,432.44
50 L 14% (1/7) 34810 20+15 $1,437.54
M(e;%g 2 251 43% (3/7) 4.73%10" 55+15 $712.10
?,":eAtE?SFi 241 20% (2/7) 2 07%10° 6.2+15 $1,009.32

*Ver anexo 12.3

El método por el cual se obtuvo el nUmero mas bajo de muestras positivas por gPCR fue
el método 1 a partir de un volumen promedio filtrado de 50 L, mientras que el método que
permitié obtener el nimero mas alto de muestras positivas por gPCR fueron los métodos

2 y 3 al utilizar un volumen promedio filtrado de 2.5y 2.4 L respectivamente.
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En relacion al ensayo de gPCR usando SYBR Green, la minima concentracion del
PMMoV fue detectada al emplear el método 1 a partir de un volumen promedio filtrado
de 50 L y, la maxima concentracion fue detectada al emplear el método 2 a partir de un

volumen promedio filtrado de 2.5 L.

El método mas rapido con respecto al tiempo de procesamiento de la muestra se reportd
en el método 2 a partir de un volumen promedio de 2.5 L, sin embargo, el siguiente
método fue el método 3 a partir de un volumen promedio de 2.4 L. Por lo que ambos

métodos pueden considerarse los mas rapidos.

El método mas econdmico para el procesamiento por muestra fue el método 2 seguido
del método 3, por lo que ambos se pueden considerar los mas econdmicos con un costo

total por muestra de entre $673 a $970 pesos.

Tabla 39.Valores obtenidos del HAdV de la ocurrencia, concentracién viral, tiempo y el costo por el procesamiento de
las muestras concentradas mediante tres métodos y cuantificadas con SYBR Green.

Volumen Porcentaje Tiempo de Costo por el
Método de ' de muestras Concentraciones bo. procesamiento
! promedio o . procesamiento
concentracion filtrado positivas por promedio (CGI/L) (hrs) por muestra
qPCR (MX)*
10 L 86% (6/7) 2 19x10 17.5+0.5 $1,311.93
MﬁjoFdT‘; 1 20 L 86% (6/7) 1.17x10° 18.5+0.75 $1,392.95
50 L 57% (417) 2.36x102 205+15 $1,398.06
Metodo 2 251 100% (7/7) 1.73x10° 6.2+15 $672.62
(FAE) :
Método 3 4
(FAE/IUF) 24L 100% (7/7) 9.23x10 6.7+15 $969.83

*Ver anexo 12.3

Con base en lo anterior, los analisis mostraron que el método mas eficiente para realizar
la deteccion y cuantificacion del HAdV es el ensayo por gPCR mediante SYBR Green, a
patrir de la concentracién de la muestra de agua por el método 2, el cual cumple de

manera satisfactoria con todos los criterios descritos en la tabla 39.
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9 Discusion

La eleccion del método de concentracion de virus esté determinada por las caracteristicas
del agua, asi como por el volumen de agua que debe analizarse y los efectos de las
propiedades del virus (Shi, Pasco y Tarabara, 2017). Ademas, los métodos para detectar
virus son muy diversos y a través del tiempo estos han ido desarrollandose ain mas con
la principal finalidad de ser mas eficientes y sencillos (Saavedra, Tovar and Betancourt,
2012). En el presente trabajo, los rangos de las concentracion obtenidos del PMMoV y
los HAdVs fueron mayores con respecto reportes previos para agua subterranea y agua
salobre, esto probablemente se debid a las diferencias en los métodos de concentraciéon
o detecciéon empleados (Jiang, 2006; Dong, Kim y Lewis, 2010; Rames et al., 2016;
Kitajima, Sassi y Torrey, 2018; Symonds et al., 2018). Con base a la literatura disponible,
entre los métodos de concentracion mas utilizados para la concentracion del PMMoV y
los HAdV en muestras de aguas residuales se encuentran los métodos basados en
filtracion por adsorcion-elucion (FAE), mientras que para concentrar muestras con mayor
volumen como aguas superficiales 0 aguas subterrdneas la ultrafiltracion tangencial
(UFT) es el método con mayor aplicacion (Jiang, 2006; Rames et al., 2016; Kitajima, Sassi
and Torrey, 2018; Symonds et al., 2018). En el ambito local, uno de los métodos mas
empleados para la recuperacion de los virus PMMoV y del HAdV a partir de muestras de
agua subterrédnea y salobre del acuifero de la PY, ha sido el método por UFT y se han
obtenido entre estos trabajos diferentes rendimientos para ambos virus (Rosiles-
Gonzalez et al., 2017, 2019; Mufioz-Cortes, 2018; Negrete-Alcalde, 2019). Sin embargo,
en estos trabajos se utilizaron volumenes de muestras altos (50 y 100 L) asi como
también solamente un método de concentracion y deteccidn viral. Por lo que el presente
trabajo se propuso comparar diferentes herramientas para el diagnostico de los virus
PMMoV y los HAdV en muestras de agua de la PY, en el cual se optimizaron variables
como: volimenes de agua, tipos de agua, materiales para filtracion y herramientas

moleculares para la deteccion de ambos virus.

Las altas concentraciones del PMMoV reportadas en aguas residuales ha llevado a

muchos investigadores a buscar este virus en aguas ambientales (Symonds, Rosario y
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Breitbart, 2019). Por ejemplo, se ha detectado al PMMoV en efluentes de aguas
residuales en concentraciones que oscilan en 10° hasta 10° CG/L (Rosario et al., 2009;
Betancourt et al., 2014; Kitajima et al., 2014; Symonds et al., 2014; Kuroda et al., 2015;
Hughes et al., 2017; Lee et al., 2017), en aguas salobres en concentraciones de 10! a
102 CG/L (Rosiles-Gonzalez et al., 2017; Mufioz-Cortes, 2018; Negrete-Alcalde, 2019),
mientras que en aguas subterraneas en concentraciones que varian en 10° hasta 108
CGI/L (Hruby et al., 2015; Rosiles-Gonzélez et al., 2017; Shrestha et al., 2018). En el
presente trabajo, los rangos de concentraciones obtenidas para el PMMoV se encuentran
entre los rangos previamente reportados para agua subterrdnea. Ademas, las
concentraciones maximas se detectaron en el agua salobre se encuentran por arriba a
los rangos de concentraciones reportados para el PMMoV en muestras de agua salobre
en condiciones karsticas similares (Mufioz-Cortes, 2018; Negrete-Alcalde, 2019). No
obstante, en el presente estudio se utiliz6 en promedio un menor volumen de muestra
inicial e incluso el mismo ensayo de gPCR (TagMan) pero consiguiendo mayores tasas

de concentracion para el PMMoV.

Estudios realizados en todo el mundo han demostrado la ocurrencia de los HAdV en
efluentes de aguas residuales en concentraciones que van de 10* a 10 CG/L (Haramoto
et al., 2007; Dong, Kim y Lewis, 2010), en aguas salobres se han encontrado en
concentraciones de 10! hasta 10* CG/L (Mufioz-Cortes, 2018; Negrete-Alcalde, 2019;
Rosiles-Gonzalez et al., 2019) y en aguas subterrAneas se ha reportado en
concentraciones de 10° a 10* CG/L (Lambertini et al., 2008; Ogorzaly et al., 2010;
Betancourt et al., 2014; Staggemeier et al., 2015; Rosiles-Gonzalez et al., 2019). En el
presente estudio, los rangos de concentraciones obtenidas de los HAdV se encuentran
entre los rangos previamente reportados para aguas subterraneas y aguas salobres
(Muiioz-Cortes, 2018; Negrete-Alcalde, 2019; Rosiles-Gonzalez et al., 2019), aun cuando
se empled el mismo ensayo de gPCR (SYBR Green) pero se empled en promedio un
mayor volumen de muestra inicial. No obstante, las concentraciones mas altas se
detectaron en el agua subterranea se encuentran dentro de los rangos de

concentraciones previamente reportados para el HAdV en muestras de agua residual
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tratada, en donde se utilizaron en promedio volimenes de muestra inicial similares a los

usados en este estudio (Haramoto et al., 2018; Allard y Vantarakis, 2019).

El estado de Quintana Roo, ademas de estar sujeto a un rapido desarrollo urbano y al
aumento en la densidad poblacional, es considerado una de las principales regiones
turisticas en México (Secretaria de Turismo del estado de Quintana Roo, 2017). En esta
zona, la mayoria de las actividades recreativas se basan en el empleo de aguas
ambientales (nado, buceo, snorkel, entre otras), también algunos habitantes recurren a
diversas préacticas para conseguir el agua de estos ambientes para su uso como fuente
de agua potable (Jiménez, 2011; CAPA, 2016). Es de gran importancia contar con
métodos de diagndstico que permitan monitorear la presencia de virus como indicadores
de contaminacion fecal en el agua, con el fin de tener un mejor panorama que permita
predecir o minimizar los riesgos para la salud en estos tipos de ambientes acuaticos
(Bosch, 1998; Wyn-Jones y Sellwood, 2001). Con base en lo anterior, en el presente
trabajo se compararon métodos de concentracion y de cuantificacion utilizados para los
virus PMMoV vy los HAdV en diferentes muestras de agua. Ademas, el uso de ambos
virus podria implementarse para determinar contaminacion fecal en el acuifero de la PY.
Por tal motivo, el desarrollo de pruebas simples y asequibles para la deteccidn rapida de
los virus PMMoV vy los HAdV serian esencial para garantizar mejoras en la calidad del

agua en los ambientes karsticos de la PY.
9.1 Comparacion por métodos de concentracién viral

Los métodos de concentracion viral elegidos en el presente trabajo se han utilizado en
trabajos que han reportado estas técnicas con buenos resultados para ambos virus, asi
como otros virus entéricos presentes en aguas residuales y en ambientes acuaticos
(Jiang, 2006; Rames et al., 2016; Kitajima, Sassi y Torrey, 2018; Symonds et al., 2018).
Una de las ventajas del método de UFT es que se ha utilizado para recuperar diversos
patdgenos como bacterias y virus a partir de volimenes de agua relativamente grandes
(Hill et al., 2007; Hernandez-Morga et al., 2009). Mientras que los métodos basados en

FAE tienen la ventaja de que el costo del procesamiento de las muestras es relativamente
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bajo y ha sido probado con una gran variedad de virus entéricos (Cashdollar y Wymer,
2013; Shi, Pasco y Tarabara, 2017). Los resultados obtenidos en el presente estudio
mostraron que el método basado en UFT fue mas eficiente al cuantificar a los virus
PMMoV y a los HAdV a partir de un volumen inicial (10 L), en tanto que los métodos
basados en FAE fue mas eficiente al cuantificar al PMMoV cuando se utilizé un menor
volumen inicial (1.5 L) y a los HAdV cuando se utilizé6 un mayor volumen inicial (5 L). Sin
embargo, las concentraciones mas altas de ambos virus en los diferentes tipos de agua

se detectaron a través de los métodos basados en FAE.

En un andlisis realizado por Cashdollar y Wymer (2013), observaron que los volimenes
de muestra colectada entre 10 a 99 L tuvieron en promedio la recuperacion viral mas alta
en comparacion con muestras con volumenes de <10 L y 2100 L (Cashdollar y Wymer,
2013). Estos datos son comparables con los resultados obtenidos en el presente estudio,
ya que en trabajos realizados para la deteccion del PMMoV y HAdV en muestras
ambientales con volumenes entre 30 a 200 L, las concentraciones del PMMoV y los HAdV
fueron menores o estuvieron dentro de lo reportado en el presente trabajo, ya que las
muestras se redujeron en promedio 15 veces menos (10 L) y, ademas, se observé que
las tasas de deteccion y concentracion de ambos virus aumentaron cuando se proceso
un menor volumen de muestra. De igual forma Olszewski, Winona y Oshima (2005)
obtuvieron resultados similares a los del presente trabajo, en el cual compararon dos
sistemas de UFT para la concentracion de mudltiples virus sembrados en aguas
ambientales, consiguiendo recuperaciones comparables de los virus cuando se
procesaron volimenes de muestra de 2 y 100 L (Olszewski, Winona y Oshima, 2005).
Por lo cual, las metodologias de concentracion viral como en el caso de la UFT pueden
concentrar inhibidores que afectan los andlisis posteriores (métodos moleculares y/o
ensayos de cultivo celular), ya que cuanto mayor sea el volumen de la muestra filtrada,
la posibilidad de que se concentren mas inhibidores sea mas alta y, por lo tanto, es mas

probable que la deteccidn viral se vea afectada (Cashdollar y Wymer, 2013).

En una investigacion realizada por Hjelmsg et al. (2017), se obtuvo una eficiencia mas
alta cuando las muestras se concentraban con el método de PEG/NaCl en comparacion
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con el método de floculacion con leche desnatada, ya que este ultimo método inhibia la
deteccion de los virus MNV y HAdV enriguecidos en aguas residuales sin tratar. También
se demostro que la eleccion de un método para la extraccién del material genético en
muestras con altos niveles de materia organica afectaba la deteccion del HAdV, excepto
cuando las muestras se concentraban con PEG/NaCl que tenia el volumen inicial mas
bajo y un paso de filtracion adicional (Hjelmsg et al., 2017). Este también fue el caso en
nuestro trabajo, donde las concentraciones mas altas de ambos virus analizados se
obtuvieron cuando las muestras se concentraron a partir de un menor volumen inicial, de
10 L. Estos resultados podrian deberse a que cuanto menor sea el volumen de la muestra
filtrada la posibilidad de que se reconcentren inhibidores sea menor, por lo que se

obtendrian una mayor deteccion de los virus a analizar (Falman et al., 2019).

Uno de los métodos mas utilizado en la concentracion primaria de virus en muestras de
agua ha sido la FAE (Lukasik et al., 2000; Chamorro et al., 2006; Ruhanya, Kabego y
Otwoma Gichana, 2016; Shi et al., 2016; Farkas et al., 2018). Se ha demostrado que este
método es adecuado para concentrar virus entéricos en muestras ambientales y su uso
puede estar limitado a muestras de baja turbidez debido a la obstruccién del medio
filtrante (Fongaro et al., 2013; Ruhanya, Kabego y Otwoma Gichana, 2016; Farkas et al.,
2018; Matrajt et al., 2018). En este estudio, se observé mayor presencia y concentracion
del PMMoV en el agua salobre, mientras que para el HAdV se encontr6 mayor presencia
y concentracion en el agua dulce. Esto sugiere que la interaccion de estos virus con la
composicion de la membrana es diferente cuando el virus se adsorbe del agua dulce en
lugar del agua salobre. Lo anteiror puede deberse a que en esta técnica las
recuperaciones virales de varios tipos de agua no siempre fueron similares, debido al
hecho de que las membranas cargadas pueden verse influenciada principalmente por las
caracteristicas del virus, como el punto isoeléctrico (pl), ya que los virus presentan
diferentes pl (4.5 para HAdV y 3.2-3.8 para PMMoV) y esto pudo afectar su
comportamiento de adsorcion-elucion (Gerba, 1984; Haramoto et al., 2018; Kitajima,
Sassi y Torrey, 2018). También podria verse afectada por las caracteristicas de la

muestras de agua, como la salinidad, pH, niveles de materia organica disuelta y el
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volumen filtrado (Lukasik et al., 2000; Chamorro et al., 2006; Hamza et al., 2009; Rigotto
et al., 2009).

Lukasik et al., (2000) demostraron que una membrana con carga negativa combinado
con AICIs era més eficiente para la recuperacién viral en aguas ambientales en
comparacion al uso de otras tipo de sales (NaCl o MgClz2) (Lukasik et al., 2000). En otros
trabajos observaron que el MgCl. era mas sensible para la captura de viriones en
comparacion con AlCls. Los resultados sugieren que se debe agregar una concentracion
especifica de MgClz2 a cada tipo de muestra ambiental de agua y virus entérico para
obtener la mejor recuperacion viral, ya que las sales naturales dentro de la muestra no
son suficientes para adsorber los virus en la membrana (Katayama, Shimasaki y Ohgaki,
2002; Haramoto et al., 2007; Victoria et al., 2009). Estos resultados son comparables con
los obtenidos en el presente trabajo, en el que se us6 una concentracion definida de
MgCl2 en todos los tipos de muestras de agua y se filtraron con membranas
electronegativas HA, por lo cual, se obtuvieron tasas de deteccion y de concentracion
mas altas en comparacion con las muestras que se filtraron mediante UFT. Esto podria
deberse a las altas concentraciones de sales (MgCl2) y un pH por debajo del pl de los
virus y, ademas, los filtros electronegativos pueden establecer mas interacciones
hidrofobicas que las interacciones electrostaticas con los virus y funcionan mejor en

muestras con altas concentraciones de sal (Gibbons et al., 2010).

En estudios previos, los concentradores centrifugos como el Centriprep, Amicon y
Centricon han proporcionado diversas tasas de concentracion de los virus PMMoV y
HAdV presentes en aguas residuales asi como ambientales (Haramoto et al., 2007, 2013;
Rosario et al., 2009; Fong et al., 2010; Fongaro et al., 2013; Kitajima et al., 2014; Kuroda
et al., 2015; Adefisoye et al., 2016; Sangsanont et al., 2016; Shrestha et al., 2018).
Haramoto et al. (2005) sugiere que al utilizar este método de concentracion secundaria
se podria esperar que muchos tipos de virus entéricos se concentren con altas eficiencias
de recuperacion (Haramoto et al., 2005; Gibbons et al., 2010), ya que también pueden
eliminar inhibidores presentes en los concentrados primarios (Ikner, Gerba y Bright,
2012). Lo anterior pudo haber ocurrido en el presente estudio, ya que las concentraciones
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obtenidas del PMMoV fueron bajas mediante el método 2 de las distintas muestras de
agua, por lo tanto, al reconcentrarlas a traves de filtros Centriprep (método 3) se logré
reducir mas los volumenes de las muestras lo cual resulté en el aumento de casi al doble
las tasas de deteccién de este virus. Mientras que los resultados obtenidos de la
cuantificacion de HAdV en el presente trabajo, mostraron que una segunda etapa
concentracion mediante filtros Centriprep (método 3) se consiguieron menores
concentraciones en comparacion cuando solamente las muestras se concentraron con el
método 2. Estos hallazgos pueden indicar que un paso de reconcentracion con estos
dispositivos pueden provocar la pérdida de particulas virales en las muestras (Ahmed et
al., 2015), ya que los HAdV se han asociado con el atrapamiento fisico en diversos filtros
debido a las grandes fibras que sobre salen en estos virus, o que da como resultado

recuperacion deficientes (Rames et al., 2016).

Los métodos utilizados en el presente trabajo permitieron la concentracion de los virus
PMMoV y del HAdV, aunque cada uno presenta algunas limitaciones técnicas, como la
necesidad de un paso de centrifugacion, la necesidad de preacondicionar la muestra de
agua, una sensibilidad deficiente con aguas turbias o la necesidad de grandes volimenes
de muestra. Previamente se ha reportado que dependiendo del virus bajo estudio y el
tipo de agua se deben adaptar los métodos (Matrajt et al., 2018). Las caracteristicas y el
volumen del agua son factores importantes, ya que pueden mejorar la sensibilidad y
aumenta las posibilidades de detectar a virus en el ambiente (Francy et al., 2013; Hjelmsg
et al., 2017). Sin embargo, en el presente trabajo no encontramos una relacion positiva
entre los métodos con altos volimenes de muestreo y una mayor sensibilidad de
deteccidn para ambos virus. Esto podria deberse a un aumento en los inhibidores u otros
aspectos de los métodos de concentracion empleados (Cashdollar y Wymer, 2013;
Haramoto et al., 2018).

Con base en los resultados obtenidos, sera mas probable detectar a estos virus al utilizar
un método de concentracion primaria (método 2 y 3), que cuando se concentrarian por
UFT (método 1) en muestras con concentraciones iguales de ambos virus. La diferencia
en las recuperaciones observadas entre los virus PMMoV y HAdV puede deberse a
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procedimientos de concentracion secundaria e incluso con ensayos de deteccion aguas
abajo, lo cual pueden llegar a opacar los resultados de la concentracién primaria
(Cashdollar y Wymer, 2013; Falman et al.,, 2019). Dichos procedimientos de
concentracion viral deben validarse por separado para determinar la variabilidad de
recuperacion en estos pasos. Por esta razén, el uso de controles de proceso 0 ensayos
de inhibicion son necesarios para los analisis posteriores para asi comprender e

interpretar los datos obtenidos (Haramoto et al., 2018).
9.2 Comparacion de los métodos de cuantificacion viral

Mediante el método 1 (UFT) se detecté al PMMoV en concentraciones que fueron
similares con las reportadas en EUA, México asi como en Singapur, en donde
encontraron al PMMoV en concentraciones de 10! hasta 10* CG/L en arroyos, con
volumen de colecta de 200 L (McGinnis et al., 2018), en agua subterranea y salobre
donde se colectaron muestras de 50 y 100 L (Rosiles-Gonzélez et al., 2017; Mufioz-
Cortes, 2018), asi como en embalses y cuencas, con volumen de colecta de 30 L (Gu et
al., 2018). Sin embargo, en este trabajo se detectaron concentraciones mas altas del
PMMoV utilizando un menor volumen de agua (10 L), en comparacion a los otros trabajos
que emplearon la UFT, asi como un paso adicional con filtros centrifugos. Esto puede
representar una ventaja sobre todo cuando las concentraciones del PMMoV son bajas en

una muestra ambiental.

Los rangos de concentraciones del HAdV en este trabajo fueron comparables a los
trabajos realizados por grupos de investigacion en Nueva Zelanda, que oscilaron entre
10* hasta 10° CG/L en aguas residuales tratadas con volimenes de 20 L (Dong, Kim y
Lewis, 2010). En cambio, en México a partir de muestras de agua salobre de 50 L, se
detecté al HAdV en concentraciones cuyos rangos fueron de 102 a 10* CG/L (Negrete-
Alcalde, 2019), las cuales son parecidas con las que se encontraron en el presente
trabajo, donde se emple6 un menor volumen de muestra. De igual forma, Carducci y
Verani, (2013) emplearon el método de concentracién por ultrafiltracion tangencial (UFT)

pero con algunas modificaciones, con el cual detectaron a este virus entérico en promedio
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en 108 CG/L en muestras de agua residuales crudas y en aguas residuales tratadas en
108 CG/L con volumenes de colecta de 1 y 10 L, respectivamente. Estos valores de

cuantificacion fueron superiores a los reportados en el presente trabajo.

En relacion al método 2 (FAE), en un trabajo realizado en EUA se utilizé la filtracién por
adsorcién-elucion (FAE) para concentrar muestras de hasta 10 L de aguas residuales
tratadas, de rios, asi como en agua subterranea, en las cuales se detect6é al PMMoV en
concentraciones que fueron de 10! a 10® CG/L (Betancourt et al., 2014), que son similares
a las que se encontraron en el presente trabajo y en el que en promedio se emple6 un
menor volumen de muestra (<2.5 L). Por el contrario, se ha detectado a este virus en
Nepal, en concentraciones que oscilaron de 10* hasta 108 CG/L en muestras de 50 mL
provenientes de rios, estanques, canales y de aguas residuales (tratadas/sin tratar), asi
como también en aguas subterrdneas en muestras de 1 L, cuyas concentraciones
estuvieron en un rango de 10° a 10’ CG/L (Shrestha et al., 2018). Estas tasas de
concentracion fueron mas altas en comparacion con las obtenidas en el presente trabajo,

aun cuando en promedio se utilizé6 un mayor volumen (>2 L) de muestra filtrada.

Por lo que se refiere al virus HAdV, en un investigacion realizada en Brasil detectaron a
este virus entérico en efluentes de dos plantas de tratamiento de aguas residuales de
hospitales, en concentraciones que estuvieron entre 102 hasta 10* CG/L, cuando se partia
de un volumen inicial de 2 L (Prado et al., 2011). De igual manera, se ha detectado al
HAdV en este mismo tipo de muestras en Ghana, en concentraciones que fueron de 10
a 10* CG/L, a partir de muestras concentradas en un rango de 15 a 150 mL (Silverman
et al., 2013). En comparacion con los trabajos anteriores que emplearon la FAE y
diferentes tipos de agua, pero con un menor volumen filtrado, los rangos de concentracion
estuvieron dentro de los reportados en este estudio (Prado et al., 2011; Silverman et al.,
2013). No obstante, en el presente trabajo se hallaron las concentraciones mas altas

para los HAdV, pero presentes en un mayor volumen (>2 L) de muestra filtrada.

Acerca del método 3 (FAE/UF), se obtuvieron tasas de concentracion que fueron
menores en comparacion con trabajos realizados en EUA y Vietnam que utilizaron este

mismo método, asi como un menor volumen de muestra, donde encontraron a este
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patdégeno de plantas en concentraciones que fluctuaron de 10° hasta 10° CG/L en
afluentes de aguas residuales, en volumenes de colecta que oscilaron de 50-100 mL
(Kitajima et al., 2014; Kuroda et al., 2015; Schmitz et al., 2016). Este virus ha sido
detectado en muestras ambientales en rios en concentraciones que fueron en 10* a 108
CG/L en muestras de 50 mL a 2 L (Kuroda et al., 2015; Kato et al., 2018; Sassi et al.,
2018; Tandukar et al., 2018), asi como en estanques y humedales en concentraciones
que estuvieron en 10* a 10° CG/L en muestras de 50 mL a 2 L (Kuroda et al., 2015;
Rachmadi et al., 2016). Estos resultados presentan rangos de concentracion mayores a
los encontrados en el presente trabajo, donde se obtuvieron concentraciones mas bajas

y se proceso en promedio un mayor volumen de muestra (>2 L).

En relacion al HAdV, se ha usado este mismo método de concentracion en Brasil donde
encontraron a este virus en promedio en 10%® y 10° CG/L en muestras de aguas
superficiales y 10* CG/L en muestras de un suministro de agua publica. En ambos tipos
de muestras se filtraron 2 L (Fongaro et al.,, 2013). Las concentraciones anteriores
estuvieron dentro de lo reportado en el presente estudio, incluso cuando se emple6 un
menor volumen filtrado. De igual manera en Sudéfrica, han utilizado este método con
algunas modificaciones en muestras de 1 L de efluentes de aguas residuales, en las
cuales se detecté al HAdV en concentraciones que oscilaron en 10! hasta 10° CG/L
(Adefisoye et al., 2016). Estos valores de concentracién viral estuvieron dentro del rango
de los obtenidos en este trabajo, aunque las muestras fueron prefiltradas y se proceso

un menor volumen (<2 L).

En general, la recuperacion de los virus PMMoV y los HAdV se han visto limitada no por
el método de deteccién, sino por la capacidad de extraer los virus de las muestras de
agua (Dong, Kim y Lewis, 2010; Francy et al., 2013; Ahmed et al., 2015; Hjelmsg et al.,
2017). Varios autores han propuesto que la eficiencia de los métodos basado en UFT y
FAE esta determinada también por las propiedades fisicoquimicas de los virus PMMoV y
de los HAdV (Jiang, 2006; Dong, Kim y Lewis, 2010; Rames et al., 2016; Kitajima, Sassi
y Torrey, 2018; Symonds et al., 2018). En el presente trabajo se emplearon dos virus con

caracteristicas diferentes en cuanto al tamafio, la carga superficial, el punto isoeléctrico
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(p), la energia superficial y la morfologia. Por ejemplo, la morfologia de los virus PMMoV
(helicoidal) y de los HAdV (icosaédrica) es un factor que pudo afectar en la recuperacion
de los métodos basados en UFT y FAE, ya que se ha observado en trabajos previos que
la superficie de la capside de ambos virus puede facilitar la adsorcion a la superficie de
los filtros, haciendo que sea dificil de eluirlos de la matriz de los filtros (Gibbons et al.,
2010; Ikner, Gerba y Bright, 2012; Rames et al., 2016; Kitajima, Sassi y Torrey, 2018;
Symonds et al., 2018). Por lo tanto, en el presente trabajo se emplearon los métodos UFT
y FAE que se basan en principios diferentes para la recuperacion de virus, la misma
propiedad de los virus PMMoV y de los HAdV pudieron tener un efecto opuesto en la
recuperacion mediante estos dos métodos, produciendo asi diferentes resultados para

ambos virus.

En los ultimos afios, se han desarrollado varios ensayos de qPCR para la cuantificacion
del PMMoV y HAdV, que se ha dirigido a los genes que codifican para proteinas
asociadas a la replicacion (RdRp), asi como a los genes que codifican para las proteinas
del hexdn, respectivamente. Aunque la gran mayoria de los trabajos sobre la deteccion
de estos virus en ambientes acuaticos se han llevado a cabo principalmente mediante
ensayos con sondas de hidrélisis como es el caso de la TagMan, estos ensayos han sido
modificados en los ultimos afios para reducir el limite de cuantificacion de los virus, asi
como la precision de la técnica (Jiang, 2006; Kitajima, Sassi y Torrey, 2018; Symonds et
al., 2018).

El empleo de técnicas moleculares como los métodos basados en gPCR, se usan
comunmente para detectar e identificar la contaminacion viral en el agua, particularmente
aguellos virus que no se multiplican facilmente en el cultivo celular, como seria el caso
del PMMoV (Girones et al., 2010). En el analisis cuantitativo de la contaminacion viral en
muestras ambientales, existen dos métodos que son los mas utilizados, los cuales son
TagMan y SYBR Green. SYBR Green es mas econdmico y mas facil qgue TagMan, pero
en muchos casos los cientificos prefieren el método TagMan, ya que cuenta con mayor
precision y sensibilidad (Tajadini, Panjehpour y Javanmard, 2014). Los métodos de

cuantificacion viral seleccionados para el presente trabajo han sido reportados
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previamente por diversos grupos de investigacion para cuantificar a los virus PMMoV y
el HAdV en aguas residuales y en ambientes acuaticos, con excelentes resultados, en
comparacion con otras técnica de deteccion como cultivo celular o inmunoensayos
(Jiang, 2006; Rames et al., 2016; Kitajima, Sassi y Torrey, 2018; Symonds et al., 2018).

En el presente trabajo, se registraron mayores tasas de cuantificacion del PMMoV
utilizando un ensayo con TagMan que con SYBR Green; en cambio mediante un ensayo
con SYBR Green para detectar al HAdV hubo mayores rendimientos que en comparacion
con TagMan. Los resultados obtenidos pudieron a ver ocurrido ya que se siguieron las
mismas metodologias de gPCR descritas por Hamza et al. (2011a) y Heim et al. (2003)
sin modificacion alguna, por lo cual la sensibilidad de los ensayos de qPCR pudieron
verse afectada por problemas de inhibicion presentes en las diferentes muestras
cuantificadas (Girones et al., 2010; Hamza y Bibby, 2019). Las diferencias en las
concentraciones del PMMoV y los HAdV detectados en este trabajo pudieron depender
en gran medida a diferencias inherentes en la eficiencia de extraccion del material
genético de los virus. Algunos trabajos han demostrado que la presencia de estos
inhibidores depende del método utilizado para la extraccion de ADN o ARN, ya que los
kits disponibles comercialmente emplean diferentes tecnologias para la eliminacion o
reduccion de inhibidores (Albinana-Gimenez et al., 2009; Iker et al., 2013; Hjelmsg et al.,
2017). Una forma para solventar el problema de inhibicién en los ensayos de qPCR es la
diluciéon de las muestras, ya que los inhibidores también se diluyen, de modo que la
amplificacion de los virus ya no se veria afectada negativamente (Jiang, 2006; Rames et
al., 2016). Lo anterior pudo haber sucedido en el presente trabajo, ya que durante los
ensayos de gPCR no se realizé alguna dilucién a las muestras para ambos virus, lo cual
pudo haber afectado en la precision y la sensibilidad de los ensayos de la gPCR tanto
para TagMan como para SYBR Green. Por lo tanto, al optimizar estas variables para la
cuantificacion del PMMoV y del HAdV en las diferentes muestras de agua, se podrian
obtener rendimientos comparables o similares entre cada ensayos de gPCR (Tajadini,

Panjehpour y Javanmard, 2014).

108



Para obtener resultados precisos durante el analisis de los virus de interés deben
realizarse con niveles aceptables de eficiencia. A fin de evaluar dicha eficiencia, se deben
utilizar controles de proceso molecular, los cuales son cantidades conocidas del virus de
interés o uno similar que se agregan antes de las extracciones de acidos nucleicos o
antes de los procesos de qPCR, que nos ayudara a demostrar que los protocolos de
extraccion y deteccion funcionaron correctamente para cada ensayo (Girones et al., 2010;
Haramoto et al., 2018). En el presente trabajo no se emplearon controles de proceso
molecular durante todo el andlisis de los virus, lo que pudo haber originado falsos
negativos como consecuencia de la inhibicion de diversas sustancias, como los &cidos
hamicos y los metales pesados presentes en las muestras de agua (Farkas et al., 2017),
lo cual dificulta la comparacién de los resultados en este trabajo, ya que las técnicas
utilizadas pueden ser muy diferentes de un estudio a otro con rendimiento variables
(Haramoto et al., 2018).

10 Conclusién

Hasta donde sabemos, el presente trabajo es la primera evaluacion integral para la
cuantificacion de los virus PMMoV y HAdV en aguas residuales y ambientales de
Quintana Roo, en el que ademas, se incluyé una valoracion de diferentes métodos de
concentracion y cuantificacion viral. En este estudio, se detectd la presencia de estos
virus en el 100% de los sitios colectados utilizando al menos alguno de los tres métodos
de concentracion viral. Ademas, se demostr6 que un protocolo basado en
adsorcion/elucion con membranas cargadas negativamente (Método 2) fue un método
primario efectivo para concentrar al PMMoV, asi como al HAdV en muestras de agua
dulce, salobre y residual tratada. No obstante, las recuperaciones del PMMoV mediante
este método y al combinarlo con un método secundario utilizando filtros centrifugos
(Método 3), se obtuvieron mayores valores de cuantificacién. En cuanto las muestras de
10 L procesadas por el método 1, presentaron mayores valores de cuantificacion de estos
virus en comparacion con los concentrados de 20 y 50 L. Se demostré que un ensayo
con SYBR Green proporcion6 rendimientos mayores para detectar al HAdV; en cambio,

al determinar la presencia del PMMoV se registraron mayores tasas de deteccién a través
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de un ensayo con sonda TagMan. Por lo tanto, los métodos 2 y 3 para la concentracion
de estos virus permitieron el procesamiento de volimenes mas pequefios, con minima
probabilidad de problemas de inhibicion, asi como simplifica la recoleccién y el

procesamiento de las muestras en comparacion con el método 1.
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12 Anexos

12.1 Preparacion de medios de cultivo y soluciones
12.1.1 Preparacién de células competentes

Medio PSI-Broth:

e 250 mL de agua destilada

e Extracto de levadura 1.5 g

e Triptona5g

e 1.25gde MgSO4— 7H20

e Ajustar el pH a 7.6 con KOH. Afadir 14 g/L de agar.

e Esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.

Medio Luria-Bertani (LB):

e 20.6 g medio LB Broth EZMix™ (Sigma-Aldrich®)
e Agua destilada 1000 mL
e Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
e Almacenar a 4°C

TFB-1:

e 200 mL de agua destilada

e 0.588 g de Acetato potasico (30 mM)
o 2.42 g de KCI (100 mM)

e 0.294 g de CaClz (10 mM)

e 2 gde MnClz (50 mM)

e 30 mL de Glicerol (15% v/v)

e Ajustar el pH a 5.8 con acido acético 0,2 M. Esterilizar por filtracion. Almacenar a

4°C.
TFB-2:

e 100 mL de agua destilada
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e 0.21 g de MOPS (10 mM)

e 1.1 gde CaClz (75 mM)

e 0.121 g de RbCI (10 mM)

e 15 mL de Glicerol (15% v/v)

e Ajustar el pH a 6.5 con KOH. Esterilizar por filtracién. Almacenar a 4°C.
12.1.2 Extraccion y purificacion de ADN plasmidico por lisis alcalina:

Solucién de lisis alcalina I:

e 50 mM de Glucosa
e 25 mM de Tris-Cl (pH 8.0)
e 10 mM de EDTA (pH 8.0)
e Guardar a 4°C

Solucién de lisis alcalina Il

e 0.2 Nde NaOH
e 1% (w/v) de SDS
e Almacenar a temperatura ambiente

Solucién de lisis alcalina Ill:

e 60.0 mL de Acetato de Potasio (5 M)
e 11.5 mL de Acido Acético glacial
e 28.5 mL de agua destilada

e Almacenar a 4°C
12.2 Costos para la cuantificacion del PMMoV

Para estimar el costo total requerido para la cuantificacion del PMMoV por muestra, se
consideraron los costos de los reactivos necesarios para la concentracion de las
muestras de agua mediantes los tres métodos de concentracion utilizados, los costos
para la extraccibn del ARN total asi como su obtenciébn del ADNc, también se

consideraron los costos de los reactivos para la cuantificacion viral mediante gPCR—
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TagMan/SYBR Green. Ademas, los costos de los reactivos que se emplearon

correspondieron a los precios vigentes del 2019, los cuales se expresan en pesos
mexicanos (MX).

METODO 1 (UFT)
0L 20L 50 L
Precio Cantidad Cantidad Precio Cantidad Precio Cantidad Precio
Pasos Reactivos total Cantidad ausar por por por por por por por
Principales: ) total muestl:a muestra muestra muestra muestra muestra muestra
@ %) @ % @ %
Filtracién F""°SFZ§‘a5e”'“5 5,936 | 12 pieza 1 pieza 1 pieza 494.66 1 pieza 494.66 1 pieza 494.66
Acondicionamiento NaPP 1,464 | 1000 g (0.01%)(W/V) 1g 1.464 2g 2.928 5¢g 7.32
Solucién de bloqueo NaPP 1,464 | 1000 g (0.1%)(1 g*1 L) 500 mL 0.732 500 mL 0.732 500 mL 0.732
Tween 80 760 100 mL | (0.01%)(0.1 mL*1L) 0.38 0.38 0.38
Solucién de retrolavado Y-30 Emylsién | 907 | 100 mL |(0.001%)0.01 mr1Ly| 200 ME 0.4535 500 mL 0.4535 500 mL 0.4535
NaPP 1,464 | 10009 (0.01%)(0.01 g*1L) 0.00732 0.00732 0.00732
0,
Segunda concentracion por Pegilacion PEG 8000 | 3,161 | 1000g (12%)(W/V) 249 75.864 429 132.762 429 132.762
NaCl 858 5009 0.8 M/L 93¢ 15.959 16 g 27.456 169 27.456
Buffer PBS 1x | 2,345 | 1000 mL (10 mL*1 L) 10X 5mL 0.11725 5mL 0.11725 5mL 0.11725
Purificacién de lo concentrado Butanol 1,251 | 500 mL 25mL 25mL 6.255 25mL 6.255 25mL 6.255
Cloroformo 1,793 | 1000 mL 2.5mL 2.5mL 4.4825 2.5mL 4.4825 2.5mL 4.4825
Precio total 600.37 Precio total 670.23 Precio total 674.63
por muestra por muestra por muestra
Método 2
Pasos principales: Reactivos Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Filtracion Filtros HAWP-090-00 3,594 100 piezas 1 pieza 1 pieza 35.94
Acondicionamiento MgCl2 1,495 500 g 13¢g 5.98
Solucién de adsorcién H2S04 1,074 500 mL (200 mL*0.5 mm) 0.006 mL 2.15
NaOH 1,179 500 g (10 mL*1mm) 0.0083 g 2.36
Solucién de eluciéon H2S04 1,074 500 mL (10 yL*100mm) 0.006 mL 2.15
TE 100x 673 100 mL 1 mL*100 mL (100 pL*1x) 0.67
Precio total por muestra 49.25
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Método 3
Pasos principales: Reactivos Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Filtracion Filtros HAWP-090-00 3,594 100 piezas 1 pieza 1 pieza 35.94
Acondicionamiento MgCI2 1,495 500 g 13g 13g 5.98
Solucién de adsorcidn H2S04 1,074 500 mL (200 mL*0.5 mm) 0.006 mL 2.15
NaOH 1,179 500 g (10 mL*1mm) 0.0083 g 2.36
Solucién de elucién H2S04 1,074 500 mL (10 pL*100mm) 0.006 mL 2.15
TE 100x 673 100 mL 1 mL*100 mL (100 pL*1x) 0.67
MLtrafiltracién/Centrifugacién | Filtro Centriprep YM-50 6,149.16 24 piezas 1 pieza 1 pieza 256.22
Precio total por muestra 305.47

Extraccién del ARN total

Reactivos |Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra|Precio por muestra ($)

QIAmp RNA Kit 5,721 50 Rx 1Rx 114.42

Obtencién de ADNc

Reactivos Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra|Precio por muestra ($)

iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit 11,700 100 Rx*20 pL 1Rx 117

gPCR - TagMan
Reactivos  |Precio total ($)| Cantidad total Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Sonda TagMan 2,447 50 Rx 1 RX 48.94
Buffer 1.25mL 2.5puL 13.67
MgClI2 1000 pL 0.75 uL 13.67
4,100

Taq Polimerasa 500 units(5 u/pL 0.1 L 13.67

dNTPs 700 1000 pL 0.5 L 0.7
Agua 959.7 1000 pL 14.9 uL 13.44
Precio total por muestra 104.08

gPCR - SYBR Green
Reactivos | Precio total ($)|Cantidad total Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Super Mix 5,721 100 Rx*20 pL 1 RX 57.21
Primer Fw 207 1000 pL 1yl 4.83
Primer Rv 207 1001 uL 1L 4.83
Agua 959.7 1000 pL 5.5 uL 4.80
Precio total por muestra 71.67
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Métodos de concentracion viral Precio total por muestra (3)

qPCR - SYBR Green |gPCR - TagMan
Método 1-10 L 1,520.00 1,557.00
Método 1-20 L 1,600.95 1,638.64
Método 1-50 L 1,606.04 1,643.73
Método 2 880.71 918.30
Método 3 1,177.44 1,21551

12.3 Costos para la cuantificacion del HAdV

Para estimar el costo total requerido para la cuantificacién del HAdV por muestra, se se
tomaron en cuenta los costos de los reactivos necesarios para la concentracion de las
muestras de agua mediantes los tres métodos de concentracion utilizados, los costos
para la extraccion del ADN total asi como los costos de los reactivos para la cuantificacién
viral mediante qPCR-TagMan/SYBR Green. Ademas, los costos de los reactivos que se
utilizaron correspondieron a los precios vigentes del 2019, los cuales se expresan en
pesos mexicanos (MX).

METODO 1 (UFT)
0L 20L 50 L
pasos Precio Cantidad Cantidad Cant(;trjad Preocrlo Cangcrjad Pre;:rlo Cantcl)t:ad Pre;:rlo
e . Reactivos total a usar por p p p p p p
Principales: ) total muestra muestra muestra muestra muestra muestra muestra
@) (6] @) ®) @ ®)
Filtracion F"""Spgrg’:en'us 5,936 | 12 pieza 1 pieza 1 pieza 494.66 1 pieza 494.66 1 pieza 494.66
Acondicionamiento NaPP 1,464 | 1000 g (0.01%)(W/V) 1g 1.464 2g 2.928 5g 7.32
Solucién de bloqueo NaPP 1,464 | 1000g (0.1%)(1 g*1 L) 500 mL 0.732 500 mL 0.732 500 mL 0.732
Tween 80 760 | 100 mL | (0.01%)(0.1 mL*1 L) 0.38 0.38 0.38
Solucién de retrolavado Y-30 Emypision | 907 | 100 mL |(0.001%)(0.01 mLraLy| 00 Mt 0.4535 500 mL 0.4535 500 mL 0.4535
NaPP 1,464 | 1000g | (0.01%)(0.01 g*1L) 0.00732 0.00732 0.00732
0,
Segunda concentracion por Pegilacion PEG 8000 | 3,161 | 1000g (12%)(WIV) 2449 75.864 429 132.762 429 132.762
NaCl 858 | 5009 0.8 MIL 9.3¢g 15.959 169 27.456 169 27.456
Buffer PBS 1x | 2,345 | 1000 mL (10 mL*1 L) 10X 5mL 0.11725 5mL 0.11725 5mL 0.11725
Purificacién de lo concentrado Butanol 1,251 | 500 mL 25mL 25mL 6.255 2.5mL 6.255 2.5mL 6.255
Cloroformo 1,793 | 1000 mL 25mL 25mL 4.4825 25mL 4.4825 25mL 4.4825
Precio total 600.37 Precio total 670.23 Precio total 674.63
por muestra por muestra por muestra
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Método 2

Pasos principales: Reactivos Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Filtraciéon Filtros HAWP-090-00 3,594 100 piezas 1 pieza 1 pieza 35.94
Acondicionamiento MgClI2 1,495 5009 139 5.98
Solucién de adsorcién H2S04 1,074 500 mL (200 mL*0.5 mm) 0.006 mL 2.15
NaOH 1,179 5009 (10 mL*1mm) 0.0083 g 2.36
Solucién de eluciéon H2S04 1,074 500 mL (10 pL*100mm) 0.006 mL 2.15
TE 100x 673 100 mL 1 mL*100 mL (100 pL*1x) 0.67
Precio total por muestra 49.25
Método 3
Pasos principales: Reactivos Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Filtracion Filtros HAWP-090-00 3,594 100 piezas 1 pieza 1 pieza 35.94
Acondicionamiento MgClI2 1,495 500 g 139 139 5.98
Solucién de adsorcién H2S04 1,074 500 mL (200 mL*0.5 mm) 0.006 mL 2.15
NaOH 1,179 500 g (10 mL*1mm) 0.0083 g 2.36
Solucién de elucion H2S04 1,074 500 mL (10 pL*100mm) 0.006 mL 2.15
TE 100x 673 100 mL 1 mL*100 mL (100 pL*1x) 0.67
MLtrafiltracién/Centrifugacion | Filtro Centriprep YM-50 6,149.16 24 piezas 1 pieza 1 pieza 256.22
Precio total por muestra 305.47

Extraccién del ADN total
Reactivos | Precio total ($) | Cantidad total | Cantidad por muestra | Precio por muestra ($)
QIAmp DNA Kit 2,683.00 50 Rx 1Rx 53.66
gPCR - TagMan
Reactivos | Precio total ($)|Cantidad total Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
2,447 50 R 1R 48.94
Sonda TagMan X X
Buffer 4,100 1.25mL 2.5puL 13.67
MgCI2 1000 UL 0.75 uL 13.67
500 UNITS 0.1 L 13.67
Taq Polimerasa (5 U/UL)
700 1000 UL 0.5 L 0.70
dNTPs
Agua 959.7 1000 UL 14.9 UL 13.44
Precio total por muestra 104.08
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gPCR - SYBR Green

Reactivos |Precio total ($)|Cantidad total Cantidad por muestra Precio por muestra ($)
Super Mix 5,721 100 Rx*20 pL 1 Rx 57.21
Primer Fw 249 1000 pL 1L 4.02
Primer Rv 249 1001 pL 1L 4.02
Agua 959.7 1000 pL 5.5 uL 4.80
Precio total por muestra 70.04

Métodos de concentracion viral

Precio total por muestra ($)

qPCR - SYBR Green |gPCR - TagMan
Método 1-10L 1,311.93 1351.41
Método 1-20 L 1,392.95 1432.44
Método 1-50 L 1,398.06 1437.54
Método 2 672.62 712.10
Método 3 969.83 1009.32
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