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Los liquidos y excretas provenientes de la actividad humana contaminan los recursos acuiferos. El origen de esta contaminacién es dificil de establecer cuando también contribuyen las excretas de otros
animales. Se presenta una propuesta de andlisis de sustancias que den cuenta de la contaminacién microbiana de origen humano, en particular determinados virus, asi como también de componentes
quimicos; cuyos aportes hacen que dichas aguas no puedan utilizarse con fines recreativos.

Conceptos clave:

A)

B)

1Instituto

Qué se sabe sobre el tema: El vertido de
liquidos y excretas provenientes de la
actividad humana contaminan los recursos
acuiferos, lo que adquiere particular relieve
cuando las aguas son utilizadas con fines
recreativos. Esta  contaminacion es
monitoreada por parametros
bacteriologicos y quimicos. Los parametros
bacteriolégicos utilizados por las
normativas corresponden a la
cuantificacién de bacterias coliformes, las
gue no caracterizan necesariamente el
aporte de origen humano, pues pueden
originarse a partir del vertido de las
excretas de otros animales de sangre
caliente.

Qué aporta este trabajo: A los fines de la
evaluacion  microbiolégica de aguas
superficiales se propone, ademas del
monitoreo de las variables bacterioldgicas,
el estudio de virus genémico e infeccioso
de origen humano. Las variables virales
estudiadas como la deteccion del genoma
de adenovirus humano y la infectividad de
enterovirus humanos, es una propuesta
que caracteriza el origen antropogénico de
la contaminacion. Finamente se propone un
algoritmo que reune las variables quimicas
y microbiologicas, que seria de utilidad
para el estudio del origen antropogénico de
la contaminacion fecal.
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Resumen:

El cambio climatico afecta a las interacciones entre los sistemas hidricos, los ecosistemas y la atmoésfera.
También aumenta el riesgo de la presencia de microorganismos que afectan a los sistemas que utilizan
estos recursos. El impacto de la poblacién sobre los recursos hidricos se ha hecho més evidente en los
tltimos afios, destacando la estrecha relacion entre los niveles de componentes inorganicos asi como la
contaminacion microbiolégica del agua y la salud de la comunidad. La caracterizacion de las variables
que dan cuenta de la contaminacién del agua es un proceso complejo. En este trabajo se propone la
cuantificacion de nitritos y fésforo como marcadores quimicos y la deteccion de coliformes fecales,
adenovirus humanos genémicos y/o picobirnavirus y enterovirus humanos infecciosos como marcadores
microbiolégicos para la prevencion de infecciones de origen hidrico en individuos expuestos a matrices
acuosas superficiales por actividades recreativas

Palabras claves: aguas superficiales; monitoreo del agua; microbiologia del agua; contaminacién
quimica del agua

Abstract:

Climate change affects the interactions between water systems, ecosystems, and the atmosphere. It also
increases the risk of the presence of microorganisms which affect the systems that use these resources.
The impact of the population on the water resources has become more evident in recent years,
highlighting the close relationship between the levels of inorganic components and microbiological
contamination of water and community health. The characterization of the variables that account for water
pollution is a complex process. In this paper, it is proposed to quantified nitrites and phosphorous as
chemical markers and fecal coliforms, genomic human adenovirus and/or picobirnavirus and infectious
human enterovirus detection as microbiological markers for the prevention of water-borne infections in
individuals exposed to superficial aqueous matrices by recreational activities.

Key words: surface waters; water monitoring; water microbiology; water pollution, chemical water
polution

Resumo

As alteracdes climaticas afetam as intera¢6es entre os sistemas hidricos, os ecossistemas e a atmosfera.
Também aumenta o risco da presenga de microrganismos que afetam os sistemas que utilizam esses
recursos. O impacto da populacéo nos recursos hidricos tem se tornado mais evidente nos Ultimos anos,
salientando a estreita relagdo entre os niveis de constituintes inorganicos, bem como a poluicdo
microbiolégica da dgua e a saude da comunidade. A caracterizagdo das variaveis responsaveis pela
poluigdo da dgua é um processo complexo. Neste trabalho propomos a quantificacédo de nitritos e fésforo
como marcadores quimicos e a deteccédo de coliformes fecais, adenovirus humanos gendémicos e/ou
picobirnavirus humanos e enterovirus humanos infecciosos como marcadores microbiolégicos para a
prevencéo de infeccdes transmitidas pela Agua em individuos expostos a matrizes aquosas de superficie
devido a atividades recreativas..

Palavras chaves: aguas superficiais; monitoramento da agua; microbiologia da agua; poluicdo quimica
da agua
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El agua es un recurso natural fundamental para sostener la vida en el
planeta. De la disponibilidad y calidad de agua dulce que se recupera
a partir de aguas superficiales y subterraneas, depende la salud de la
poblacién y la posibilidad de desarrollo econémico, social y cultural de
un pais. Las aguas superficiales se encuentran en lagos, rios,
embalses, canales, entre otros, y satisfacen las necesidades de
provision de agua potable para consumo, produccién de energia,
irrigacién con fines agropecuarios, recarga de acuiferos subterraneos,
provision para el habitat de animales y vegetales, asi como usos
recreativos.

El agua es un recurso fragil que puede modificarse ante la
presencia de cambios climaticos o la actividad humana (1). El cambio
climatico afecta la cantidad de agua por aumento o disminucién de las
precipitaciones, acontecimientos climaticos extremos, cambios
estacionales de las épocas de precipitaciones y variaciones térmicas
(2). Asimismo, aumenta el riesgo de la presencia de microorganismos
y algas tdxicas; todo lo cual incide en los sistemas que utilizan el
agua como recurso. Por otra parte, la creciente urbanizacion
impermeabiliza los suelos (3), dando lugar a escorrentias asi como
alteraciones en los cursos de agua y sobrecarga de los sistemas
cloacales. Estos conceptos se remontan a muchos siglos atras,
cuando Hipdcrates (siglo V a AC) referia “... ahora quiero referirme a
las aguas, aquellas que traen la enfermedad o la salud muy buena, a
los males o los bienes que es posible se originen en el agua...” Los
cursos de agua eran los sitios donde se vertian las aguas servidas de
las ciudades. La maxima cloaca de Roma (siglo VI AC) era un
sistema de alcantarillado que vertia tanto las aguas “negras” como las
de precipitaciones al rio Tibere, utilizando la pendiente natural. Al
poco tiempo se advirtid que en las crecientes del Tibere estas aguas
ingresaban a Roma por el alcantarillado y se constituian en un riesgo
para la salud de la poblacién. Tiempo después se observd la
contaminacion del rio aguas abajo (4). Pasaron siglos y John Snow
en el afio 1854, durante el mayor brote de cdlera en Londres,
demostré que estaba asociado al consumo de aguas contaminadas
con desechos cloacales en el pozo acuifero localizado en la calle
Broad Street (5). Estos antecedentes histéricos dan cuenta de
situaciones que originaron los primeros conceptos de la importancia
de la calidad microbioldgica del agua, asi como la contaminacion de
cursos de agua por la actividad del hombre.

La contaminacion de origen antropogénico de aguas superficiales se
relaciona tanto con el vertido de afluentes domésticos, industriales y
agropecuarios como con el deterioro o sobrecarga en las plantas
depuradoras y sus implicancias rio abajo (6). Cuando las aguas
superficiales resultan contaminadas, algunos microorganismos
(parasitos, bacterias y virus) asi como ciertos componentes quimicos
en las aguas como la presencia de elevadas concentraciones de
nutrientes (fésforo, nitritos y nitratos) producen la eutrafizacion de las
matrices acuosas de las que llevaria al desarrollo de floraciones
algales y la sintesis de cianotoxinas. De este modo, constituyen
potenciales fuentes de enfermedades para la poblaciéon expuesta (9).
Actualmente, para el control y monitoreo microbiolégico de aguas
superficiales se utiliza la cuantificacion de indicadores bacterianos
(7). El nivel guia aceptable de indicadores bacterianos para calidad
microbioldgica de aguas esta regido por legislaciones oficiales (8), que
refieren a la concentracion de bacterias (coliformes totales, coliformes
fecales, Escherichia coli y/o enterococos). Sin embargo, su presencia
a menudo no se correlaciona necesariamente con los contaminantes
virales.

Se estima que se producen anualmente en el mundo 1.700 millones
de casos de diarrea infantil, constituyéndose la enfermedad diarreica
en la segunda causa de muerte de niflos menores de cinco afos (1,0-
1,5 millones de muertes anuales) (10). Del total de casos,
aproximadamente el 88,8% son atribuibles al consumo de agua y
alimentos microbiolégicamente contaminados, a saneamiento
inadecuado y/o insuficiente higiene (11). Entre los microorganismos
patégenos que tienen un importante impacto en la salud humana, se
destacan los virus, en particular los rotavirus que representan una
fraccién etiol6gica que se estima en un 40% (12). En este sentido, se
hace necesario encontrar parametros de contaminacion en cursos de
agua y los virus, por su particular persistencia en matrices acuosas y
su alto impacto en salud humana, se constituyen en una propuesta de
monitoreo de contaminacién antropogénica selectiva.

Diferentes grupos de virus, que se transmiten principalmente por via
fecal oral, y en menor grado por contacto del agua contaminada con
las mucosas o a través de aerosoles que se generan en los acuiferos,
han sido propuestos como indicadores de contaminacion
microbiolégica de aguas ambientales (13,14). Entre los més citados
por diferentes autores se encuentran rotavirus, enterovirus humanos,
astrovirus, adenovirus humano y poliomavirus humano, con diferentes
prevalencias segun el area geografica y las estaciones del afio
(15,16).

La deteccion viral se puede realizar por técnicas de amplificacion
de acidos nucleicos (PCR) y su cuantificacion por técnicas de PCR en
tiempo real. Los resultados derivados de estas metodologias son de
gran utilidad, aun cuando no caracterizan la infectividad del virus o su
viabilidad. La deteccion de virus infectivo en los cursos de agua da
cuenta de la presencia de un agente capaz de reproducirse en su
hospedero (17), asi como de una matriz acuosa en condiciones para
mantener la viabilidad viral.

Los resultados que se presentan son producto del desarrollo de
proyectos basados en la gestion integrada de investigadores.

Caracterizacion del agua utilizada con fines recreacionales: en la
blsqueda de las variables mas representativas.

El digue San Roque esta situado en la Ciudad de Carlos Paz
(CCP) un lugar turistico importante en la Provincia de Cérdoba,
Argentina. La CCP tiene una planta de tratamiento de aguas cloacales
que colecta las excretas del 30% de la poblacion y, posterior al
tratamiento, las aguas son vertidas al dique. De este modo el mayor
porcentaje de la poblacion tiene tanques sépticos o sumideros
ubicados cerca de los afluentes y del dique. La CCP es un importante
sitio turistico que en la época estival, que coincide con mayores
precipitaciones y la poblacién se multiplica, se constituye en un riesgo
antropogénico de contaminacion de las aguas del dique y sus playas.
Es asi que nos propusimos estudiar las aguas de las playas del dique
San Roque, pues son puntos de contacto directo con aguas utilizadas
con fines recreativos (natacion, pesca, nautica, entre otras
actividades). El trabajo se realiz6 con muestras de aguas recolectadas
mensualmente durante los afios 2013 a 2015, en tres playas, que
fueron seleccionadas en base a que presentan diferencias
geomorficas del dique y diferentes patrones de urbanizacién. Dos
puntos de muestreo se seleccionaron en la costa oeste del dique. Una
de estas playas, que se encuentra integrada al area urbana de la
CCP, fue considerada zona urbana. Ademas recibe el agua de un rio
tributario, el rio San Antonio, después que ha atravesado otras zonas
turisticas ubicadas rio arriba. El segundo sitio de muestreo, que esta
ubicado a 4000m de costa de las playas de CCP, fue considerado
zona intermedia de urbanizacion. Finalmente, el tercer punto, ubicado
en la otra margen del dique, en la costa este, fue considerado zona no
urbana.

En cada punto de muestreo se estudiaron como variables
fisicoquimicas : fosforo reactivo soluble (ug/L), fésforo total(ug/L), pH,
sélidos suspendidos (ug/L), oxigeno disuelto (mg/L), amonio (ug/L),
nitritos (ug/L), nitratos (mg/L), conductividad (uS/cm) y temperatura del
agua (°C). En las variables meterolégicas se consideraron las
estaciones himedas y secas, segun datos provistos por el Sistema
Metereoldgico Nacional. En el andlisis bacteriolégico se cuantificaron
coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF), considerando que
Argentina adopt6 los criterios de valores de carga bacteriana limites
establecidos por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de
Estados Unidos para aguas recreacionales ( 5000 CFU/100ml| para
CT y 200 CFU/100 ml para CF) (8).

Para la caracterizacion de virus se estudid la presencia de
enterovirus infeccioso humano (iHEV). Con tal propdsito, se realizd
una concentracion para la deteccién de virus a partir de las muestras
de aguas (centrifugacion, eluciéon y precipitacion con polietilenglicol
6000) y fueron inoculadas en cultivos celulares (HEp-2). El efecto
citopético fue confirmado por inmunofluorescencia directa, utilizando
un panel de anticuerpos monoclonales (Figura 2).

El limite de deteccion de iHEV por cultivo e inmunofluorescencia
directa fue previamente determinado en 500 particulas virales. Segun
Schiff la deteccién entre 10 y 100 particulas infectivas son suficientes
para iniciar una infeccion en el hospedero expuesto (18).
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La deteccion de iHEV fue evaluada cualitativamente como positiva o
negativa.

Con las variables mas correlacionadas y con valores mayores a r=0,5
se realizaron técnicas de andlisis multivariante a fin de describir y
analizar las observaciones multidimensionales entre las variables
(19). Se utilizo el andlisis de los componentes principales (ACP) a fin
de reducir el nimero de variables originales para un andlisis posterior.
Fue evaluada la adecuacién del andlisis (test de esfericidad de
Barlett's vy el test de Kaiser-Meyer-Olkin). Finalmente, se utiliz6 el
andlisis multivariado de la varianza (MANOVA) como estadistico
inferencial entre las variables consideradas en el ACP y los sitios de
muestreo.
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Figura 1: EI grafico obtenido del andlisis de componentes
principales mostré un diagrama de dispersion de las observaciones
(puntos) y superponiendo los vectores que representan las variables
convenientemente escaladas en el mismo espacio.

Integrando resultados de variables quimicas y microbiolégicas

Las cargas bacterianas de coliformes fecales y totales fueron mayores
en los meses humedos que en los secos (Test t p=0,028 y p<0,001
respectivamente). La mayor concentracion de coliformes fecales
correspondié a los meses humedos vy, en el sitio de muestreo en el
area urbana de la CCP, tuvo el 77% de los valores por encima del
limite permitido.

El andlisis de los componentes principales (ACP), realizado con la
matriz de correlacién, redujo el nimero de variables originales para
su analisis y explico el 63,7% de su variabilidad. En la Figura 1 se
observa el ACP, en donde las variables se muestran como vectores,
la cercania de los mismos indica una importante correlaciéon. Esta
correlacion permiti6 luego una seleccion de variables, como
indicadores mas representativos de la contaminacion en el cuerpo de
agua (20), y fueron seleccionadas algunas de acuerdo a su impacto
en la sustentabilidad del ecosistema hidrico y la salud humana. Fue
asi que, de solidos suspendidos y fésforo total, se seleccion6 el
fésforo total. El criterio fue que en aguas superficiales, el factor
limitante para el desarrollo de floraciones algales y desarrollo de
cianobacterias es el fésforo. Por lo tanto, la cantidad de fosforo total
en el agua es una variable importante para considerar en relacién con
la carga econémica de las plantas de tratamiento de agua para
eliminar los problemas de sabor y olor, asi como de la posible
produccion de toxinas por floraciones algales, motivo de preocupacion
en todo el mundo.

Figura 2: Inmunofluorescencia para la identificacion de iHEV en
cultivo de células VERO. Se observa fluorescencia localizada en

citoplasmas celulares, indicando la presencia de iHEV en la muestra
de agua amplificada en el cultivo celular.

De los vectores correspondientes a las variables nitritos, nitratos y
conductividad, cuyos valores se correlacionaron, se selecciond la
variable nitritos, con el criterio que los nitritos son indicadores de
contaminacion fecal reciente y no varian con las precipitaciones (21).
Valores de nitritos mayores a 50 ug/L pueden causar problemas de
toxicidad en la poblacién expuesta (metahemoglubinemia), en
particular en nifios, y representa un impedimento para el uso de la
matriz acuosa (22).

Finalmente, del vector que reuni6 las variables bacterioldgicas fue
seleccionada la variable coliformes fecales.

El MANOVA, sefial6 diferencias entre los puntos de monitoreo (Test
de Pillai p=0.0012), y destaco el ubicado en la zona urbana de Carlos
Paz como el sitio con los mayores valores de las variables
seleccionadas para el ACP (Test Hotelling's p<0.05).

Las variables bacterioldgicas aumentaron en los meses humedos
como resultado de las escorrentias sobre sitios impermeables, el uso
intensivo de la tierra, la destruccion de la vegetacion (incendios,
deforestacion, entre otros) y las actividades agropecuarias.

El iIHEV no se correlacion6 con coliformes fecales o las otras variables
fisicoquimcas, motivo por el cual no fue seleccionado en el andlisis
multivariado. Lo que es mas, el iHEV fue detectado en un 71% de las
muestras con valores de coliformes fecales menores al limite
permitido, asi como en el 61% de aquellas con valores mayores a
dicho limite (la diferencia entre ambos no fue significativa; p=0.69;
Pearson’s x2Test). Ademas, fue una variable independiente en las
playas estudiadas (p = 0.944; Pearson’s x2); lo que demostrd ser un
indicador robusto de contaminacion fecal de origen humano con
capacidad infectiva (23).

Resulta dificil el estudio de la gran diversidad de grupos virales
propuestos como indicadores de contaminacion en aguas
superficiales. Los virus seleccionados como indicadores de polucion
en aguas deben tener las siguientes caracteristicas: (i) prevalentes en
la poblacion y/o establecer modelos de infeccion persistente en el
humano, caracteristicas que permitiran la deteccién de virus durante
todo el afio; (ii) excretados por humanos, lo que también permitiria
caracterizar el origen antropogénico de la contaminacion en las
superficies de los acuiferos; (iii) capacidad de replicarse en cultivos
celulares a fin de evaluar la infectividad y (iv) reflejar la presencia de
otros virus patogénicos con niveles a los cuales la enfermedad es un
riesgo importante. Entre éstos, debieran reflejar la contaminacion de
las aguas por rotavirus humanos del grupo A (RVA), principales
agentes etiolgicos de diarreas (24).

Entre los grupos de virus que rednen estas propiedades pueden
mencionarse los: adenovirus humanos (HAdV), picobirnavirus (PBV) y
iHEV. De este modo nos propusimos detectar, en las muestras de las
playas del dique San Roque, aquellos que serian indicadores de
contaminacion fecal y evaluar la fortaleza de la deteccion de iHEV
frente a otros marcadores gendmicos virales de contaminacion fecal.
Seleccionamos CF como parametro bacteriologico, fésforo total y
nitritos como parametros quimicos y como virales a HAdV, PBV, RVA
que fueron detectados por PCR e iHEV, caracterizado este Ultimo por
su infectividad en cultivos celulares e inmunofluorescencia. Los
marcadores virales fueron detectados en un 70,4% iHEV, 63% PBV y
64,2% HadV. En el andlisis estadistico no hubo diferencias de
frecuencia de deteccién entre los grupos de virus seleccionados
(Pearson’s x2 test p = 0.450). Los iHEV, PBV y HadV fueron
detectados en proporciones entre el 50 y el 76 % en todas las
muestras, cuando los valores de CF se encontraban dentro de los
valores limites aceptados. La presencia en las aguas de RVA, como
un patégeno entérico de importancia en salud humana, fue reflejada
por los grupos virales seleccionados. Considerando todos los
resultados, se puede referir que las deteccidnes de iHEV acoplada a
la genémica de PBV y HAdV pueden caracterizar la calidad
microbioldgica de las aguas y complementar el parametro legislado de
cuantificacion de CF (25). De este modo proponemos un algoritmo
para caracterizacion microbiolégica y quimica en aguas (Figura 3).
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Figura 3: Se observa el algoritmo propuesto para la deteccién de
agentes microbioldégicos y quimicos en aguas superficiales de uso
recreacional.

El futuro que espera

El cambio climatico, el aumento de poblaciéon y de los espacios
impermeables urbanos, la agricultura, el pastoreo intensivo, la
industrializacién y la produccién intensiva de bienes de consumo,
afectan las interacciones entre los sistemas acuéticos continentales,
los ecosistemas y la atmésfera. Sumado a ello, largos periodos de
sequia y el aumento en la ocurrencia de incendios disminuye la
cubierta de vegetacion. En las épocas de precipitaciones se acentian
las escorrentias e incrementan bruscamente los caudales de los rios
tributarios del dique. Esto implica un mayor aporte de fdsforo,
nitrogeno y de microorganismos coliformes a la matriz acuosa, que
contribuyen a la contaminacion y eutrofizacién del dique (26).

Ademas, el impacto de las actividades antropogénicas sobre los
sistemas ecologicos del planeta se ha incrementado en los Ultimos
afios, poniendo de manifiesto la estrecha relacion entre los niveles de
contaminacion quimica y microbioldgica y la salud de la poblacion y
del ambiente (27). Esto desafia a proponer estrategias para un uso
sustentable de los recursos naturales, entre los que se destacan las
matrices acuosas para uso recreacionales (28). En este contexto, es
importante abordar un nuevo encuadre para una evaluacion integrada
de calidad de aguas superficiales para uso recreacional. En Cérdoba,
Argentina, en base a los resultados obtenidos, se propone la
evaluacion de niveles de nitritos y fésforo asi como la carga
bacteriana de CF, acoplada a la deteccién genémica de HAdV y/o
PBV y enterovirus viable, que sefialan el origen antropogénico de la
contaminacion fecal asi como una matriz capaz de mantener la
viabilidad viral. Ademas reflejaria la presencia de otros virus entéricos
como RVA.
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