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RESUMEN

La tasa de decaimiento (k) de los colifagos PRD1 y MS2, modelos de virus entéricos,
fue evaluada in situ en el agua de la presa recreativa “La Juventud” ubicada en Marin,
N.L., México. Su relacion con la temperatura (T), pH, conductividad eléctrica (CE),
solidos suspendidos totales (SST), oxigeno disuelto (OD) y coliformes totales (CT)
y fecales (CF) fue también analizada. Los resultados mostraron que para ambos coli-
fagos la menor sobrevivencia fue en verano y la mayor en invierno. Comparado con
PRD1, MS2 presenté mayor tasa de decaimiento. Sin embargo, PRD1 sobrevivié por
mas tiempo en el fondo de la columna de agua de la presa que en su superficie. La tasa
de decaimiento no estuvo relacionada con la CE 6 la concentracion de OD medida
en cada uno de los sitios de muestreo. La concentracion de SST fluctuo entre 45 y 80
mg/L, CT entre 75 y 335 unidades formadoras de colonias (UFC)/100 mL, mientras
que la densidad de CF se ubico entre 25 y 125 UFC/100 mL de muestra. Estos valores
estan muy por debajo de los maximos permisibles para descargas de aguas residuales
a aguas y bienes nacionales, cumpliendo con las normas mexicanas para aguas de
recreacion en SST y CF.
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ABSTRACT

The decay rate (k) of PRD1 and MS2 was evaluated in situ at “La Juventud” recreational
dam. Its relation with temperature (T), pH, electrical conductivity (EC), total suspended
solids (TSS), dissolved oxygen (DO), and the amount of total (TC) and fecal coliform
(FC) was also analyzed. For both coliphages, the lowest survival was in summer and the
highest one during the winter, probably as a result of water temperature. The k for MS2
was higher than for PRD1, which survive longer on the bottom of the column than on
the surface. There was not a relationship between EC or DO concentration and k at the
sampling sites. The TSS ranged from 45 to 80 mg/L, TC from 75 to 335 colony forming
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units (cfu)/100 mL, and FC between 25 and 125 cfu per 100 mL of sample. These values
are well below the maximum permissible levels for wastewater discharges to national
waters complying with the Mexican standards for recreational waters in TSS and FC.

INTRODUCCION

Una de las formas mas comunes de contaminacion
de los cuerpos de agua superficiales es por patdogenos
entéricos asociados a las heces fecales de individuos
infectados. Entre estos patogenos, los virus entéricos
han sido considerados la causa mas comun de muerte
entre la nifiez a nivel mundial, especialmente en pai-
ses subdesarrollados (Walsh y Warren 1979, Butler
1984, Clark y McKendrick 2004). Al ser evacuados
al ambiente ellos pueden alcanzar los cuerpos de
agua superficiales, que abastecen a las poblaciones
o que se utilizan como sitios de recreacion, poniendo
en riesgo la salud publica al ser capaces de causar
diversas enfermedades entre la poblacion (Bosch
et al. 20006); por ejemplo, gastroenteritis, hepatitis
A, hepatitis E, meningitis y miocarditis, entre otras.

La presencia de virus entéricos en cuerpos de agua
superficiales o subterraneos es un riesgo importante
que puede afectar la salud publica, ya que ellos
pueden sobrevivir por largos periodos manteniendo
la posibilidad de brotes de enfermedades entéricas o
en casos mas graves epidemias. Para determinar la
tasa de decaimiento en el ambiente se puede recurrir
a virus no patogénicos; por ejemplo, colifagos, inca-
paces de reproducirse en el ambiente (Campos 1993,
Grabow 2001), con una morfologia similar a la que
presentan los virus entéricos y con la ventaja de que
su analisis es relativamente sencillo, econémico y ra-
pido (Vidales-Contreras et al. 2006). Los mas comun-
mente utilizados como modelos de virus entéricos
son PRD1 y MS2. Entre otras caracteristicas, PRD1
infecta bacterias gram negativas como Escherichia
coliy Salmonella typhimurium, posee una membrana
lipido-protéica bajo su capside similar al adenovirus y
al rotavirus (McNulty 1978, Balakireva el at. 2003).
El virus es de forma icosaédrica, con un tamano de
62 nm y 24 x 10° daltones de peso molecular (Olsen
et al. 1974). MS2 es un virus desnudo, similar a los
enterovirus, coxsackievirus, polivirus y enterovirus.
Infecta a Escherichia coli ATCC 15597, es de forma
icosaédrica, con un tamafio de 27 nm y tiene un peso
molecular de 3.5 x 10° daltones (Kuzmanovic et al.
2003, Harvey y Ryan 1993).

Los factores que pueden afectar a la sobrevivencia
del virus en agua incluyen a la temperatura, materia
organica, microorganismos aerobicos y luz solar, entre

otros (Bosch et al. 2006). Sin embargo, el factor mas
importante es la temperatura, ya que su incremento
favorece el decaimiento del virus principalmente por la
actividad de enzimas extracelulares (Gundy et al. 2009)
y en casos extremos la desnaturalizacion de proteinas
(Hurst et al. 1980). Yahya et al. (1993) evaluaron la
sobrevivencia de PRD1 y MS2 en agua subterranea
de diferentes sitios de Estados Unidos de América
a diferentes temperaturas. Las tasas de decaimiento
observadas fueron 0.05 y 0.55 log;¢/dia para PRD1 y
MS?2, respectivamente, a 23 °C en agua colectada de
Tucson AZ, EUA. A7 °C la diferencia en decaimiento
para ambos colifagos fue despreciable. Por otra parte,
John y Rose (2005) realizaron una revision de factores
que afectan la sobrevivencia de microorganismos en
agua subterranea. En este estudio el valor de la media
geométrica para las tasas de inactivacion para colifagos,
poliovirus, echovirus, bacterias coliformes, enterococos
y Salmonella spp., fue aproximadamente de 0.07-0.1
log)¢/dia, mientras que las tasas de inactivacion para el
virus de hepatitis A, coxsackievirus y PRD1 fueron de
0.02-0.04 log)¢/dia. Los estudios anteriores sugieren
que la tasa de decaimiento de colifagos y virus entéricos
es dependiente de la temperatura, mayor decaimiento
a mayores temperaturas.

La presa “La Juventud” ubicada al noreste de
México, recibe anualmente 32 000 visitantes con fines
de recreacion y pesca deportiva. A esta presa llegan
principalmente los escurrimientos superficiales pro-
ducidos por las precipitaciones que ocurren en su
cuenca, sin embargo, en ella se ubican pequefios de-
sarrollos urbanos y explotaciones de cerdos y ganado
vacuno, ademas del predio donde se confinan los de-
sechos de la cabecera municipal de Marin N. L. Méxi-
co. La presa se encuentra aproximadamente a 1.5 km
deun sistema de lagunas de oxidacion donde se tratan
las aguas residuales de la cabecera municipal, lo que
sugiere que en temporada de precipitaciones existe
el riesgo que efluentes contaminados lleguen a ella.
Es importante mencionar que al noreste de la presa
se establecen cultivos irrigados con agua residual
tratada. Los objetivos de la presente investigacion
fueron: (i) evaluar in situ la tasa de decaimiento de
los colifagos PRD1 y MS2; (ii) analizar su relacion
con T, pH, CE, OD y SST, y (iii) cuantificar CT y
CF en las aguas de la presa para compararla con las
normas oficiales mexicanas.
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MATERIALES Y METODOS

La presa “La Juventud” (Fig. 1) pertenece a la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autono-
ma de Nuevo Leon (FAUANL), esta ubicada en el
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Fig. 1. Presa “La Juventud” donde se realizaron las pruebas de
sobrevivencia virica

kilometro 15.5 de la carretera Zuazua—Marin, su
extension es de 54.47 ha. El clima de la region es
extremoso, la precipitacion anual fluctta entre 250
y 500 mm; de los cuales, la mayor parte ocurre en
agosto y septiembre. Las mayores temperaturas se
presentan en julio y agosto con una maxima de 40
°C. La minima es de 4 °C y la media anual 22 °C, la
direccion predominante de los vientos es de norte a
sur (Marin 2008).

El sitio para la prueba de sobrevivencia (Fig. 1)
de MS2 y PRD1 se localizo a los 25°52° 29’ N, 100°
04’ 07> O, con una profundidad de 4 m al inicio del
estudio y de aproximadamente 3 m durante la época
de estiaje. Los colifagos PRD1 y MS2 se obtuvieron
del Laboratorio de Remediacion Ambiental y Analisis
de Aguas, Suelos y Plantas de la FAUANL. Ambos
virus fueron replicados por el método de doble capa
(Adams, 1959) usando como hospedero Salmonella
typhimurium LT2 y Escherichia coli 15597, respec-
tivamente, en agar de soya tripticaseina (BDBioxon,
Meéxico) a concentracion de 40 g/L. Una alicuota de
0.1 mL de una suspension del virus se mezcl6 con

0.5 mL de su hospedero en 30 g/L de caldo de soya
tripticaseina (BDBioxon, México) preparado con
agar bacterioldgico al 1.0 % (BDBioxon, México).
Esta suspension se afiadio a la placa de agar de soya
y posterior a su solidificacion se incub6 a 37 °C por
24 h. Inmediatamente después de este periodo se
afladieron 6 mL de agua destilada estéril incubandose
por 3 h atemperatura ambiente (25 °C). La suspension
se recupero en una botella de polipropileno de 250
mL y se centrifug6 a 15000 x g (Centrifuge 5804 R
Eppendorf) por 15 min. El sobrenadante se filtr6 a
través de una membrana de nitrocelulosa de 47 mm
de diametro y 0.45 um de tamafio de poro (Millipore,
Billerica, MA, EUA). La sobrevivencia se realizo in
situ utilizando membranas de dialisis (Spectra/Por
Spectrum) con un umbral de permeabilidad de 12 000
a 14000 daltones de peso molecular, lo que permite
que los iones solubles del agua pasen la membrana
e impidiendo el paso de MS2 y PRDI1 (3.5 y 24 x
10° daltones, respectivamente). Se colocaron bolsas
de aproximadamente 100 mm de largo y 25 mm de
ancho en agua destilada para suavizarlas y atarlas en
uno de sus extremos. Las bolsas se llenaron con 3 mL
de una mezcla de 300 mL de agua de la presa y 0.3 mL
de solucion concentrada de cada colifago, atando su
extremo superior. La concentraciéon de PRD1 y MS2
(Co) en esta suspension fue cuantificada, cuadro 1,
al inicio de cada experimento.

Inicialmente los ensayos se llevaron a cabo
colocando grupos de 12 bolsas con la suspension
viral previamente preparada a 0, 1,2, 3 y 4 m de
profundidad en la primavera del 2007 (17-24 de
abril). Posteriormente, los periodos de monitoreo
fueron: primavera (23 de abril-02 de mayo) y ve-
rano del 2008 (01-11 de julio), a profundidades de
0, 1, 2, y 3 m. Sin embargo, esta condiciéon cambio
en otono del 2008 (12-21 de diciembre), debido a
las precipitaciones ocurridas en julio de ese afo ¢
invierno del 2009 (23-28 de enero) cuando la altura
de la columna del agua fue de 4 m. Diariamente una
bolsa de dialisis colectada de cada profundidad de
muestreo se coloco en un recipiente con hielo y se
llevé al Laboratorio de Remediacion Ambiental y

CUADRO I. CONCENTRACION DEPRD1 Y MS2 EN LA SUSPENSION DE 300 mL CON LA QUE SE PREPARA-
RON LAS BOLSAS DE DIALISIS PARA EL ESTUDIO DE SOBREVIVENCIA in situ EN LA PRESA

“LA JUVENTUD”
Concentracion Prueba

(UFP/mL) Abril 2007 Abril 2008 Julio 2008 Diciembre 2008 Enero 2009
PRDI 2.17 x 108 3.75 x 107 2.5 % 10 3.9 % 108 3.5% 108
MS2 2.56 % 107 2.06 x 10 1.31 x 107 1.87 x 107 9.2 % 107
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Anéalisis de Suelos Aguas y Plantas de la FAUANL
para su analisis por el método de doble capa (Adams
1959). Una alicuota de 0.5 mL de S. tiphymuruim
LT2 0 E. coli 15597 para los colifagos PRD1 y MS2,
respectivamente, y 0.1 mL de la suspensién de la
bolsa de dialisis diluida mediante diluciones deci-
males sucesivas, se mezclaron en 4.5 mL de caldo
de soya tripticaseina (30 g/L), conteniendo 1.0 %
de agar bacterioldgico, mantenido en bafio Maria a
una temperatura de 47 °C. Esta mezcla se vaci6 en una
placa de agar de soya tripticaseina (40 g/L); una vez
solidificada, se incub6 por 24 h a 37 °C. La concen-
tracion (C) se determind mediante el promedio de
la enumeracién de las unidades formadoras de placa
(UFP) por placas Petri, preparadas por duplicado,
multiplicado por el factor de dilucion (F), el cual
es expresado como:

1
F_de

Donde v es el volumen ensayado, 0.1 mL, y d es
la dilucion usada para el andlisis, 107!, 1072, 1073,
y asi sucesivamente, que permitid la cuantificacion
de los colifagos. Al momento del muestreo y a las
profundidades mencionadas anteriormente fueron
medidos pH, CE y T, con un medidor multiparame-
tros de campo (YSI Mod. 63150, EUA), lo mismo
para OD (Hanna Instruments, HI 9143 EUA). Sin
embargo, las observaciones de pH fueron realizadas
solo en primavera, verano y otoflo de 2008.

Para la determinacion de SST se utiliz6 la técnica
de diferencias de peso (APHA 1992), tomandose
solamente muestras de la superficie del sitio de
muestreo. Brevemente, una muestra bien mezclada
se filtro a través de un filtro de fibra de vidrio de
47 mm de diametro (Whatman EUA) y el residuo
retenido se seco hasta peso constante a 103—105
°C. El incremento en el peso del filtro representa
el total de so6lidos suspendidos. Los volumenes de
muestra, por triplicado, que se usaron fueron de 20
mL. La medicién de turbidez (Hanna Instruments,
HI 93703, EUA) se realiz6 in situ. Para CT y CF
se tomaron muestras de agua de la superficie de los
sitios de muestreo, conservadas en hielo y llevadas
al laboratorio para su analisis por la técnica de
filtracion por membrana (APHA 1992) utilizando
M-Endo para CT y MFc¢ (Difco, EUA) para CF. Las
membranas de filtracion fueron de nitrocelulosa de
47 mm de didmetro y 0.45 pm de tamafno de poro
(Millipore, Billerica, MA, EUA). Alicuotas de 1 y
10 mL fueron los volimenes ensayados, por dupli-
cado, para determinar la concentracion de ambos
grupos bacterianos.

Con la concentracion relativa (C/Co) de los colifa-
gos expresada en unidades logaritmicas base 10 en el
eje de las ordenadas y el dia de muestreo como pareja
ordenada en el eje de las abscisas, se traz6é un modelo
de regresion lineal para determinar & mediante la
pendiente del modelo. Los valores de k reportados
como negativos indican inactivacion, mientras mas
negativo mas alta la tasa de decaimiento (Yates et al.
1985, McLaughlin y Brooks 2008).
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Fig. 2. Datos climaticos registrados durante el periodo de estudio
en la presa “La Juventud”, en el municipio de Marin N.L.,
México

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de precipitacion y la temperatura am-
biente y del agua que se registraron durante los expe-
rimentos se muestran en la figura 2 y en todos ellos
el mayor valor se encontr6 en verano (INIFAP 2009).

La sobrevivencia de PRD1 y MS2, representada
como el promedio de las concentraciones relativas de
los colifagos, a lo largo de toda la columna de agua,
se muestran en las Figs. 3 y 4, respectivamente. Las
tasas de decaimiento se ilustran en el cuadro II. Para
ambos virus la menor sobrevivencia fue en verano y la
mayor en invierno. En comparaciéon con PRD1, MS2
exhibié una mayor tasa de decaimiento a excepcion
de la primavera de 2008. Es importante sefialar que en
este periodo solo se consideraron los datos obtenidos
en el punto ubicado a 3 m de profundidad para MS2,
debido a las pocas observaciones realizadas en los
puntos superficiales (Fig. 5). Comparando los resul-
tados entre profundidades de muestreo, la tendencia
general, a excepcion del verano 2008, fue que el PRD1
sobrevivié por periodos mas largos en el fondo de la
columna de agua (Fig. 6) que en la superficie. Con
respecto a MS2, este comportamiento también se
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Fig. 3. Decaimiento del virus PRD1 observado durante el pe-
riodo de estudio en la presa “La Juventud”
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Fig. 4. Decaimiento del virus MS2 observado durante el periodo
de estudio en la presa “La Juventud”

observd, sin embargo, los dos sitios intermedios no
siempre mostraron menor sobrevivencia comparado
con el fondo de la columna. La mayor sobrevivencia
de PRDI1 en relacion con MS2 ha sido observada en
diversos estudios (Yates et al. 1985, Yahya et al. 1993,
Blanc y Nasser 1996, Schijven et al. 2000, Enriquez et
al.2003, Brion et al. 2004). Por ejemplo, Yahya et al.
(1993) observaron que PRD1 sobrevivi6 periodos 7
a 10 veces mas prolongados que MS2 en muestras de
agua subterranea. En comparacion con MS2, Enriquez
et al. (2003) encontraron una mayor sobrevivencia de
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Fig. 5. Tendencia de tasas de decaimiento para MS2 in sifu en
la presa “La Juventud”, durante el periodo de estudio

PRD1 en suelos; mientras que Blanc y Nasser (1996)
sugieren que PRD1 es un indicador mas adecuado que
MS?2 para predecir la sobrevivencia de virus patogé-
nicos a temperatura ambiente.

Los resultados para pH, T, CE y OD se presentan
en las Figs. 7, 8, 9 y 10, respectivamente. Para pH,
su tendencia fue a incrementarse hacia la superficie
del agua probablemente a consecuencia de una ma-
yor actividad fotosintética de las algas presentes que
consumieron el CO, modificando su equilibrio (Jenkis
1999) e incrementando el pH. Durante los estudios no
se observo alguna relacion entre la tasa de decaimiento
con la CE u OD en cada uno de los sitios de muestreo.
Sin embargo, comparado con los valores en la superfi-
cie, la concentracion de oxigeno y temperatura fueron
menores en el fondo de la columna, probablemente,
como consecuencia del efecto del viento, la estratifi-
cacion por temperatura, la baja capacidad de difusion
del oxigeno en el agua, la capacidad fotosintética de
las algas presentes y la actividad microbiologica en el
fondo de la presa. Algo similar se observo con la CE,
aunque es valioso sefialar que las curvas A y B (Fig. 9)
corresponden al mismo periodo de monitoreo en el
verano 2008, durante el cual se presentaron fuertes
precipitaciones en la cuenca, resultando en una

CUADRO II. TASAS DE DECAIMIENTO, POR DiA, PARA PRD1 Y MS2 DURANTE LA PRUEBA DE SOBRE-

VIVENCIA EN LA PRESA “LA JUVENTUD”

Estacion del afio MS2 PRDI1 Temperatura (°C)
k/d R? k/d R? agua ambiente
Primavera 2007 —-1.68 0.91 —-0.55 0.85 22.7 24.0
Primavera 2008 —-0.40 0.92 -1.42 0.99 244 24.7
Verano 2008 -1.74 0.92 —-1.43 0.93 26.0 25.1
Otofio 2008 -0.51 0.90 -0.29 0.74 15.7 15.0
Invierno 2008 -0.30 0.81 -0.19 0.97 17.4 18.0
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Fig. 6. Tendencia de tasas de decaimiento para PRD1 in situ en
la presa “La Juventud” durante el periodo de estudio
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Fig. 8. Temperaturas promedio durante las pruebas de sobrevi-
vencia en el agua de la presa “La Juventud”

reduccion de la CE, curva B. La mayor CE en el fon-
do de la presa puede atribuirse a una renovacion mas
rapida del agua en la superficie de la columna debido
al vertido del volumen almacenado por el vertedor
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Fig. 9. Conductividad eléctrica (uS/cm) promedio durante las
pruebas de sobrevivencia en la presa “La Juventud”
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Fig. 10.Concentracion promedio de oxigeno disuelto (mg/L)
observados en las pruebas de sobrevivencia

de demasias. Para los muestreos mensuales, los SST
fluctuaron entre 45 y 80 mg/L ligeramente superior
a los 75 mg/L de promedio mensual sefialados como
limite maximo para aguas recreativas, aunque inferior
a los 125 mg/L de promedio diario, establecidos por
la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996
(SEMARNAT 1996). Los niveles de turbidez se ubi-
caron entre 15 y 33 unidades nefelométricas durante
los meses de muestreo del presente estudio.

Por otra parte, las concentraciones de CT fluctua-
ron entre 75y 335 UFC/100 mL mientras que las CF
se ubicaron entre 25 y 125 UFC/100 mL de muestra.
Estos valores estan muy por debajo de los maximos
permisibles, NOM-003-ECOL-1997 (SEMARNAT
1997), para descargas de aguas residuales a aguas y
bienes nacionales (1000 UFC/100 mL de promedio
mensual para coliformes fecales 6 2000 UFC/100 mL
de promedio diario). Por lo que hasta el momento de
llevar a cabo esta investigacion, la calidad microbio-
logica, con base en CT y CF, asi como fisica, SST,
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de las aguas de la presa se encuentran en los niveles
recomendados por la normatividad mexicana.

CONCLUSIONES

En comparacion con MS2, los resultados del pre-
sente estudio sugieren que PRD1, al sobrevivir por mas
tiempo en el ambiente, es un indicador mas adecuado
para evaluar la sobrevivencia de virus entéricos en el
agua de la presa “La Juventud”. En comparacion con
PRD1, MS2 podria indicar una tasa de decaimiento
mas alta que virus entéricos similares a PRD1 como
adenovirus o rotavirus. Aparentemente, los patogenos
de efluentes residuales municipales podrian sobrevivir
por mayor tiempo durante el invierno que en otra épo-
ca del afio, lo que significa un mayor riesgo para las
personas que visitan la presa durante ese tiempo, en
caso de una descarga de agua residual. Actualmente, el
embalse cumple con las normas mexicanas para aguas
derecreacion en SSTy CF, sin embargo, el crecimiento
urbano de la cabecera municipal de Marin, N.L., puede
cambiar estas condiciones.
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