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RESUMEN

Los paramos son fuentes de agua potable para varias comunidades y
ciudades de la region Andina. Este estudio investigo la presencia de patégenos
transmitidos por el agua en rios y arroyos de los paramos: Antisana, Mudadero y
Cerro Puntas, ubicados entre los 3.700 a 4.200 de altitud, que abastecen de agua
potable al Distrito Metropolitano de Quito (DMQ). Estos arroyos y rios estan siendo
monitoreados y algunos de ellos son actualmente parte del sistema de manejo del
Fondo para la Proteccion del Agua (FONAG). Este sistema contempla varias
intervenciones para proteger a los paramos y el agua, entre estos el control de
ganado, y por lo tanto se toma como hipétesis que este control reduciria la
contaminacion fecal que reciben estas aguas. Los objetivos de esta investigacion
fueron: 1) evaluar la contaminacion fecal de los rios bajo intervencién y los rios sin
intervencion; 2) correlacionar los recuentos de Escherichia coli con los parametros
fisicos, quimicos y biolégicos de estos rios; 3) detectar por métodos moleculares la
presencia de protozoos zoondsicos: Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp. La
cuantificacion del indicador bacteriano E. coli indicé una baja contaminacion fecal
tanto en las fuentes de agua intervenidas como en las no intervenidas, lo que
sugiere una buena calidad del agua en estas fuentes hidricas. El analisis
molecular de protozoos indicé la ausencia de Giardia intestinalis y Cryptosporidium
spp en las muestras de fuentes de agua.

Palabras clave: Paramos, fuentes de agua, patégenos zoondsicos
transmitidos por el agua, Escherichia coli, Cryptosporidium, Giardia intestinalis
manejo de rios, Distrito Metropolitano de Quito.



ABSTRACT

The highlands are sources of drinking water for several communities and
cities in the Andean region. This study investigated the presence of waterborne
pathogens in rivers and streams of the highlands: Antisana, Mudadero and Cerro
Puntas, located between 3,700 and 4,200 meters of altitude, which supply drinking
water to the Metropolitan District of Quito (DMQ). These streams and rivers are
being monitored and some of them are currently part of the management system of
the Water Protection Fund (FONAG). This system contemplates several
interventions to protect the highlands and water, including the control of livestock,
and therefore it is hypothesized that this control would reduce the fecal
contamination that these waters receive. The objectives of this research were: 1) to
evaluate the fecal contamination of the rivers under intervention and the rivers
without intervention; 2) correlate the counts of Escherichia coli with the physical,
chemical and biological parameters of these rivers; 3) detect by molecular methods
the presence of zoonotic protozoa: Giardia intestinalis and Cryptosporidium spp.
The quantification of the bacterial indicator E. coli indicated a low fecal
contamination in both the water sources intervened and those not intervened,
which suggests good water quality in these water sources. The molecular analysis
of protozoa indicated the absence of Giardia intestinalis and Cryptosporidium spp
in the samples of water sources.

Key words: Highlands, water sources, waterborne pathogens, Escherichia coli,
Cryptosporidium, Giardia intestinalis, river management, Metropolitan District of

Quito (DMQ).
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INTRODUCCION

El agua es un recurso vital que se encuentra cada vez mas amenazado por
el consumo masivo y contaminacion humana [1]. De acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) mas de cinco millones de personas al afio mueren
debido a enfermedades asociadas al agua, principalmente enfermedades
diarreicas agudas, en nifilos menores de cinco afos, ancianos y personas
inmunodeprimidas [2].

En paises en vias de desarrollo, estas enfermedades suelen ser comunes
debido a la falta de acceso a agua segura, falta de saneamiento y a pobres
condiciones higiénicas [3]. Los patdégenos que se transmiten por agua son
bacterias, virus, protozoarios y helmintos [2]; estos son algunos patdgenos
transmitidos por agua: Campylobacter yejuni, E. coli patégenas, Salmonella
enterica, Shigella spp., Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Enterovirus,
Norovirus, Virus de la hepatitis A, Rotavirus, Cryptosporidium parvum, Cyclospora
cayetanensis, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii,
Schistosoma spp. [2].

Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp., son protozoarios parasitos,
reconocidos como importantes agentes de gastroenteritis trasmitida por el agua en
todo el mundo [3,4]. Giardia intestinalis (también conocida como Giardia lamblia o

Giardia intestinalis), presenta siete genotipos; los genotipos A y B, infectan con
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mayor frecuencia a humanos, mientras que los genotipos C a G generalmente
infectan a distintos mamiferos domésticos y silvestres [5-9]. Cryptosporidium
contiene siete especies (C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis,
C. suis y C. muris) capaces de causar enfermedad en humanos; C. hominis,
infecta Unicamente a humanos [7-10].

La trasmision de estos parasitos se produce en estados quisticos por via
fecal-oral; de forma directa (persona a persona, animal a persona) o indirecta
(trasmision por agua o alimentos contaminados).

Los quistes de Giardia intestinalis y ooquistes de Cryptosporidium spp. poseen
una gruesa pared que los hace resistentes a la cloracion del agua, tienen una
viabilidad prolongada de hasta varios meses en el ambiente y bajas dosis
infectivas [11-14].

Luego de la ingestion, los quistes de Giardia intestinalis llegan al medio
acido del estbmago donde ocurre la exquistacion, se forman los trofozoitos que
pasan al duodeno y yeyuno donde se multiplican y se adhieren a los enterocitos
mediante una ventosa en forma de disco; aqui el parasito produce aplanamiento
de las vellosidades e inflamacion de la mucosa. En el intestino grueso sufren un
proceso de enquistamiento y se excretan como quistes y trofozoitos [11, 12].

Los ooquistes de Cryptosporidium al ser ingeridos liberan esporozoitos que

se unen a la superficie de las células epiteliales del intestino delgado, se
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multiplican mediante esquizogonia y gametogonia, finalmente pasan por una
esporogonia que conduce a la formacién de nuevos ooquistes infecciosos
eliminados por las heces [11, 12]. En el ambiente tanto los quistes como los
ooquistes permanecen latentes hasta completar sus respectivos ciclos con una
nueva infeccion [12].

Varios factores contribuyen a la dispersion de quistes y ooquistes en el
ambiente: los estados infectantes presentan alta resistencia a procesos de
cloracion del agua y alta persistencia en condiciones ambientales desfavorables
[15,16, 17], en aguas superficiales de rios permanecen infectantes hasta por seis
meses a una temperatura de 20°C [18]. Otro factor que agrava la contaminacion
del suelo y del agua es la cantidad de ooquistes y quistes eliminados en las heces;
por ejemplo, un solo bovino puede eliminar 1.000 millones de ooquistes durante 1
semana [19].

La infectividad es alta; la ingestién de pocos quistes de Giardia (10-25) o de
ooquistes de Cryptosporidium (30-132) puede causar infeccién en personas sanas
[21, 22], aunque otros estudios sefialan dosis infectivas de Cryptosporidium adn
mas bajas (1-10 ooquistes) [23, 24]. El tamafio reducido de los quistes (8 a 15
micrometros) y los ooquistes (3 a 5 micrometros), les permite escapar al proceso
de filtracion, pasar al agua tratada y, por esta via, ser propagados a los

consumidores [20].
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La Organizacién Mundial de la Salud recomienda monitorear la calidad del
agua de consumo humano [2] y las normativas nacionales e internacionales
indican que el agua de consumo no debe tener ningln quiste de parasito [25, 26].

Los estudios de calidad del agua normalmente hacen una evaluacion
microbiolégica del agua empleando indicadores bacterianos de contaminacién
fecal. Los indicadores mas utilizados son los coliformes totales y termo
tolerantes, Escherichia coli y enterococos; sin embargo, debido a las limitaciones
asociadas con la aplicacion de estas bacterias como indicadores, como es su
escasa supervivencia en cuerpos de agua, su habilidad para multiplicarse después
de su liberacion en una fuente de agua y su debilidad frente a los procesos de
desinfeccion, se han utilizado como indicadores alternativos las bacterias
anaerobias fecales: Bacteroides spp., Bifidobacterum spp., Clostridium
perfringens, virus (colifagos) y componentes organicos fecales (coprostanol) [1,
27-28].

Entre el grupo de microorganismos indicadores se utiliza generalmente a
Escherichia coli, porque su presencia indica contaminacion de origen fecal y la
posibilidad de la presencia de otros patdgenos intestinales [2]. Sin embargo,
debido a que el tiempo de sobrevivencia de E. coli en el ambiente es menor que el
tiempo de sobrevivencia de los quistes de protozoarios, la ausencia de E. coli no

necesariamente significa la ausencia de protozoos patégenos [2, 29].
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En el Ecuador muchas ciudades y centros poblados son beneficiados con
agua que viene directamente de las zonas altas, donde predominan los
ecosistemas de bosque andino y paramo [34]. Cerca del 80% del agua que
abastece a Quito, viene de areas protegidas como son: El Parque Nacional
Cayambe Coca (PNCC), la Reserva Ecoldgica Antisana (REA) y el Parque
Nacional Cotopaxi (PNC). A pesar de su importancia estratégica, estas reservas
estan rodeadas por zonas de ganaderia y agricultura intensivas [35].

En el afio 2012, la Empresa Publica Metropolitana de Agua Potable y
Saneamiento (EPMAPS) adquirio6 tres haciendas: Mudadero, Antisana y
Contadero, que en total suman 14 mil hectareas de zonas de amortiguamiento de
las reservas, con la idea de recuperar, restaurar y conservar el paramo andino,
gestidon que se lleva a cabo a través del Fondo para la Proteccion del Agua
(FONAG) que tiene como finalidad garantizar la calidad y cantidad del agua a mas
de 2,5 millones de habitantes en el Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) [36].
Una de las principales acciones emprendidas por el FONAG consiste en mantener
los rios y paramos libres de ganado vacuno (y otros animales domésticos) para
evitar la contaminacion del agua.

Este estudio tuvo como objetivo principal la investigacion de
microorganismos patogenos en varias fuentes de agua superficial ubicadas en las

cuencas altas de los rios Guayllabamba (Mudadero y Cerro Puntas) y Napo
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(Antisana) y en la sub-cuenca del rio Jatunhuaico (Cuenca del Antisana). Los
objetivos especificos del estudio son: 1) Evaluar la contaminacion fecal de los rios
bajo intervencion (rios manejados por el FONAG) y de los rios sin intervencion
(rios de control, fuera de los predios EPMAPS). 2) Correlacionar los recuentos de
E. coli con los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos de estos rios. 3) Investigar
la presencia de protozoos patdgenos (Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp)
mediante PCR cuantitativo (QPCR), y PCR Anidado.

La ausencia de informacién disponible sobre la ocurrencia de patégenos
que se trasmiten por el agua en rios de potencial aprovechamiento para la
captacion de agua hace necesario un estudio sobre la calidad microbiol6gica de

estos rios.
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MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

El area de estudio comprende los predios Antisana, Mudadero y Cerro
Puntas, ubicados en las provincias de Pichincha y Napo, en el Centro Norte del
Ecuador (Fig. 1), entre los 3.700 y 4.200 metros de altitud, con coordenadas
geograficas que se detallan en la Tabla 1. Las tres zonas presentan ecosistemas
de paramos formados por pajonales, turberas, zonas arbustivas y pequefios
remanentes de bosque alto-andino con diferentes grados de alteracion
antropogénica.

El predio Antisana esta ubicado en el flanco occidental del volcan Antisana
(Tabla 1, Fig. 1), tiene un area total de 7.549 ha y un gradiente altitudinal de 3.800
a 4.200 m. Este predio formaba parte de las haciendas ganaderas Antisana y
Contadero, hasta que fueron adquiridas por la EPMAPS en el afio 2012. La zona
presenta extensas areas con sobre-pastoreo y escasa cobertura vegetal. En la
actualidad, la mayor parte del ganado ovino y bovino ha sido removido del predio,
como estrategia de manejo de paramos por parte del FONAG; sin embargo, aun
subsiste el ingreso de ganado bovino y equino desde las haciendas que colindan
con el predio. Las fuentes hidricas que protege esta zona son las sub-cuencas de
los rios Micahuaico y Antisana, que alimentan directamente al sistema de agua

potable de la Mica; y la sub-cuenca del rio Jatunhuaico [37].
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El predio de Mudadero se ubica en el valle que se forma entre el flanco sur-
oriental del volcan Sincholagua, y el flanco nor-oriental del Cotopaxi (Tabla 1, Fig.
1); tiene un area total de 7.389 ha y altitudes entre 3.800 y 4.100 m. Al igual que el
Antisana, el predio de Mudadero fue una hacienda privada dedicada a la
ganaderia, adquirida por EPMAPS en el afio 2012. Esta zona también presenta
efectos del sobre-pastoreo, especialmente en las zonas bajas del predio.
Actualmente el ganado ha sido removido, sin embargo, aln se presentan
incursiones de bovinos y equinos salvajes proveniente de las haciendas aledafas.
La principal fuente hidrica que protege este predio es la cuenca del rio Pita que
alimenta al sistema de agua potable del mismo nombre [37].

El predio Cerro Puntas, ubicado en la vertiente occidental del Cerro Puntas
(Tabla 1, Fig. 1), tiene un area total de 5.291 ha, con altitudes entre 3.700 y 4.200
m. Este predio se encuentra dentro de la zona alta del Parque Nacional Cayambe-
Coca (PNCC) y colinda con territorios comunitarios y con haciendas dedicadas a
la agricultura y ganaderia. En el predio Cerro Puntas, al igual que en Antisana y
Mudadero, se removio el ganado bovino; aunque todavia se presenta el ingreso
ocasional de bovinos desde las haciendas aledafias. Esta zona protege la cuenca
alta del rio Guayllabamba, sus quebradas alimentan sistemas locales de provision
de agua para riego y consumo domeéstico en los sectores de Quinche, Yaruqui,

Pifo y Puembo [37].
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Los tres predios considerados en este estudio, no solo resguardan fuentes
hidricas, sino que ademas son parte de la zona de influencia de areas protegidas
de importancia para la conservacion de ecosistemas de paramo andino. Antisana
limita con la Reserva Ecoldgica Antisana (REA); Mudadero colinda con el Parque
Nacional Cotopaxi (PNC) y Cerro Puntas esta dentro de la parte alta del Parque

Nacional Cayambe-Coca (PNCC).

Disefo de Estudio

En este estudio se utilizé un disefio pareado que consiste en establecer rios
de interés (Cuencas representativas que se encuentran dentro de la zona
protegida del FONAG) y a cada uno de ellos parearlo con un rio “Control” con
caracteristicas ambientales similares, y fuera del area de influencia del FONAG
(Tabla 1, Fig. 2). Este disefio fue utilizado anteriormente por Encalada et al. (2014)
para evaluar comparativamente el estado de las fuentes hidricas y a la vez
seleccionar variables sensibles que sean utilizadas para mantener un sistema de

monitoreo permanente de los recursos hidricos [37].

En los rios de interés que se encuentran bajo la influencia del FONAG, el
ganado ha sido removido y existe la vigilancia de guarda parques que impiden el
acceso del ganado salvaje a las fuentes de agua, por esta intervencion se los

denomind rios “Manejo”.
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En el predio Antisana, se establecio 8 puntos de muestreo: cuatro rios
manejo con sus respectivos pares control (Fig. 2A). En el predio Mudadero, se
establecid 8 puntos de muestreo: cuatro rios manejo con sus respectivos pares
control (Fig. 2B). En el predio Cerro Puntas, debido a la falta de sitios
representativos, se establecio 4 puntos de muestreo: dos rios manejo con sus
respectivos pares control (Fig. 2C): dos rios manejo con sus respectivos pares

control (Tabla 1).

Adicionalmente, se tomd al rio Jatunhuico (parte de la cuenca del Antisana)
como una unidad de evaluacion distinta debido al interés del FONAG en conocer
la calidad microbioldgica del agua de esta sub cuenca, considerada como
potencial fuente de captacion para el suministro de agua del DMQ, debido a un
presunto hallazgo de Giardia intestinalis en este rio. Por tanto, se establecio tres
puntos de muestreo ubicados en un pequefio gradiente de elevacion del rio

Jatunhuaico (Fig. 2A), (Tabla 1).

Para los fines de este estudio se incluyo al rio San Pedro, tributario de la
Cuenca del Guayllabamba, como indicador de rio contaminado para evaluar la
eficacia de los métodos moleculares empleados. Las fuentes de contaminacion del
rio San Pedro son aguas residuales provenientes de poblados cercanos a Quito,

haciendas ganaderas e industrias.
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Recoleccién y transporte de las muestras

En cada punto de muestreo se colecté 3.3 L de agua en fundas Whirl-pack
(Nasco, USA) estériles en dos fechas distintas: Mayo del 2014 y agosto del 2015.
En Mudadero se tomo so6lo una muestra de agua en mayo del 2014, debido a que
las autoridades nacionales prohibieron el paso al Parque Nacional Cotopaxi
(entrada al predio Mudadero) en agosto del 2015, por el alto riesgo de erupcion del
volcan Cotopaxi. Las muestras colectadas fueron transportadas y almacenadas a
4°C en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito

(USFQ) hasta su procesamiento dentro de las siguientes 24 horas.

Deteccién y cuantificacién de Escherichia coli

Se empled la técnica de filtracion por membrana, por ser la técnica de
aislamiento mas recomendada para aguas poco 0 muy poco contaminadas [1]. Se
filtr6 50 y 100 mL de agua (por duplicado) a través de un filtro de membrana con
poro 0.45 um (Merck, Millipore, USA) colocado en un embudo de acero y filtrado al
vacio mediante una bomba de alta presion (Millipore 115V 60HZ). Se cultivé cada
membrana en una caja petri con agar Chromocult (Merck, Millipore, USA). Se
incubd a 36 °C durante 48 horas. Se cuantifico las colonias de E. coli en un
contador de colonias y los resultados se expresaron en Unidades Formadoras de

Colonias (UFC), UFC/50 mL y UFC/100 mL.
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Mediciones ambientales

En cada uno de los puntos de muestreo se realizaron mediciones de
variables fisicas, quimicas, biolégicas y ecoldgicas de los rios. Estos parametros
se midieron en el afio 2014 durante el estudio “Diagndstico de la calidad ecoldgica
de los rios y la vegetacion de ribera de las zonas de manejo del FONAG” [37].

Los parametros fisicos que se midieron fueron: Temperatura del agua,
composicién del sustrato (solidos totales, sedimentos en suspension), morfologia
fluvial (ancho, profundidad, cantidad de meandros, porcentaje de rapidos, cantidad
de piscinas, caudal instantaneo). Los pardmetros quimicos fueron: PH, Oxigeno
disuelto, nitratos, nitritos, fosfatos, sulfatos, amonio, conductividad. Los
parametros bioldgicos fueron: Invertebrados acuaticos y coliformes fecales. Los
parametros ecolégicos fueron: Calidad de vegetacion de ribera (QBR), calidad del
hébitat fluvial (IHF) y biomasa de algas. Las mediciones de los parametros

ambientales corresponden al estudio de Encalada et al. (2014) [37].

Investigacion de Protozoarios patdogenos

Extraccion de ADN

Para la investigacion de Giardia intestinalis y de Cryptosporidium spp. en
muestras de agua de rio se filtro 3L de agua de cada muestra a traves de una

membrana de fibra de vidrio con tamafio de poro 1.2 um (Merck, Millipore, USA)
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por el sistema de bombeo indicado més arriba. Se guardo6 la membrana a - 80°C
para su posterior extraccion de ADN.

Se extrajo el ADN total de las muestras de agua de rio a partir de las
membranas filtradas, por medio del Kit comercial “Power Soil Isolation Kit” (MOBIO
Laboratories, QUIAGEN, USA), segun las instrucciones del fabricante, con una
pequefia modificacion, que consistié en utilizar la membrana cortada en lugar de la

muestra sugerida [38].

Obtencion de controles positivos

Un control positivo de Giardia intestinalis se obtuvo a partir de una muestra de
heces humana con numerosos quistes del parasito que fueron observados por
microscopia. La muestra de heces se confirmé positiva para Giardia intestinalis
mediante la técnica bioquimica de ELISA que detecta los antigenos del parasito en
las heces.

Se recupero6 los quistes a través de la técnica de flotacion con solucién de
sulfato de zinc (ZnS0O4) al 33% [39]. Brevemente, se disolvié 50 mg de heces en
750 pL de Solucion ZnSO4 al 33%, se filtro la mezcla a través de un colador y se
dej6 reposar por 10 minutos. Se recupero el sobrenadante junto con los quistes y
se diluyo en agua pura (dilucion 1:10). Se cuantificé los quistes mediante la

técnica de conteo celular en camara de Neubauer [40]. Brevemente, se tomé 20
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pL de la dilucion para llenar la cAmara de Neubauer y se conté los quistes
presentes en 4 cuadrantes. Se repitio el procedimiento 5 veces para obtener la
densidad celular o numero de quistes por pL de solucién en 50 mg de heces

aplicando la formula:

namero de quistes

Quistes/ ulL =

Superficie recontada (mmz2)x profundidad (mm)x dilucién

Numero de quistes= Nimero de quistes recontados en la camara
Superficie recontada = 4 cuadrados (4 x 1 mm?=4 mm?)
Profundidad de la camara = 0,1 mm

Dilucién = 1:10

Un control positivo de ADN de Cryptosporidium sp fue donado por la
Université de Reims, Francia. Un segundo control positivo se obtuvo a partir de
una muestra de heces de bovino. La muestra de heces se confirmo positiva para
Cryptosporidium sp mediante la técnica bioquimica de ELISA que detecta los
antigenos del parasito en las heces.

Se recuperé los ooquistes presentes en las heces a través de la técnica de
flotacién con solucion de sulfato de zinc (ZnS04) al 33% descrita anteriormente
[39]. Se realiz6 la extraccion de ADN total de la muestra positiva de
Cryptosporidium sp mediante el Kit comercial Power Fecal Isolation Kit (MOBIO
Laboratories, QUIAGEN, USA), con 250 mg de heces de la muestra, segun las

instrucciones del fabricante [41]. La medicion de la cantidad y calidad del ADN se
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realiz6 mediante espectrofotometria en el equipo NanoDrop 1000

spectrophometer.

PCR Convencional

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es la amplificacion enzimatica
de un fragmento de interés (ADN) localizado entre dos oligonucle6tidos
(cebadores), que se realiza en tres ciclos que se repiten. Los ciclos son:
Denaturacion de la doble hebra de ADN; Alineamiento de los cebadores con su
region complementaria; y, Extension o y sintesis de ADN por la polimerasa.

Se empled la técnica de PCR convencional con los cebadores JVAF y JVAR
[43, 44], que amplifican un segmento del gen que codifica para la pequefia
subunidad ribosomal 18S rRNA de Cryptosporidium spp, los mismos que fueron
sintetizaron segun las secuencias de genes diana presentadas en la Tabla 2. Se
realiz6 el analisis in silico de los cebadores con el programa Primer-BLAST
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine)
para su validacion (Tabla 3).

La amplificacion se llevé a cabo en un equipo BioRad CFX-96; cada reaccion
de 25 pL contenia: Green Go Taq Buffer 5 pL (1x), Solucion MgCl2 2 yL (2 mM),
dNTP Mix 0,5 pL (200 uM), GoTaq Polymerase 0,1 pL (0.5 U/ yL), cebadores

forward 0,625 uL (0,25 uM) y reverse 0,625 pL (0,25uM), 14,15 yL de agua 'y 2 pL
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de ADN. Las condiciones de la PCR fueron: denaturacion inicial 95.0°C por 2
minutos, seguida de 45 ciclos de denaturacion 94.0°C por 1 minuto, anidacién
55.0°C por 1 minuto, extension 72.0°C por 1 minuto, y una extensién final de
72.0°C por 5 minutos. Se evalu6 los productos de amplificacion por medio de

electroforesis en gel de agarosa al 2.5%.

PCR anidada

La PCR anidada es una variante de la PCR convencional que comprende dos
rondas de amplificacion con distintos pares de cebadores en cada una, con el fin
de incrementar la sensibilidad y la especificidad de la deteccion. La primera
reaccion se realiza con cebadores externos que amplifican una regién de ADN
extensa que contiene a la secuencia objetivo. La segunda reaccion utiliza el
producto de amplificacion anterior como molde y cebadores internos que
amplifican la region especifica.

Se sintetiz6 los cebadores de pre-anidacion (Cry-15 y Cry-9) y anidacion
(Cowpnest-F1 y Cowpnest-R2) que amplifican una regién del gen COWP de
Cryptosporidium spp [45], de acuerdo a las secuencias presentadas en la Tabla 2.

La amplificaciéon de PCR anidada se efectu6 en un equipo BioRad CFX-96. En
la pre-anidacion cada 10 uL de reaccion contenia: Green Go Taq Buffer 2 uL (1x);

solucion MgClz 1 pL (2,5 mM); dNTP Mix 0,25 pL (250 uM); GoTaq Polymerase
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0,4 pL (2 U/uL); cebadores forward 0,2 pL (0,2 uM) y reverse 0,2 uL (0,2uM); 3,95
uL de aguay 2 pL de ADN. El protocolo de ciclado de la pre-anidacién consistié en
una denaturacion inicial 94.0°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
denaturacion 94.0°C por 50 segundos, anidacion 52.0°C por 30 segundos,
extension 72.0°C por 50 segundos, y una extension final de 72.0°C por 10
minutos.

En la anidacion cada 10 uL de reaccion contenia: Green Go Taq Buffer 2 uL
(1x); solucién MgCI2 1 L (2,5 mM); dNTP Mix 0,25 uL (250 uM); GoTaq
Polymerase 0,4 uL (2 U/ uL); cebadores forward 0,2 uL (0,2 uM) y reverse 0,2 uL
(0,2uM); 5,45 pL de agua y 0,5 pL del amplicon de pre-anidacion. El protocolo de
ciclado de la anidacién consistio en: denaturacién inicial 94.0°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de: denaturacion 94.0°C por 50 segundos, anidacién 60.0°C
por 30 segundos, extensién 72.0°C por 50 segundos, y una extension final de

72.0°C por 10 minutos.

PCR Cuantitativa (QPCR)

La técnica de gPCR es el monitoreo continuo de la acumulacion del producto
amplificado durante una PCR, basado en la deteccion y cuantificacion de la
fluorescencia de una molécula reportera (sonda) medida a lo largo de los ciclos de

PCR. Los niveles de fluorescencia bajos durante los primeros ciclos no son
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detectados (fluorescencia de fondo). El nivel por encima de la fluorescencia de
fondo o nivel umbral (Ct), es el primer incremento significativo en la cantidad de
producto de la PCR. Los valores Ct menores al nivel de fluorescencia de fondo no
se toman en cuenta.

La gPCR de cuantificacion absoluta se basa en la elaboracion de una curva de
calibracion que se construye mediante la determinacion del nivel umbral (Ct) en
diluciones conocidas de ADN. La cuantificacion por q°PCR compara los valores Ct
de las muestras con los Ct de la curva de calibracion.

La curva de calibracion se construy6 con cinco estandares de ADN: Una
dilucién 10° (1 uL de ADN de control positivo de G. intestinalis a una
concentracion de 10 ng/uL) y cuatro diluciones en serie 1:10 de la dilucion madre
(101, 102, 103, 104). La grafica de la curva de calibracién forma una pendiente
que permite calcular la eficiencia de la reaccion de amplificacion mediante la
Ecuacién: E = 10°¥m. Donde E, eficiencia de la amplificacion; m, pendiente.

Para la investigacion de G. intestinalis se utiliz6 los cebadores 3-Giardin P241F
y B-Giardin P241R y la sonda Glamb probe (TagMan) (Tabla 2), que amplifican un
segmento del gen B-Giardin (74 pb) de Giardia intestinalis, probados previamente
en la deteccion de G. intestinalis en muestras ambientales [42]. Se sintetizaron los
cebadores y sonda segun las secuencias de genes diana presentadas en la Tabla

2 y se realizo el analisis in silico de los cebadores (Tabla 4) con el programa
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Primer-BLAST (National Center for Biotechnology Information, U.S. National
Library of Medicine) para su validacion (Tabla 4).

Se empled la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional como referencia para estandarizar el protocolo de gPCR. La
amplificacion se llevo a cabo en un equipo BioRad CFX-96; cada reaccion de 25
UL contenia: Green Go Taq Buffer 5 pL (1x), Solucién MgClz 2 pL (2 mM), dNTP
Mix 0,5 pL (200 uM), GoTaq Polymerase 0,1 pL (0.5 U/ uL), cebadores forward
0,75 pL (0,3 uM) y reverse 0,75 pL (0,3 uM), 13,9 pL de agua y 2 puL de ADN. Los
cebadores B-Giardin P241F y B-Giardin P241R se sintetizd segun las secuencias
de genes diana presentadas en la Tabla 2. Las condiciones de ciclado de la PCR
fueron: denaturacion inicial 95.0°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de
denaturacion 95.0°C por 30 segundos, hibridacién 60.0°C por 1 minuto, extensién
72.0°C por 30 segundos, y una extension final de 72.0°C por 5 minutos. Se evalud
los productos de amplificacién por medio de electroforesis en gel de agarosa al
2.5%.

Se estandariz6 dos protocolos de amplificacion de gPCR. El primero con la
tecnologia de EvaGreen, que consiste en un agente intercalante de acidos
nucleicos fluorescente con caracteristicas similares a SyberGreen; y, el segundo,
con la tecnologia de sondas fluorescentes (TagMan).

La amplificacion se llevé a cabo en un equipo BioRad CFX-96. El protocolo de
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amplificacion con EvaGreen se realiz6 en 20 pL de reaccion que contenia:
SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad laboratories, USA) 10 pL (1x), 1 pL de
cebadores forward (0,5 uM) y reverse (0,5 uM), 7 pL de agua y 1 yL de ADN. Las
condiciones de ciclado fueron: denaturacion inicial 95.0°C por 10 minutos, seguida
de 40 ciclos de denaturacion 95.0°C por 15 segundos, anidacion 60.0°C por 1
minuto, extension 72.0°C por 30 segundos.

El andlisis de resultados de la gPCR con EvaGreen se baso en la
interpretacion de la curva de fusién. La temperatura de fusién (Tm), o temperatura
de separacion de las hebras de ADN, es una medida de la estabilidad de los
hibridos definida como la temperatura a la cual 50% de los hibridos se encuentran
formados y 50% permanecen disociados.

El protocolo de amplificacién con TagMan se realizé en 20 uL de reaccion que
contenia: iTaq Probes Supermix (BioRad laboratories, USA) 10 pL (1x), 2 uL de
cebadores forward (1 uM) y reverse (1 uM), 2 pL de sonda (0,1 uM), 3 pL de agua
y 1 uL de ADN. Las condiciones de ciclado fueron: denaturacion inicial 95.0°C por
10 minutos, seguida de 40 ciclos de denaturacion 95.0°C por 15 segundos,
anidacion 60.0°C por 1 minuto. El analisis de resultados se realizé mediante la
interpretacion de la curva de amplificacion.

En cada ensayo se incluy6 un control positivo (Giardia intestinalis), un control

negativo (Cryptosporidium sp.) y un control NTC (agua de PCR). Las muestras se
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analizaron por duplicado.

Secuenciacion Sanger
La Secuenciacion de ADN tiene como finalidad la determinacién del orden
de los nucledtidos (A, C, Gy T) en una secuencia de ADN, la cual constituye la
informacion genética heredable de los seres vivos. Los productos de amplificaciéon
de ADN de las reacciones positivas a PCR para los genes blanco p-Giardin de G.
intestinalis y 18S rRNA de Cryptosporidium sp se enviaron a los laboratorios
Functional Biosciences (Madison, USA) para obtener sus secuencias por el

método de Sanger.

Filo-tipificacién por secuenciacion masiva

A diferencia de los sistemas de secuenciacion tradicionales, las plataformas de
secuenciacion masiva son capaces de generar paralelamente, y de forma masiva,
millones de fragmentos de ADN en un Unico proceso de secuenciacion; debido al
gran rendimiento de éste método es idoneo para un sin fin de estudios.

En esta investigacion se empleo el método de secuenciacion masiva en la
plataforma lllumina MiSeq (d bTEFAP® illumina, 20k) del Laboratorio MRDNA LAB
(Texas, USA) con la finalidad de analizar el ADN de los rios San Pedro y

Jatunhuico, el primero como referente de un rio contaminado y el segundo como
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referente de un rio de interés. El punto de muestreo “Vertedero 1” fue la muestra
analizada del Rio Jatunhuaico, donde presuntamente se hall6 Giardia intestinalis;
este punto se sitla en el gradiente de elevacion mas bajo del rio dentro del predio
Antisana (Tabla 1).

Se envié 50 pL de ADN de cada uno de los rios sefialados anteriormente, a
una concentracion de 20 ng/puL. Ademas, se envio los productos de amplificacion
de PCR del gen B-Giardin para la deteccion de Giardia intestinalis.

Las lecturas de secuenciacion masiva fueron obtenidas a partir de la
amplificacion gen 18S rRNA de eucariotas unicelulares y de los productos de
amplificacion del gen B-Giardin. Se realizé un andlisis de los datos obtenidos con
la finalidad de contrastar la composicién de microorganismos en estos rios y
confirmar los resultados obtenidos por PCR en la deteccion de Cryptosporidium
spp y de Giardia intestinalis.

Los datos de las secuencias amplificadas de los genes 18S rRNA y B-Giardin
se procesaron por separado, usando una red de analisis de ADN (MR DNA,
Shallowater, TX, EE. UU.). Se generd6 unidades taxondmicas operacionales (OTU)
agrupadas por nivel taxondmico basado en el porcentaje de identidad a una
secuencia de referencia de NCBI. Las OTU se definieron con el 97% de similitud y

se clasificaron taxondmicamente utilizando BLASTn.
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Analisis estadistico

Normalidad de los datos y Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de la normalidad de los datos se realiz6 mediante estadistica
descriptiva. Se aplicé transformacion logaritmica (Log e) para aquellas variables
que no cumplieron con la homogeneidad de varianza. Todos los analisis se los
realiz6 con el programa estadistico JIMP (9.0) (SAS Company).

Se evalud la variacién en la concentracion de E. coli (UFC/50 mL) de los
rios control versus los rios manejo, en las localidades de Antisana, Mudadero y
Cerro Puntas, para determinar si existe una mayor 0 menor contaminacion fecal
dependiendo del tratamiento de los rios (rios control y riosmanejo) y/o de la
localidad (Antisana, Mudadero y Cerro Puntas), lo cual nos permite inferir sobre el
efecto del manejo de los rios en estas localidades. Para dar cumplimiento a este
objetivo, se realizé6 un ANOVA de dos vias; donde, el Factor 1= sitio de muestreo
y el Factor 2= Tipo de tratamiento.

Asi mimo se midié la concentracion de E. coli (UFC/50 mL) a lo largo de un
gradiente de elevacion en la cuenca del rio Jatunhuaico para evaluar la
contaminacion fecal a lo largo de este rio y determinar en qué punto existe una
mejor calidad de agua que sea apta para captacion; ademas para evaluar si la
contaminacion fecal depende de la época del afio en que se midio el indicador.

Para ello, se empled un ANOVA de 2 vias; donde, el Factor 1= Gradiente de
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elevacion del rio (Bajo, Medio, Alto) y el Factor 2= Epoca de recoleccién de las

muestras (mayo de 2014 y agosto de 2015).

Correlacién entre E. coli y pardmetros ambientales

Se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson entre las concentraciones de
E. coli (UFC/50 mL) versus los parametros ambientales fisicos, quimicos,
biolégicos y ecolbgicos de los rios estudiados, para determinar si la presencia de
E. coli esta relacionada o no con ciertas caracteristicas de los rios que puedan
favorecer la supervivencia de esta bacteria en el medio acuatico.

Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Se

aplico la correccion de Bonferroni para evitar error estadistico tipo 5.

RESULTADOS

Deteccién y cuantificacion de E. coli

Se encontro E. coli en el 87% de las muestras colectadas (Tabla 5). Los
contajes de E. coli variaron entre 0 y 64 UFC/100 ml (Fig.3). El rio que presenté
mayores concentraciones de E. coli (64 UFC/100 ml) fue el rio Puyurima, que es el

par control del rio Jatunhuaico, pero que se encuentra fuera del predio Antisana;
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seguido de loos rios de la Quebrada Alambrada baja (52 UFC/100 ml) y Quebrada
Alambrada alta (52 UFC/100 ml), también situados fuera del predio Antisana.
Todos los demas rios analizados tuvieron contajes de E. coli menores a 50 UFC/

100 mL).

El andlisis de ANOVA indicé que las diferencias en la concentracion de E.
coli entre localidades (Antisana, Mudadero y Cerro Puntas) y entre tipos de
tratamiento (rios control y rios de manejo) no son estadisticamente significativas

(Fs, 10 =1.4506, p=0.2670).

No obstante, el analisis de varianza de cada uno de los factores por
separado, muestra que las diferencias en la concentracion de E. coli son
significativas entre rios control y rios de manejo (Fs, 10 =4.8991, p=0.0440%) y que
las diferencias entre las localidades de Antisana, Mudadero y Cerro Puntas, no
son significativas (Fs, 19 =1.0387, p=0.3737) (Fig. 4). El ANOVA que analiza
Gnicamente el factor tipo de tratamiento, dio como resultado una menor
concentracion de E. coli en los predios manejados comparado con los predios

control (Fz, 19 =5.4841, p=0.0309*) (Fig. 5).

En el rio Jatunhuaico, donde los sitios de muestreo estan ubicados en un
gradiente altitudinal, se encontré que las concentraciones de E. coli varian

significativamente entre los gradientes de muestreo; asi, en el sitio de muestreo
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mas bajo existe una mayor concentracion de E. coli comparado con los sitios de
mayor elevacion (Fs, 7 =10.9560, p=0.0213*). En contraste, no se encontro
diferencia significativa de la concentracion de E. coli entre las épocas de muestreo

(Fs,7 =2.2728, p=0.1909) (Fig. 6).

El analisis de correlacion de Pearson indico correlaciones positivas entre la
concentracion de E. coli (UFC por 50 mL) y algunos parametros ambientales como
son la temperatura (r= 0,6651, p= 0,0183*) y el ancho del riachuelo (r=0,5374, p=
0,0145%*) (Fig.7). También hubo una correlacion de E. coli con otros parametros
ambientales tales como: amonio, oxigeno disuelto y sélidos suspendidos; sin
embargo, estas correlaciones tuvieron un valor de significancia menor (p< 0.1)

(Tabla 6).

Investigacion de Giardia intestinalis
En el ensayo de PCR convencional para la deteccién de Giardia intestinalis
en muestras de rios, se obtuvo una reaccion positiva en la muestra del rio San
Pedro (Figura 8). Sin embargo, no se pudo confirmar este resultado debido a que
no se obtuvo una secuencia valida, por el método de sanger, que pueda ser
comparada con secuencias de G. intestinalis presentes en el genbank (Figura 9).
En los ensayos de gPCR con EvaGreen se obtuvo una curva de calibracién

formada por las diluciones en serie del control positivo de Giardia intestinalis que
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tuvo un coeficiente de correlacion R?= 0,98 y una pendiente = -3,023 (Fig. 10).

La discriminacidén entre muestras positivas y negativas se realizé mediante
el analisis de la curva de fusion, formada por los valores Tm de las muestras
analizadas (Fig.11). Los estandares de ADN del control positivo de Giardia
intestinalis, alcanzaron un valor Tm = 81°C; en base a estos resultados, las
muestras con Tm igual a 81°C son consideradas positivas, en tanto que, las
muestras con Tm inferior o superior a 81°C son consideradas negativas. Las
muestras analizadas de riachuelos de paramo, asi como también la muestra de rio
contaminado, obtuvieron valores Tm que variaron entre 88°C y 89.5°C (Tabla 7,
Fig. 11), es decir, todas las muestras de fuentes de agua fueron negativas para G.

intestinalis.

En el ensayo de gPCR con sonda TagMan, se obtuvo una curva de
calibracién con diluciones de ADN de G. intestinalis de cuatro 6rdenes de
magnitud (101, 102, 103, 104). La curva de calibracién tuvo un coeficiente de
correlacion R?= 0,98 y una pendiente = - 2,388. El umbral de deteccién (Ct) del
control positivo y de las diluciones varié entre 28 y 37, por lo que, los valores Ct
comprendidos entre 28 y 37, se considero positivos y los valores Ct mayores a 38
se considero negativos (Fig. 12). Todas las muestras de ADN proveniente de
fuentes de agua resultaron negativas para Giardia intestinalis debido a valores Ct

mayores a 38 (Tabla 7).
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La sensibilidad de la gPCR se estimo por el nUmero de quistes detectados
en los controles positivos; el limite de deteccion fue de 0,0045 quistes/ uL de ADN,
lo que equivale a 1 pg/uL de ADN (Tabla 8). Se validé la eficacia del método
mediante la amplificacion de un control positivo de prueba, que dio como resultado
la deteccion de 0,011 copias del gen  Giardin equivalentes a 0,47 quistes/uL de

ADN (Tabla 8, Fig. 13).

Investigacion de Cryptosporidium spp.

En el analisis de PCR convencional, tres de las muestras de ADN
proveniente de fuentes de agua del predio Antisana (Quebrada Alambrada, rio
Jatunhuaico y rio Patugllana) presentaron reacciones positivas a PCR de
Cryptosporidium spp.; sin embargo, cuando se analizé las secuencias del ADN
amplificado, obtenidas con el método de secuenciacion de Sanger, se encontré
gue estas secuencias no corresponden a Cryptosporidium sp., sino quiza, a algun
protista ambiental cercano (Labyrinthula sp) (Figura 14).

A pesar de que en el presente estudio se utilizé una técnica disefiada para
la deteccion ambiental de Cryptosporidium spp [44], los resultados de los andlisis
de secuenciacion y filogenéticos, sugieren que estas sondas no son especificas
porque fueron capaces de amplificar protistas ambientales.

Para corroborar los resultados anteriores, se procedio a realizar una prueba
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de PCR anidado. El andlisis de PCR anidada amplifico correctamente el control
positivo de Cryptosporidium sp., sin embargo, ninguna de las muestras de agua
amplificé con el sistema de PCR aplicado (Fig. 15), por tanto, son negativas para

Cryptosporidium sp.

Filo-tipificacién por secuenciacién masiva

Los resultados obtenidos en el andlisis de las OTU del 18S rRNA, indicaron
que la diversidad taxonémica de eucariotas es distinta en las muestras del rio
Jatunhuaico respecto al rio San Pedro. En el rio Jatunhuaico hubo mayor
diversidad de OTU que en el rio San Pedro, lo cual se traduce en una mayor
diversidad de géneros y especies (Fig. 16 y 17). Los géneros dominantes en el rio
San Pedro fueron Loxophyllum y Rhogostoma que suman el 97% de los OTU
obtenidos de este rio; mientras que, en el rio Jatunhuaico los géneros mas
abundantes fueron: Vorticella, Bromeliophrya, Loxophyllum, Balantidion,
Cephaloidophora, Plasmodiophora y Rhogostoma que suman el 74% de los OTU
obtenidos de este rio.

Los protozoarios ciliados del género Loxophyllum suelen vivir en habitats
de agua dulce y marinos con contaminacion organica, aunque con menor
frecuencia han sido encontrados en aguas limpias. El genero Rhogostoma son

protistas de agua dulce que viven en aguas contaminadas con estiércol y se
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alimentan de bacterias. Por lo tanto, la presencia de estos protistas estaria
indicando que el agua del rio San Pedro tiene una alta carga organica y esta
contaminada con materia fecal.

En el rio Jatunhuiaco los géneros Loxophyllum y Rhogostoma apenas
suman el 18% de la diversidad encontrada, estos resultados sugieren que aunque
el rio Jatunhuico presenta evidencia de contaminacion organica de origen fecal, la
calidad del agua de este rio aparentemente es mejor ya que existe una mayor
diversidad de géneros y especies.

El analisis de las secuencias del gen 18S rRNA, reveld cuatro OTU con
secuencias similares a Cryptosporidium sp. (OTU254, OTU322 OTU221y
OTU355); sin embargo, el andlisis filogenético de estas secuencias, indicé que no
correspondian al protozoario investigado, sino a otro eucariota ambiental no
cultivable (Figura 18). Por lo tanto, la secuenciacion masiva permitié confirmar que
los resultados obtenidos por PCR para la deteccion de Cryptosporidium spp. en
muestras de rios, corresponden a falsos positivos.

El analisis de las secuencias de ADN de los productos de amplificacion para
el gen B-Giardin dio como resultado varios OTU que no tenian ninguna homologia
con B-Giardin; se analiz6 los principales OTU mediante BLASTn y se encontro
homologias con Caulobacter sp., una bacteria Gram negativa distribuida

ampliamente en suelos, lagos, corrientes de agua y agua de mar. Estos resultados
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confirman que las secuencias amplificadas por PCR para el gen B-Giardin, no
pertenecian a Giardia intestinalis, sino probablemente a una bacteria, lo cual
sugiere que hubo una reaccion cruzada en la amplificaciéon del ADN que condujo a

la obtencién de productos de amplificacion inespecificos.

DISCUSION

Deteccién y cuantificacién de Escherichia coli

Las fuentes de agua evaluadas en esta investigacion tuvieron niveles de
contaminacion de E. coli entre 0-64 UFC/100 mL, considerados bajos de acuerdo
a la Norma Ambiental ecuatoriana para “Aguas de consumo humando que
Unicamente requieren tratamiento convencional”, la cual establece el limite
maéaximo permisible de concentracion de coliformes fecales de 600/100 mL de
agua, medidos a través de la metodologia de fermentacion en tubos multiples y
expresada en Numero mas Probable (NMP) [25]. La metodologia empleada en
esta investigacién para medir la concentracion del coliforme fecal E. coli, fue la de
filtracion por membrana, que a diferencia de la técnica semi cuantitativa de
fermentacion en tubos multiples, tiene la ventaja de ser cuantitativa, ademas de
estar aceptada y aprobada por la Organizacion Mundial de la Salud y otras normas

ambientales internacionales para monitorear la calidad del agua [2, 26]; sin
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embargo, es considerada menos sensible que la recomendada por la Norma
Ambiental ecuatoriana.

La mayoria de rios analizados tuvieron concentraciones de E. coli menores
a 50 UFC/100 mL, probablemente debido a que se encuentran ubicados en zonas
de paramo andino, distantes de centros poblados y, en su mayoria, dentro de
reservas protegidas, lo cual los hace menos susceptibles a la contaminacion fecal
de origen humano, siendo las Unicas fuentes probables de contaminacion fecal,
las provenientes de animales silvestres y ganado salvaje. Estos resultados son
similares a los de otros estudios realizados en aguas superficiales dentro de
reservas ecoldgicas en varias regiones del mundo, donde se mide el nivel de
contaminacion de las fuentes de agua por medio de la cuantificacion del indicador
E. coli [46-49]. Por ejemplo, en un estudio realizado a lo largo de la cuenca del rio
Colorado dentro del Parque Nacional del Gran Cafion, en Estados Unidos, se
encontré que las concentraciones del indicador fecal (E. coli) en las fuentes de
agua estaban dentro del rango de 10 a 100 UFC por 100 ml de agua [47].

En esta investigacién se observo una menor concentracion de E. coli en los
rios manejados por el FONAG que en los rios control, aunque esta diferencia fue
significativa Unicamente para los rios de la zona de investigacion del Antisana (Fig.
4y 5). Sin embargo, esta tendencia sugiere que la remocion del ganado fue una

accion efectiva que permitio el control de la contaminacion fecal en las fuentes
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hidricas. Esta hipotesis estaria sustentada también por varios estudios se han
demostrado que la presencia de ganado esta relacionada con la contaminacion
fecal del suelo y el agua tanto superficial como subterranea [50-52].

En cuanto a la evaluacion de la calidad del agua del rio Jatunhuaico dentro
del predio Antisana, se encontré que las concentraciones de E. coli en este rio
son mayores en el gradiente mas bajo de elevacion, lo cual supone un posible
arrastre de material desde las zonas mas altas del rio hacia la parte mas baja (Fig.
6) o que la cantidad de ganado que consigue acceder al rio por este sitio es
mayor. Sin embargo, cabe mencionar que el rio Puyurima, que corresponde al par
control del rio manejo Jatunhuico, tiene los niveles mas altos de concentracion de
E. coli, por lo tanto, se presume que la contaminacion fecal de los rios de esta
zona aun no han sido del todo controlada con las acciones de vigilancia llevadas a
cabo por el FONAG.

La concentracion de E. coli registrada en agosto del 2015 con respecto a
mayo de 2014 no vari6 significativamente; aunque se observé menores
concentraciones de E. coli en el afio 2015; esto probablemente se deba a la
estacionalidad, ya que en la época de lluvia, como es mayo, existe una mayor
escorrentia y arrastre del suelo hacia las fuentes hidricas, lo cual supone una
mayor cantidad de materia organica fecal en los rios.

Las correlaciones de Pearson indican que la temperatura, el ancho de rio, el
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amonio, el oxigeno disuelto, los sélidos disueltos y los coliformes, son los
parametros ambientales que tuvieron una asociacion significativa con la presencia
de E. coli (Tabla 6). La correlacion positiva entre E. coli y la temperatura, es un
indicativo de que E. coli sobrevive mejor en temperaturas mas calidas, esta
correlacion ha sido documentada anteriormente en el rio Febros de Portugal [53].

La correlacion negativa entre el oxigeno disuelto en el agua y las
concentraciones de E. coli, podria suegerir que aguas con menor cantidad de
oxigeno disuelto son un mejor habitat para la supervivencia de E. coli; sin
embargo, el hecho de que todos estos rios de paramo tuvieran una gran cantidad
de oxigeno disuelto no se tradujo en la ausencia de E. coli, por lo que se cree que
esta relacion pudo ser aleatoria.

La correlacion positiva entre solidos disueltos y concentraciones de E.coli,
se explica por la presencia de materia organica fecal presente en los rios; esta
relacion puede ser aleatoria y deberse al dia en que se tomaron las muestras, ya
que en épocas de lluvia suele existir un mayor arrastre de material organico hacia
los rios. De igual manera las correlaciones entre amonio con E. coli y ancho del
rio con E. coli serian tomadas como aleatorias debido a que no existe un sustento
tedrico para ellas.

La correlacion de los coliformes totales con E. coli es evidente, dado que los

coliformes son bacterias con exigencias similares a E. coli, y algunos de ellos
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también pueden multiplicarse en el ambiente, sin embargo, una de las
caracteristicas que diferencia al E. coli de otros coliformes es su origen fecal.
Entre los limitantes de esta investigacion fue que las concentraciones de E.
coli se midieron en dos distintos afios: mayo 2014 y agosto 2015, mientras que la
medicion de los parametros ambientales se realizé en el afio 2014, por lo tanto,

puede haber una variacion de los parametros ambientales respecto al tiempo.

Investigacion de protozoarios patégenos

La presencia de quistes de Giardia intestinalis y de ooquistes de
Cryptosporidium spp en aguas superficiales de rios, ha sido reportada en varios
paises. Las concentraciones reportadas de quistes de Giardia varian de 0,01 a
112 quistes /L, concentraciones de Cryptosporidium spp varian entre 0,07 a 484
ooquistes /L [54-63]. Por ejemplo, Franco et al., 2001, en el rio Atibaia de
Campifas, Brasil, detectd quistes y ooquistes de estos protozoos en todas las
muestras analizadas [59]. El hallazgo frecuente de estos protozoos en el agua de
suministro para consumo humano es importante desde el punto de vista de la
salud publica ya que los métodos usuales de tratamiento de aguas potables
(filtracion, floculacién, sedimentacion y desinfeccion) no son muy eficaces para
eliminar o destruir los quistes y ooquistes de estos parasitos [60-64].

Ademas, se ha descrito que la presencia de estos protozoos en agua de
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rios, tiene una relacion directa con los indicadores bacterianos de contaminacion
fecal: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, con
Pseudomonas aeruginosa, con la materia organica y con la turbidez [64].

De acuerdo a la “Norma de Calidad Ambiental y descarga de efluentes:
Recurso Agua” el criterio de calidad para aguas de riego es de cero quistes u
ooquistes de parasitos en 1 litro de agua [25]. Nuestros resultados de gPCR
indicaron que no hubo la presencia de quistes de Giardia intestinalis en las fuentes
de agua analizadas de los predios Antisana, Mudadero y Cerro Puntas (Tabla 7);
en tanto que, los resultados de PCR anidada confirmaron la ausencia de
Cryptosporidium spp en las fuentes de agua sefaladas.

A pesar de que los cebadores utilizados mostraron en el andlisis in-silico
especificos para los protozoarios investigados, curiosamente tampoco se detecto
a los protozoarios Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp. en el rio San Pedro,
donde se esperaria encontrar alguna evidencia de dichos patdgenos debido a que
recibe descargas organicas sin un previo tratamiento del agua y que ademas esta
afectada por poblados y haciendas ganaderas. Estos resultados sugieren que la
deteccidn con los métodos moleculares empleados no es confiable.

Las razones de la existencia de resultados confusos por métodos
moleculares pueden ser varias. Entre ellas, destacan las siguientes:

1) la regidon genomica en la que se basaron los autores que disefiaron los
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cebadores para deteccion de éstos protozoos pudo no haber sido una region
conservada para distintos taxones, lo que hace que algunas variantes gendémicas
del microorganismo no puedan ser identificadas por esos cebadores. Este podria
ser el caso de los cebadores P241F y P241R disefiados para la deteccion del gen
B-Giardin, que codifica para una proteina especifica de Giardia intestinalis, sin
embargo, debido a que esta especie tiene siete variantes gendémicas (A-G), los
cebadores empleados pudieron no haber reconocido a algunas de ellas. En el
estudio de Guy et. al. (2003) los cebadores P241F y P241R fueron probados
Unicamente para los genotipos Ay B de la especie, que son mas frecuentes en
humanos, mas no siempre presentes en animales silvestres.

2) los cebadores empleados pueden no ser especificos o las condiciones de
la PCR no son 6ptimas, en consecuencia, se pueden amplificar productos no
especificos. Lo anterior puede guiar a la deteccidn de falsos negativos o falsos
positivos, ésta podria ser la causa de la supuesta deteccion de Cryptosporidium
spp con los cebadores JVAF y JVAR en muestras de los rios del predio Antisana
(incluyendo al rio Jatunhuaico), en este caso se demostré que las secuencias de
ADN de los fragmentos amplificados por PCR correspondian a un protista
ambiental (Labyrinthula sp) y no a Cryptosporidium spp. (Fig.12).

3) La especificidad de la prueba puede ser afectada por la contaminacion

de las muestras con inhibidores de la enzima polimerasa (acidos humicos,
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polifenoles, carbohidratos, etanol, etc) durante su procesamiento, esto puede
ocasionar también falsos negativos. Sin embargo, esto se suele solucionar
incorporando siempre controles positivos en los ensayos.

4) La identificacion de microorganismos directamente en muestras
ambientales utilizando PCR presenta algunos retos como es la baja sensibilidad
provocada por la inhibicion debida a algunos sdlidos disueltos en el agua. Las
muestras de agua ambiental normalmente llevan consigo inhibidores como son los
acidos humicos propios de suelos, esto suele ser parcialmente solucionado con
enriquecedores como son el BSA (Bovine Serum Albumine), sin embargo, dicho
enriguecimiento no funciona con las formas quisticas de Cryptosporidium spp y
Giardia intestinalis. Estos inconvenientes hacen que la deteccién de quistes de
Giardia intestinalis y ooquistes de Cryptosporidium spp en muestras ambientales
mediante métodos moleculares, no sea facil [16, 29-31].

No han sido reportadas anteriormente amplificaciones inespecificas de
Giardia intestinalis con los cebadores P241F y P241R en muestras de rios o de
heces; sin embargo, en el estudio donde se us6 por primera ver estos cebadores
para la deteccion de quistes de Giardia en aguas superficiales, no se pudo
amplificar el ADN de B-Giardin en aguas del rio Colorado, con turbidez moderada,
a menos que los quistes fueran previamente separados con el método de

Inmunoflorecencia (IBM) y la muestra de agua tratada con Chelex 100 [67]. Guy et
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al. (2003), en el estudio que realizaron para detectar Giardia intestinalis y
Cryptosporidium parvum en rios de Canad4, afiadieron polivinilpirrolidona y Chelex
100 previo a la extraccion de ADN de las muestras de agua de rios para
neutralizar a los inhibidores de la PCR, sin embargo esto no tuvo tan buenos
resultados en la deteccion de Crytosporidium, puesto que no amplificé el ADN del
parasito en ninguna muestra de rio, aduciendo los autores que hubieron
sustancias inhibidoras en los extractos de ADN de las muestras de aguas o que el
parasito no se encontraba presente en la época de toma de muestra en el rio [42].

El andlisis de las secuencias de ADN de los productos de amplificacion con
los cebadores P241F y P241R, obtenidas por secuenciacion masiva, no permitio
analizar la filogenia de estas secuencias debido a que los OTU generados,
presentaron homologias Unicamente con bacterias ambientales y no con Giardia
intestinalis, lo cual indica que hubo una reaccién cruzada en la amplificacion del
gen B- Giardin. Sin embargo, para un analisis detallado de genes como - Giardin,
se necesita contar un mayor niamero de secuencias que amplien las bases de
datos para dicho gen.

Una de las mayores limitaciones de la secuenciacion masiva es la ausencia
de bases de datos y genomas de referencia para especies no modelo, que
dificultan el andlisis de los datos. Por ejemplo, no se tiene en las bases de datos

las secuencias de eucariotas ambientales no cultivables y por esta razon las
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secuencias de ADN obtenidas con el 18S rRNA fueron relacionadas con la
secuencia conocida y verificada mas cercana. Sin embargo, mediante el analisis
filogenético de las secuencias de ADN obtenidas se pudo esclarecer que las
secuencias que se asemejaban a Cryptosporidium spp eran en realidad falsos
positivos.

La secuenciacién masiva gen 18S rRNA para protozoarios, mostré que la
diversidad del rio Jatunhuiaco es mayor que la del rio San Pedro. Los principales
géneros hallados en el rio Jatunhuiaco (Vorticella, Bromeliophrya, Loxophyllum,
Balantidium, Cephaloidophora, Plasmodiophora y Rhogostoma) indican que la
diversidad de microorganismos de este rio son en su mayoria de vida libre; si bien
el género Balantidium agrupa a la especies parasita Balantidium coli, sin embargo,
en este estudio, no se encontré la presencia de esta especie (Fig. 17). Estos
resultados sugieren que el habitat acuético del rio Jatunhuaico es mejor que el del
rio San Pedro, porque permiten el desarrollo de una mayor diversidad de
microorganismos, en tanto que en el rio San Pedro, la dominancia de apenas dos
géneros (Loxophyllum, Rhogostoma) es un indicativo de una pobre calidad del
agua.

En cuanto a las limitaciones en la investigacion de protozoos patdgenos,
cabe considerar que los cebadores empleados no fueron precisamente los mas

especificos para la deteccién de Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp en
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fuentes de agua.

Ademas, existieron algunas diferencias en la metodologia empleada
comparada con la de otros estudios; por ejemplo, en esa investigacion se filtr6 3L
de agua por cada muestra de rios y 2L de agua del rio San Pedro, estos
volumenes de agua puede parecer insuficientes considerando que en otros
estudios se filtra hasta 10 L de muestras de agua [44, 62, 66]. Sin embargo, la
filtracién de mayores cantidades de agua no fue posible debido al taponamiento de
las membranas con sedimentos, lo cual, probablemente significaria una
recuperacion pobre de quistes y ooquistes de una muestra en caso que la hubiera.

Otro limitante de la metodologia empleada, fue la falta de una purificacién
adecuada de las muestras previa a la extraccion de ADN. Esta condicion
posiblemente perjudico la amplificacion del ADN de los protozoarios investigados,
especialmente en las muestras del rio San Pedro, donde se esperaba su
presencia. Este limitante podria corregirse con el uso de polivinilpirrolidona y

Chelex 100 como lo han reportado otros autores [42, 67].

CONCLUSIONES

Se encontro evidencia de contaminacion fecal en la mayoria de fuentes de

agua analizadas, aunque las cantidades encontradas del indicador fecal E. coli
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estan muy por debajo de los limites permitidos en la normativa ecuatoriana para
agua de consumo humano previo su potabilizacion. Por lo tanto, se concluye, que
los rios analizados tienen una buena calidad microbiologica del agua que los hace
aptos para la captacion.

Los rios manejados por el FONAG tuvieron concentraciones de E. coli
menores que los rios control, principalmente en la zona de investigacion del
Antisana. Esto sugiere que las acciones de control y vigilancia emprendidas por el
FONAG podrian tener un efecto positivo en el mantenimiento de la calidad del
agua de los rios.

El andlisis microbioldgico de la calidad del agua del rio Jatunhuaico indico
gue las concentraciones de E. coli son mayores en el gradiente de elevacién bajo
de este rio, aunque no superan a las concentraciones de E. coli fuera del predio;
por lo tanto, se sospecha que la contaminacién fecal de los rios de esta zona adn
no han sido del todo controlada con las acciones de vigilancia llevadas a cabo por
el FONAG.

Tanto el andlisis de secuenciacion masiva del gen 18S rRNA, como el
analisis de secuencias de ADN obtenidas con el método de Sanger, permitieron
concluir que los cebadores JVAF y JVAR para Cryptosporidium spp no son
especificos porque son capaces de amplificar regiones gendémicas de protistas

ambientales.
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El andlisis de secuenciacion masiva de los productos de amplificacion para
el gen B-Giardin con los cebadores P241F y P241R, permitié concluir que dichos
cebadores son capaces de producir amplificaciones inespecificas por reacciones
cruzadas con bacterias del género Caulobacter.

En conclusién, no se detecto la presencia de Cryptosporidium spp ni de
Giardia intestinalis en los rios de paramo analizados, ni en el rio contaminado San
Pedo. Estos resultados sugieren que los métodos moleculares empleados no son
confiables.

Debido a los resultados no satisfactorios de la investigacion de Giardia
intestinalis y Cryptosporidium spp en aguas de rio, se recomienda una
investigacion de estos protozoarios en las heces de los animales que circundan el
area de este estudio, debido a que la deteccion molecular de estos protozoarios es
mas fiable en heces que en muestras ambientales. Para ello, se sugiere el disefio
o seleccidn de cebadores apropiados para la deteccion de estos patégenos en las

heces.
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Tabla 1. Puntos geograficos de toma de muestras de las fuentes de agua de los predios Antisana,

Mudadero y Cerro Puntas, localizadas en las cuencas Guayllabamba y Napo, en Ecuador.

Predio Sitio Codigo Par | Tipo de Rio | Zona | Lafitud |Longuitud Ele:::)mn
Antisana Rio Totora Chupa An_Pu_lc 1 Control 178 | 803634 | 9945183 3967
Antisana Ria Jatunhuaico An_Ja_Tm 1 Mancjo 17M | 807092 | 9944059 3992
Antisana Acequia del Medio An_Am_2c 2 Control 170 | 813438 | 9939860 4030
Antisana San Agustinjucho An_Sa_2m z Mancjo 17M | 806240 | 9948211 4146
Antisana Queh. Alambrada P.Baja An_Al_3c 3 Control 17M | 813291 | 9940496 4032
Antisana Ric Micahuaico An-Mi-3m 3 Manejo 17M | 811027 | 9941982 3998
Antisana Queh. Alambrada P. Alta An_Al2_4c 4 Control 17M | 814266 | 9941712 4146
Antisana Rio Patugllana An_Pa_4m 4 Manejo 17M | 810984 [ 9943768 4098

Cerro Puntas Rio Aglla Control CP_Ag_1c 1 Control 17M | 809449 | 9983703 3589
Cerro Puntas Rio Aplla Manejado CP Ag 1m 1 Manejo 17M | 809774 [ 9983028 3615
Cerro Punlas Rio Igifiaro Control Cp_lg_1c 2 Control 170 | 810780 | 9984323 3590
Cerro Puntas Rie Igifiaro Manejado CP_lg_1m Z Manejo 170 | 817642 | 9983803 3578
Mudadcro Ric Pita Mu_Pi_1e 1 Control 17M | 790820 | 9931834 2861
Mudadero Rio Mudadero Mu_Mu_Tm 1 Manejo 17M | 793079 | 9930780 387
wudadcro Rio Chan Mu_Cn_2c 2 Control 17M | 789718 | 9933297 3810
Mudadero Rio Carcelén Mu_Ca_2m 2 Manejo 17M | 795733 | 9931345 3988
Mudadcero Rio Chamilco Mu_Ch_3c 3 Control 17M | 790708 | 9932632 3878
Mudadero Quebrada Maucatambo Mu_Ma 3m | 3 Manejo 17M | 795747 | 9924844 3838
Mudadero Quebrada Chigtapamba Mu_Ci_4c 4 Control 17M | 796743 | 9923511 3771
Mudadern Rio Gualpaloma Mu_CGu_4m 4 Manejo 170 | 794300 | 9928996 3953
Cuenca del Jatunhuaico
Antisana Rio Jalunhuaico An_Ja_Tm 1 Intensivo 17M | 807092 | 9944059 3992
Antisana Jatunhuaico Vertedero 1 An V1 o Int | INT Intensivo 1706 | BO7389 [ 9944325 39492
Anlisana Jatunhualco Vertedern 2 An-V2_Inl INT Inlensivo 170 | 807257 | 9945937 4095
Antisana Jatunhuaico Vertedero 3 An_Vi_int | INT Intensivo 1708 | 807239 [ 9946079 4041
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Tabla 2. Cebadores y sondas empleadas para la investigacion de Giardia intestinalis y
Cryptosporidium spp por los métodos moleculares gPCR y PCR anidada.

Primer Forward,

Parésito blc'jlﬁréo Resverse y Secuencias
onda
B-Giardin P241F! | 5'- CAT CCG CGA GGA GGT CAA - 3
Giardia intestinalis B'(ﬁi%rs)i” B-Giardin P241R* | 5- GCA GCC ATG GTG TCG ATC T - 3
Glamb Probe! |5'-6- FAM - AAG TCC GCC GAC AAC ATG TAC CTAACG A -3’
N JVAF?2 5"- ATG ACG GGT AAC GGG GAA T -3
Cryptossgg”d'“m 13%;%':;* IVAR? 5'- CCA ATT ACA AAA CCA AAA AGT CC - 3
JVAP18S Probe? | 5'- VIC - 5’- CGC GCC TGC TGC CTT CCT TAG ATG - 3’
COWP Cry-153 5-GTAGATAATGGAAGAGATTGT G-3'
Cryptosporidium | (®30bP) Cry-93 5-GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG-3'
spp COWP cowpnestF1® | 5-TGTGTTCAATCAGACACAGC-3'
(311 bp) cowpnestR23 | 5-TCTGTATATCCTGGTGGGC-3'

1 Guy et al., 2003 [26].

2 Jothikumar et al., [27].

3 Jae-Ran et al., 2009, [28].
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Tabla 3. Andlisis in-silico (Primer-BLAST) de los cebadores empleados en la deteccion de

Cryptosporidium spp.

Cebador Secuencia (5'->3") Longitud Tm GC% Auto Auto 3’
Complementariedad complementariedad
JVAF ATGACGGGTAACG 19 58.39 52.63 3.00 2.00
GGGAAT
JVAR CCAATTACAAAAC 23 55.15 34.78 4.00 0.00
CAAAAAGTCC

cowpnest TGTGTTCAATCAG

E ACACAGC 20 56.29 45.00 7.00 3.00
cowpnest TCTGTATATCCTG

R GTGGGC 19 55.54 52.63 4.00 2.00

Productos en secuencias objetivo

>XM_661099.1 Cryptosporidium hominis TU502 oocyst EB module wall protein (Chro.60244) partial mMRNA

Longitud del producto = 314
Cebador directo 1 =
AND molde =

502 521

TCTGTATATCCTGGTGGGC 19
815 797

Cebador reverso |1
AND molde

TGTGTTCAATCAGACACAGC 20

>XM_627569.1 Cryptosporidium parvum lowa || CoCOWP1, oocyst wall protein with type | and type I

cysteine-rich repeats (cgd6_2090) mRNA, partial cds
Longitud del producto = 314
Cebador directo 1 =
ADN molde =

520 539

TCTGTATATCCTGGTGGGC 19
833 815

Cebador reverso 1 =
ADN molde =

TGTGTTCAATCAGACACAGC 20



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=67598026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=66475505
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Tabla 4. Andlisis in-silico (Primer-BLAST) de los cebadores empleados en la deteccion de Giardia

intestinalis.

Cebador | Secuencia (5'->3") | Longitud Tm GC% Auto Auto 3’
Complementariedad Complementaried

ad

B-Giardin CATCCGCGAGG 18 59.11 61.11 6.00 0.00

P241F AGGTCAA

B-Giardin GCAGCCATGGT 19 60.15 57.89 6.00 2.00

P241R GTCGATCT

Productos en secuencias objetivo

>XM_001705374.1 Giardia lamblia ATCC 50803 Hypothetical protein (GL50803_32265) mRNA, complete cds

Longitud del producto =
Cebador directo 1

AND molde

Cebador reverso 1

AND molde

75
CATCCGCGAGGAGGTCAA 18
297 i, 280

GCAGCCATGGTGTCGATCT 19
223 241

>XM_001705373.1 Giardia lamblia ATCC 50803 Beta-giardin (GL50803_4812) mRNA, complete cds

Longitud del producto =
Cebador directo 1

AND molde

Reverse primer 1

AND molde

75
CATCCGCGAGGAGGTCAA 18
261 .. 278

GCAGCCATGGTGTCGATCT 19
335 317



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=159110329
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=159110327

Tabla 3. Cuantificacion de E. coli (UFC/50 ml) en las fuentes de agua de los predios: Antisana,

Mudadero y Cerro Puntas, de las cuencas: Guayllabamba y Napo, en Ecuador.

. . . . Concentracioén E. coli (UFC/50 ml
Predio Cdédigo de Muestra Tipo de Rio ( )
Mayo-2014 Agosto-2015
AN-V1-INT 10 4
AN-V2-INT Rio Jatunhuaico 0 0
AN-V3-INT 0
AN-PU-1C 5 32
AN-AM-2C 2
) Rios de control
Antisana AN-AL-3C 26 3
AN-AL2-4C 31 2
AN-JA-1M 5
AN-PA-2M ; ) 2
Rios de manejo
AN-MI-3M 2
AN-SA-4M 1
MU-PI-1C 10 NE
MU-CN-2C 11 NE
Rios de control
MU-CH-3C 6 NE
MU-CI-4C 5 NE
Mudadero
MU-MU-1M 2 NE
MU-GU-2M ) 8 NE
Rios de manejo
MU-CA-3M 0 NE
MU-MA-4M 5 NE
CP-IG-1C 5 4
Rios de control
CP-AG-1C 8 9
Cerro Puntas
CP-IG-1M ) 0 7
Rios de manejo
CP-AG-1M 2 6

68

NE= No evaluado, debido a la prohibiciéon de entrada al predio Mudadero (Parque Nacional
Cotopaxi) por riesgo de erupcién del volcan Cotopaxi.
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Tabla 4. Concentracién de E. coli (UFC/ 50 ml) y su correlacién con pardmetros ambientales de los
rios evaluados en los predios: Antisana, Mudadero y Cerro Puntas.

Fecha de recoleccion Variables Correlacion de Pearson (r) | Valor (p)
Mayo 2014 Ancho del Rio (m) 0,5374 0,0145*
Temperatura (°C) 0,6651 0,0183*
Oxigeno Disuelto (mg/L) -0,536 0,0725
Agosto 2015 Amonio (ug/L) 0,6338 0,0915
Solidos Suspendidos mg/L 0,5713 0,0523

Coliformes (UFC/1ml) 0,9845 < 0,0001*

* Estadisticamente significativo (p < 0,05)
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Tabla 5. Temperaturas de fusion del ADN en un sistema gPCR con cebadores especificos para la
deteccién de Giardia intestinalis en fuentes de agua de predios: Antisana, Mudadero y Cerro

Puntas.
Temperatura | Presenciade N° N°
Caédigo Tipo de Rio de Fusion Giardia quistes/ul | quistes/L
(Tm) (°C) intestinalis de ADN de agua

E - 81.0 positivo 45 -

E-1 - 81.0 positivo 4,5 -
E-2 - 81.0 positivo 0,45 -
E-3 - 81.0 positivo 0,045 -
CRC-SP Rio San Pedro 89.0 negativo 0 0
AN-V1-INT 88.5 negativo 0 0
AN-V2-INT Rio Jatunhuaico 89.0 negativo 0 0
AN-V3-INT 88.0 negativo 0 0
AN-PU-1C 90.5 negativo 0 0
AN-AM-2C Rios control 88.5 negativo 0 0
AN-AL-3C Antisana 89.0 negativo 0 0
AN-AL2-4C 89.0 negativo 0 0
AN-JA-1M 89.0 negativo 0 0
AN-PA-2M Rios manejo 89.0 negativo 0 0
AN-MI-3M Antisana 89.5 negativo 0 0
AN-SA-4M 89.0 negativo 0 0
MU-PI-1C N/A negativo 0 0
MU-CN-2C Rios control 89.0 negativo 0 0
MU-CH-3C Mudadero N/A negativo 0 0
MU-CI-4C 89.0 negativo 0 0
MU-MU-1M N/A negativo 0 0
MU-GU-2M Rios manejo N/A negativo 0 0
MU-CA-3M Mudadero 89.5 negativo 0 0
MU-MA-4M 89.0 negativo 0 0
CP-IG-1C Rios control N/A negativo 0 0
CP-AG-1C Cerro Puntas N/A negativo 0 0
CP-IG-1M Rios manejo N/A negativo 0 0
CP-AG-1M Cerro Puntas 88.0 negativo 0 0

AN: Antisana

MU: Mudadero
CP: Cerro Puntas
N/A: No amplifica
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Tabla 6. Deteccion y cuantificacion por gPCR (TagMan) del niumero de copias del gen B-Giardin y
el nUmero de quistes de Giardia intestinalis en los controles positivos.

Copias
L _ Concentracion ) o Valor del gen N° quistes/pl
Cddigo | Tipo de muestra G. intestinalis
ADN Ct de ADN
(SQ)
E Estandar 10 ng/pl Positivo 28,32 1.000 45
E? Estandar 1 ng/ul Positivo 30,77 0.100 4,5
E? Estandar 0.1 ng/ul Positivo 32,49 0.010 0,45
ES Estandar 0.01 ng/ul Positivo 36,24 0.001 0,045
E“ Estandar 1 pg/ul Positivo 37,52 0,0001 0,0045
CPP | Control de prueba 10 ng/pl Positivo 33,02 0.011 0,47
Control rio :
SP 10 ng/pl Negativo N/A - -

contaminado

E - E: Estandares; diluciones en serie (1:10) del Control Positivo de Giardia intestinalis

CPP: Control de prueba; muestra positiva de Giardia intestinalis

SP: Control de rio contaminado; muestra de ADN de agua del rio San Pedro
Ct: Valor umbral en que comienza la amplificacién logaritmica del ADN de una muestra.

SQ: Cuantificacion de la amplificacién del ADN

NA: No amplifica
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FIGURAS

Cerro Puntas

Antisana

Mudadero

SINAGAP. (20 14). Ministerio d= Agri i3, A yPesca. el Junio de 2014, de magap gob. io himi

Figura 1. Mapa general de todas las zonas de interés del FONAG/EPMAPS (Fuente: Encalada et
al. 2014). Areas delineadas en negro muestran, de norte a sur, las zonas de estudio en: Cerro
Puntas, Antisana y Mudadero.
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Figura 2. Mapas de las zonas de investigacion: A. Antisana y Jatunhuaico. B. Mudadero; C. Cerro
Puntas. Puntos rojos se refieren a los rios control sin intervencion; puntos amarillos se refieren a
los rios manejo donde el FONAG realiza acciones de manejo de rios; y, puntos azules, se refieren
a puntos de muestreo del rio Jatunhuaico ubicados en un gradiente de elevacion.
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Figura 3. Cuantificacion de E. coli (colonias moradas) con la técnica de filtracion en membrana a
partir de muestras de agua de riachuelos. Diferencias en la concentracion de E. coli (UFC/50 ml).

A. Quebrada Iguafaro (Sitio control de Cerro puntas) y B. Quebrada Alambrada Parte Alta (Sitio
Control de Antisana).
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Figura 4. Variacién en la concentracion del indicador fecal (E. coli) por predio: Antisana, Cerro
Puntas y Mudadero; y por tipo de rio: C: Control, M: Manejo. Las barras indican error estandar.
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Figura 5. Concentracion del Indicador fecal (E. coli) y su variacion por tipo de rios C: Control y M:
Manejo. Las barras indican error estandar
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Figura 6. Variacién en la concentracion del indicador E. coli en el rio Jatunhuaico de acuerdo al
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gradiente de elevacion: HIGH: Mayor elevacion, MEDIUM: elevacion media, LOW: Menor elevacion

y por fecha de muestreo: Agosto de 2015 y Mayo de 2014.
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Figura 7. Correlaciones significativas entre la concentraciéon de E. coli (UFC/ 50 ml) y pardmetros
ambientales de los rios en las localidades de Antisana, Mudadero y Cerro Puntas. A= Correlacion
entre E. coli (UFC/50mL) y la temperatura del agua en los rios de Antisana y Cerro Puntas. B=
Correlacién entre E. coli (UFC/50mL) y el Oxigeno disuelto (mg/L) en los rios de Antisana y Cerro
Puntas. C= Correlacion entre E. coli (UFC/50mL) y el indice de calidad de héabitat fluvial (IHF) en
los rios de Antisana y Cerro Puntas. D= Correlacion entre E. coli (UFC/50mL) y la Concentracion
de coliformes totales (UFC/1 mL) en los rios de Antisana.
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M M

74 PB; B-Giardin

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. Amplificacion del gen B Giardin (74 pb) de
Giardia intestinalis por PCR punto final. Marcador de peso de 100 pb (MM); C- = Control Negativo;
C+ = Control Positivo de Prueba; 102+ = Control Positivo; JA= Rio Jatunhuaico; SP= San Pedro.
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Figura 9. Cromatograma de las secuencias obtenidas por el método de Secuenciacién Sanger de

los productos de amplificacién para el gen p-Giardin de Giardia intestinalis en una muestra del rio
San Pedro con los cebadores A= P241F y B= P241.
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Figura 10. Curva estandar de los controles y muestras de ADN de fuentes de agua para la
deteccion de Giardia intestinalis por gPCR.
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Temperature, Celsius

Figura 11. Curva de temperaturas de fusion (Tm) de controles y de ADN de fuentes de agua, para
la deteccion de Giardia intestinalis por gPCR. Se muestran dos picos de Tm: el primero, a menor

temperatura (81°C), del control positivo de Giardia intestinalis, y otro, a mayor temperatura (89°C),
correspondiente a las muestras de ADN de fuentes de agua.

82



83

Amplification

Figura 12. Curva de Amplificacién en escala lineal de controles y de ADN de fuentes de agua, para
la deteccion de Giardia intestinalis por gPCR con sonda TagMan. En verde: Control Positivo de
Giardia intestinalis. En azul de izquierda a derecha: Dilucién 109, diluciéon 101, dilucién 102, dilucion
103, dilucién 10 En naranja: Control de prueba, positivo por ELISA para Giardia intestinalis.
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Figura 13. Cuantificacion del numero de quistes de Giardia intestinalis en los estandares del
control positivo y en el control de prueba positivo, amplificados por g°PCR con sonda TagMan.
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Cryptosporidium hominis haplotype C24A small subunit ribosomal RNA gene partial sequence.

A0 Cryptosporidium parvum isolate MH1 185 ribosomal RNA gene partial sequence.

L Cryptosporidium scrofarum isolate B37 185 ribosomal RNA gene partial sequence.

I Rio Jatunhuaico (Vertedero)

Labyrinthula sp. isalate Laby1802 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence.

Alambrado (Res. Antisana)

Rio Patugllana (Res. Antisana)

0.020

Figura 14. Arbol filogenético (Neighbor Joining, Mega 7) de las secuencias de ADN amplificadas
por PCR de las fuentes de agua: Quebrada Alambrado, rio Jatunhuaico y rio Patugllana; y,
secuencias obtenidas del GenBank.
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COWP; 311 PB

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. a) Ensayo de pre-anidacion, para la
amplificacion de un segmento del gen COWP (550 pb) y b) Ensayo de anidacion, para la
amplificacion de un segmento del gen COWP (311 pb) de Cryptosporidium spp, por PCR anidada.
Marcador de peso de 100 pb (MM); Control Negativo (C-); Control Positivo (C+); Control de prueba
(94+); Rio Jatunhuaico (JA); Rio San Pedro (SP).



Géneros

jatunhuaico

rio san pedro
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B [oxophyllum B rhogostoma M vorticella B bromeliophrya B colpidium
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phialina B sphaerothecum M arcuospathidium

Figura 16. Diversidad y frecuencia de OTUs de los rios Jatunhuaico y San Pedro agrupados por
taxdn Género, basado en el porcentaje de identidad (97%) a secuencias de referencia de NCBI.
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Figura 17. Diversidad y frecuencia de OTUs de los rios Jatunhuaico y San Pedro agrupados por

taxén Especies, basado en el porcentaje de identidad (97%) a secuencias de referencia de NCBI.
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— OTU 254 rio Jatunhuyco)
21

Eucariote no cultivado

OTU 322 (Rio San Pedro)

Eucariote no cultivado

[ Cryptosporidium andersoni

99’
Cryptosporidium sp.

050

Figura 18. Arbol filogenético (Neighbor Joining, Mega 7) de las secuencias de ADN de las fuentes
de agua: rio Jatunhuaico y rio San Pedro obtenidas por secuenciacion masiva del gen 18S rRNA
en la plataforma de secuenciacién MiSeq (ILLUMINA), y secuencias de Cryptosporidium spp
obtenidas del GenBank. EIl nimero en el nodo indica el valor de bootstrap.



