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RESUMEN

El agua es un recurso natural imprescindible para la vida, desarrollo humano y
conservacion de la biodiversidad. En el Ecuador, el 83 por ciento de la poblacion tiene
acceso a agua potable, y en zonas rurales Unicamente el 53,9 por ciento. Por la
dificultad de obtener este recurso, gran parte de esta poblacion opta por agua de rios
para actividades domesticas, desencadenando enfermedades gastrointestinales. En este
contexto, las aguas del rio Cutuchi son usadas en actividades agricolas, sin embargo,
han presentado niveles preocupantes de polucién por la descarga de aguas domésticas
e industriales sin tratar. De tal forma que, el presente estudio se baso en el monitoreo
de las comunidades microbianas del rio Cutuchi utilizando metabarcoding 16S rRNA
e indicadores microbianos tradicionales. La linea de investigacion corresponde a
Microbiologia y Biotecnologia. Los resultados obtenidos evidenciaron que, en seis de
los siete puntos muestreados las densidades fueron superiores a 4 log10 UFC-100 mL
a la - 1 para coliformes totales, E. coli y colifagos somaticos. Se detectd una alta
concentracion de indicadores fecales resistentes a tetraciclina y ceftriaxona.
Metabarcoding 16S rRNA clasificé la abundancia microbiana en 9 filos y 36 especies
bacterianas principales. Los valores obtenidos detallan la presencia de bacterias fecales
propias del tracto gastrointestinal de los humanos y animales, revelando una
degradacion en la calidad del agua del rio Cutuchi. Este estudio podria utilizarse como
linea base para la evaluacion de la eficiencia de las plantas de tratamiento, desde un
punto de vista de poblaciones microbianas en aguas impactadas por descargas

residuales.

Palabras clave: metabarcoding 16S rRNA, conteo en placa, indicadores fecales, rio

Cutuchi, aguas residuales, gestion ambiental y contaminacién ambiental.
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ABSTRACT

Water is an essential natural resource for life, human development and biodiversity
conservation. In Ecuador, 83 percent of the population has access to drinking water,
and in rural areas only 53.9 percent. Due to the difficulty of obtaining this resource, a
large part of this population opts for river water for domestic activities, triggering
gastrointestinal diseases. In this context, Cutuchi river are used in agricultural
activities, however, they have presented worrying levels of pollution due to the
discharge of untreated domestic and industrial water. In such a way that, the present
study was based on the monitoring of the microbial communities of the Cutuchi river
using 16S rRNA metabarcoding and traditional microbial indicators. The research line
corresponds to Microbiology and Biotechnology. The results obtained showed that, in
six of the seven points sampled, the densities were higher than 4 log10 CFU-100 mL
at -1 for total coliforms, E. coli and somatic coliphages. A high concentration of fecal
indicators resistant to tetracycline and ceftriaxone was detected. Metabarcoding 16S
rRNA classified the microbial abundance into 9 phyla and 36 major bacterial species.
The values obtained detail the presence of fecal bacteria typical of the gastrointestinal
tract of humans and animals, revealing a degradation in the water quality of the
Cutuchi river. This study could be used as a baseline for the evaluation of the efficiency
of the treatment plants, from the point of view of microbial populations in waters

impacted by residual discharges.

Key words: metabarcoding 16S rRNA, plate count, fecal indicators, Cutuchi river,

wastewater.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Generalidades

El agua es un recurso natural imprescindible para la vida, el desarrollo humano y
conservacion de la biodiversidad del planeta. Pese a que un alto porcentaje (69%) de
agua dulce se concentra en los polos norte y sur, un considerable 30% se ubica en
acuiferos profundos, solo un 1% recorre las cuencas hidrograficas del mundo, siendo
este porcentaje de consumo humano y animal (Reid et al., 2019). Como respuesta a la
importancia de estos afluentes, en el afio 2000, lideres de 189 paises firmaron la
Declaracion del Milenio, documento que compila 8 Objetivos de Desarrollo del
Milenio (ODM) cuantificables; entre los cuales, destaca el garantizar la sostenibilidad
del medio ambiente (ONU, 2018). No obstante, para el 2015, el progreso cumplido
con los ODM fue sustancial, pero con logros desiguales en ciertos objetivos,
provocando que para el 2016, se sustituyan por la Agenda 2030 para el Desarrollo
Sostenible, teniendo a su favor el apoyo de 193 Estados (PNUMA, 2022). Dentro de
esta agenda, se establecen 17 objetivos, de los cuales 8 se relacionan con la calidad del
agua, sin embargo, el objetivo 6 “Agua Limpia y Saneamiento” se enfoca en alcanzar

recursos hidricos libres de impurezas, disponibilidad y saneamiento (ONU, 2021).

El aseguramiento de la calidad del agua es uno de los grandes retos que la sociedad
debe enfrentar en el siglo XXI, debido a que, la contaminacién de afluentes atenta
contra la salud humana, limita la produccion de alimentos, impacta en el equilibrio de
los ecosistemas y obstaculiza el crecimiento economico (UNESCO, 2022). La

degradacion de la calidad del agua se traduce directamente en problemas ambientales,
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sociales y econdmicos, ocasionando que la disponibilidad de los escasos recursos
hidricos del mundo sea cada vez méas limitada por el empeoramiento de la
contaminacion de los cuerpos de agua dulce causada por el desecho de aguas residuales
sin tratar o sistemas de tratamiento (PTAR) insuficientes (ONU, 2021). Ademas,
existen contaminantes emergentes, como productos de cuidado personal y
farmacéuticos, pesticidas, quimicos industriales y el cambio climatico, los cuales
representan un nuevo desafio para la calidad del agua, con impactos a largo plazo ain

desconocidos en la salud humana y los ecosistemas (WWF, 2022).

Reportes publicados por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), el Fondo de
las Naciones Unidas para la infancia (UNICEF) y la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Educacion, la Cienciay la Cultura (UNESCO) evidencian que alrededor
de 2.400 millones de personas no cuentan con ninguln tipo de servicio higiénico basico,
ocasionando que esta falta de saneamiento sea una de las formas de mayor incidencia
en la contaminacion del agua (ONU, 2021); causando que, alrededor del 90% de las
aguas residuales en paises subdesarrollados sean decantadas de forma directa sin un
tratamiento previo en rios, lagos, acuiferos y aguas costeras (UNESCO, 2022). Lo
anterior mencionado provoca la diseminacion potencial de numerosas enfermedades
altamente letales, dado que, alrededor del mundo aproximadamente 2.000 millones de

personas consuman agua contaminada con materia fecal (ONU, 2022).

Por otro lado, a nivel mundial la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) registra
que el 24 % de la carga de morbilidad y el 23 % de todas las defunciones son atribuidas
a factores ambientales (OPS, 2022); y dentro de estos, el consumo de agua
contaminada por desechos humanos, animales y quimicos o por saneamiento
insuficiente es el causante de 842.000 muertes al afio, siendo representado por un 35
% correspondiente a muertes de nifios menores a 5 afios de edad afectados por
infeccion gastrointestinales y el porcentaje restante a jovenes, adultos y adultos
mayores (OMS, 2022). A nivel regional, América Latina, representa el 8 % de la
poblacién total del mundo y alberga alrededor del 30 % de las fuentes de agua dulce,
sin embargo, de este porcentaje, al menos el 40 % del agua para consumo y uso
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humano queda sin tratar (WWF, 2022). Por lo que, la baja calidad de los recursos
hidricos ha generado una crisis sanitaria y ambiental en las dltimas décadas,
provocando alrededor de 100.000 descensos, donde, 1 de cada 5 nifios mueren por
afecciones asociadas a consumo de este recurso (Yassi et al., 2002). En este contexto,
entre los paises con niveles de contaminacion hidrica mas preocupantes, se encuentran:

Colombia, México, Brasil, Pert, Argentina y Ecuador (Banco Mundial, 2015).

En el Ecuador, los recursos hidricos son factores determinantes para el desarrollo
sostenible; sin embargo, en las ultimas décadas, se ha evidenciado su contaminacion
con microorganismos potencialmente patdgenos para la salud humana y animal
(Boretti & Rosa, 2019). En el pais, solo el 83 % de la poblacién tiene acceso a agua
potable (INEC, 2017); aunque, esta no cumpla con los estandares para ser considerada
agua de consumo humano. En las regiones rurales, Unicamente el 53,9 % de la
poblacion tiene acceso a este recurso. No obstante, por la dificultad para obtener agua
bebible, gran parte de esta poblacién opta por usar agua de rios para diferentes
actividades domésticas, lo que en el 2015 desencadend que alrededor de 28,787
personas llegasen a padecer diarreas y gastroenteritis de origen infeccioso (Vinueza
et al., 2021).

Entre los rios con mayor contaminacion a nivel nacional se encuentran: Guayas,
Machangara, Guayllabamba, Zamora y Esmeraldas; segun estudios fisicoquimicos y
bacterianos (Vinueza et al., 2021). Mientras que, rios como el Napo y Cutuchi a pesar
de no poseer los mismos niveles de contaminacion que los anteriores han mostrado
niveles preocupantes de polucion en sus afluentes (Zapata et al., 2021). La cuenca del
rio Cutuchi se extiende sobre el valle Interandino al norte del volcan Cotopaxi y sus
vertientes fluyen a través de las provincias Cotopaxi y Tungurahua; siendo empleadas,
como agua de riego en los cultivos de esas zonas, las cuales abastecen de alimento a
las principales ciudades del Ecuador (Calero-Céaceres, Tadesse, et al., 2022). A pesar
del papel que desempefian las aguas del rio Cutuchi en las actividades agricolas del
pais, estas reciben descargas domésticas e industriales sin tratar, las cuales rondan los
30.000 m?dia, representando un 3,6 % de su caudal promedio del rio (Calero-
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Céceres, Tadesse, et al., 2022). De esta problematica se destaca el hecho de que este
afluente recibe al menos 1,8 toneladas de basura por dia y las aguas residuales de 88
empresas relacionadas con agricultura (57 %), industrias (16 %), petréleo (23 %) y
otras actividades (4 %) (GAD Latacunga, 2014).

1.1.2. Indicadores de contaminacion fecal en agua

Desde el punto de vista de salud humana, la gestion de los recursos hidricos es la
herramienta comdnmente usada para el control de la calidad y evaluacion del nivel de
contaminacion fecal del agua, siendo esta, una de las principales fuentes de
contaminacion, la cual se origina por el desecho de residuos fecales humanos y
animales (Devane et al., 2022). Estos restos son portadores de una alta carga
microbiana y virica; y su variacion es estimada mediante la aplicacion de ciertos

parametros fisicos, quimicos y biolégicos (Hurst et al., 2022).

Dentro de los parametros bioldgicos, la deteccion y cuantificacién de la carga
microbiana se realiza mediante métodos de cultivo en placa, para lo que, se emplea
microorganismos indicadores como Coliformes, E. coli, aerobios totales y

bacteriéfagos (Hussain, 2019).

1.1.2.1. Coliformes

Los Coliformes conforman un grupo de bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, que incluye a todos los bacilos anaerobios facultativos
gramnegativos no formadoras de esporas con forma de baston, los cuales fermentan
lactosa con produccion de gas en una temperatura de incubacion de 35°C a 37°C
(Santo Domingo et al., 2019); abarcando bacterias pertenecientes a géneros de
Escherichia Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter (Srikullabutr et al., 2021). A
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pesar de que los coliformes no sean responsables de enfermedades cronicas, estos
microorganismos estan presentes en diferentes ambientes como en la vegetacion,
suelo, aguay en el tracto intestinal de animales de sangre caliente y humanos (Nappier
et al., 2020), siendo utilizados como indicadores para la deteccion de contaminantes
medioambientales en industrias alimentarias o en recursos hidricos (Bridle et al.,
2021).

Dentro del grupo Coliforme se identifican tres diferentes grupos de bacterias,
coliformes totales, coliformes fecales termotolerantes y Escherichia coli (Khan &
Gupta, 2020). Los Coliformes totales son usados como un indicador general de las
condiciones sanitarias de una muestra, ya que por su ubicuidad en el medio ambiente
no se puede emplear como indicador fecal, es asi que son aplicadas para la evaluacion
de la calidad de agua potable o subterranea (Hartinger et al., 2021). Mientras que, los
coliformes fecales (termotolerantes) son un subgrupo de los coliformes con la
capacidad de crecer a 44,5°C por 24 h y habitar en las heces humanas y animales;
constituyéndose de forma particular por Klebsiella spp. y E. coli, siendo esta la bacteria
la mas abundante en los excrementos (An et al., 2020).

Figura 1
Clasificacién de los Coliformes Totales

Coliformes totales
Coliformes totales
= Contaminacién ambiental

Coliformes fecales
Coliformes fecales + E. coli
= Contaminacion fecal

Escherichia coli
= Contaminacion fecal

Adaptado de Niyoyitungiye et al. (2020)
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En el Ecuador, el Texto Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio del
Ambiente (TULSMA) detalla los criterios de calidad aceptables para la conservacion
de vida acuética en aguas dulces frias o calientes, asi como aguas marinas y estuarios.
En el libro V1, Anexo 1, Tabla 3 se visualiza el limite maximo permisible de
coliformes fecales de 200 NMP/100 mL y coliformes totales 2000 NMP/100 mL
(Tabla 1) (TULSMA, 2017). A nivel internacional, los entes reguladores pueden ser
mas estrictos en niveles maximos permisibles de contaminantes bacterianos como en
el caso de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) que solo
permite 400 NMP/100 mL de coliformes totales, siendo una quinta parte de lo tolerado
en la regulacién ecuatoriana; de igual forma la Agencia Europea de Medio Ambiente
(EEA), traduciendo la concentracion de coliformes totales a la mitad en comparacion
de la norma ecuatoriana. Esto permite visualizar la exigencia de altos estdndares de
calidad del agua en paises externos mientras que en Latinoamérica y Ecuador las
débiles regulaciones no han permitido disminuir los niveles de contaminacién a
indicadores aceptables (EEA, 2016; EPA, 2022).

Tabla 1
Criterio de evaluacion de la calidad de aguas dulces frias o calientes
Limite Mé&ximo Permisible (UFC/100 mL)

Coliformes Fecales Coliformes Totales
TULSMA 200 2000
EPA 200 400
EEA 100 500

Adaptado de EEA (2016); EPA (2022); TULSMA, (2017)

1.1.2.2. Escherichia coli

E. coli forma parte de las bacterias termotolerantes de los coliformes, pero se
diferencia de este grupo por la produccion de la enzima a B-glucuronidasa (Bridle et

al., 2021). Forma parte de la microbiota gastrointestinal y heces de los humanos y
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animales de sangre caliente (Mellahi et al., 2021). A pesar de que la mayoria de las
cepas de E. coli no son consideradas como patdgenas, cuando se ingieren, pueden
causar infecciones en el tracto estomacal del huésped inmunocomprometido,

produciendo sintomas como nauseas, vomito, diarrea y fiebre (Price et al., 2017).

Ademas, E. coli es empleada como una herramienta para el monitoreo de la calidad
del agua y el nivel de contaminacién fecal en cualquier muestra medio ambiental
(Dagher et al., 2021), y por su facilidad de cultivo en el laboratorio la mayoria de los
paises han adoptado el uso de esta bacteria y de coliformes termotolerantes para
evaluar la presencia de microrganismos potencialmente patdgenos en alimentos y

recursos hidricos (Calderon et al., 2022).

1.1.2.3. Aerobios totales (heterotrofos aerobios mesofilicos totales)

Los microorganismos heterdtrofos aerobios meséfilos se definen como aquellos que
utilizan nutrientes organicos como fuente de carbono y energia, tienen la capacidad de
desarrollarse en presencia de oxigeno, el cual pueden utilizar estricta o
facultativamente en sus procesos metabolicos para la obtencion de energia, asi como
de crecer en un rango de temperaturas entre 20°C y 45 °C (Silva et al., 2019). Sin
embargo, es necesario considerar que solo una pequefia fraccion (menos del 1 %) de
las bacterias en entornos acuéaticos puede medirse mediante métodos dependientes del
cultivo; una gran proporcion de bacterias se encuentran en un estado viable pero no
cultivable (VBNC) (Lin et al., 2020). Entre los géneros de bacterias que cumplen con
esta caracteristica se encuentran una gran cantidad de microorganismos Gram
positivos y negativos, entre los que destacan las siguientes especies: Bacillus,
Pseudomonas, Staphylococcus y algunas especies de Enterobacterias (Salazar-
Llorente et al., 2021).
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La identificacion de microorganismos aerobios totales en aguas residuales funciona
como un indicador de la calidad de conservacion del afluente como también de la
eficiencia del sistema de tratamiento enfocado en la eliminacién de bacterias o para
considerar la potabilidad del agua (Oliver et al., 2021; Wang et al., 2015), esto debido
a que este andlisis permite la estimacion de la cantidad de microorganismos totales
existente en una muestra. Sin embargo, su presencia no debe ser considerada
necesariamente como motivo de preocupacion por la presencia de agentes microbianos
patdgenos, debido a que para asegurar esto ultimo es indispensable la aplicacion de

ensayos complementarios de deteccion especifica (Mellahi et al., 2021).

1.1.3. Bacteriofagos como indicadores virales de contaminacion fecal

Los microorganismos indicadores clasicos para el monitoreo continuo de los recursos
hidricos son los coliformes fecales y E.coli (Holcomb & Stewart, 2020). Sin embargo,
en las Gltimas décadas, los bacteriéfagos han sido sugeridos como indicadores
potenciales de virus entéricos y muchos estudios han demostrados su potencial
(Toribio-Avedillo et al.,, 2021). Los fagos comparten algunas caracteristicas
estructurales con los virus entéricos, reflejado de mejor manera el comportamiento y
la resistencia al proceso de tratamiento de los virus que los indicadores bacterianos
(Kapoor et al., 2021; Momba et al., 2019). Otra caracteristica valiosa de estos virus
es su sencilla'y econémica técnica de deteccion, la cual produce resultados 6ptimos en
un periodo de tiempo relativamente corto; ademas los fagos no constituyen un riesgo

para la salud de los operadores (Martin-Diaz et al., 2020).

Los bacteriéfagos son virus de organismos procariotas que pueden ser encontrados en
casi todos los lugares donde existan bacterias, siendo asi los de mayor abundancia a
nivel global (Dion et al., 2020). Estos virus pueden afectar a un amplio rango de
bacterias 0 a su vez ser muy especifico, estas variaciones estan dadas por los diferentes
receptores expresados en la superficie celular del huésped, los cuales pueden ser
proteinas de la membrana celular, lipopolisacéridos, acidos teicoicos, flagelos o pili
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(Wan et al.,, 2021). Existen tres grupos de bacteridfagos; colifagos somaticos,
bacteriofagos F-especificos y bacteriéfagos que infecta a Bacteroides (Dennehy &
Abedon, 2021).

Los colifagos somaticos habitan de forma usual en aguas residuales humanas e infectan
de forma particular a E. coli y a otras bacterias coliformes del tracto gastrointestinal a
través de su pared celular (Elbahnasawy et al., 2021). La unién e infeccion mediante
el receptor ubicado en la superficie externa de la célula de E. coli confieren el nombre
de “colifagos somaticos”. Los bacteriofagos F-especificos se destacan por la unién e
infeccion al huésped bacteriano a través del pili (Toribio-Avedillo et al., 2019). El
pili un tipo de apéndice presente en la superficie de las cepas masculinas bacterianas,
mientras que, el factor F es una secuencia de ADN o plasmido que confiere a la bacteria
la capacidad de producir un pili sexual empleada para la conjugacion con otras
bacterias (Hyman & Abedon, 2012).

Figura 2

Vias de infeccion de los colifagos somaticos y bacteriéfagos F-especificos

F-ADN

Colifagos somaticos
Infecta al hospedador a través
de receptores en la pared celular.

; 4

F- Hospedador

(Con o sin F pili)

(Dos familias)—— F* ADN

Bacteri6fagos F-especificos
F* ARN Infecta al hospedador a través de
® receptores F pili.
F* Hospedador
(Con F pili)

Adaptado de Jofre et al. (2011)
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Los colifagos somaticos son aisladas de las heces de los humanos y animales,
exhibiendo concentraciones entre 10?2 y 108 PFU/g (Pascual-Benito et al., 2022);
mientras que, en aguas residuales 10° - 107 PFU/mL. En este tipo de afluentes,
mediante el correcto tratamiento de agua, se inactivan los fagos somaticos, sin
embargo, se ha reportado la presencia de ciertos virones presentes en este tipo de aguas
(Tabla 2) (Blanch et al., 2020).

Tabla 2

Concentracion de bacteriofagos en diferentes muestras fecales y aguas residuales

Bacteriofagos de

Somaticos F-especifico _
Muestra Bacteroides
(UFP/g) (UFP/mL)
(UFP/g 0 100 mL)
Material Humano <1-7,3x10° <l1-1x10*
) <1-1x10*
fecal Animal <1-1x108 <1-1,2x108
Sin
) 103- 107 10%- 106 10%- 10°
Agua tratamiento
residual Con
10%- 10° 10%- 104 5 x10%- 104

tratamiento

Adaptado de Jebri et al. (2017)

1.1.4. Metagendémica

La metagendmica se basa en el estudio de los genomas de una poblacién de
microorganismos tomada directamente del ambiente, la cual no necesita ser aislada o
cultivada mediante técnicas de cultivo, dando lugar al descubrimiento de una
desconocida diversidad microbiana en suelos, aguas, muestras intestinales de
invertebrados y vertebrados (Chu et al., 2018); y con ello a la creacion de librerias de
datos que puedes ser utilizados en referencia a las aproximaciones funcionales o por
sus secuencias de ADN (G. Chen et al., 2022).
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1.1.4.1. Metabarcoding de ADN

Para el analisis de comunidades microbianas se emplean técnicas metagenomicas,
clasificandose en dos; amplicon dirigido, el cual se enfoca en uno o varios genes
marcadores que exponen la composicion y diversidad del microbiota (metabarcoding
de ADN); y la metagendmica shotgun (Salleh et al., 2022). Metabarcoding de ADN se
basa en la amplificacion por PCR de genes marcadores taxonémicos, conocidos como
cddigos de barras de ADN, que poseen una longitud entre 100 a 600 pb (Francioli et
al., 2021); ademas, son lo suficientemente variables para la identificacién taxondémica
profunda, y a la vez, estén flanqueados por regiones conservadas para cubrir la gama
de taxones, por lo que, la combinacion de la secuenciacién de alto rendimiento (HTS)

con codigo de barras se conoce como “DNA metabarcode” (Bukin et al., 2019).

La longitud relativamente pequefia de los marcadores no siempre permite la
identificacion a nivel de especie, de modo que, se usan enfoques alternativos como la
metagenomica unicelular o el aislamiento mediante cultivo, para asi discriminar las
especies microbianas (Balzan et al., 2020). A pesar de esta condicion, metabarcoding
de ADN se ha considerado como un método rentable, repetible y eficaz para evaluar la
biodiversidad de las comunidades microbianas, asi como su abundancia en el
medioambiente (Haidiu et al., 2022). Los elementos que han sido empleados como
genes marcadores son las subunidades de proteina ribosémica, subunidades ARN
polimerasa y los factores de elongacion. Por consecuencia, se efectda la secuenciacion
filogénica de los amplicones dirigidos, para bacteria y Archaea se utiliza la subunidad
ribosomal 16S rRNA; mientras que, para eucariotas el 18S rRNA, y hongos las regiones

espaciador transcrito ribosomal (ITS) (Francioli et al., 2021).

El gen ribosomal 16S rRNA se encuentra en todos los organismos y esta constituido
por nueve regiones hipervariables flanqueadas por regiones conservadas; siendo estas

especificas a nivel de género y especie (Bukin et al., 2019). Por lo que, es considerado
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como un 6ptimo marcador molecular en la identificacion a nivel de especie de las

poblaciones microbianas presentes en diferentes muestras (Salleh et al., 2022).

Figura 3

Regiones variables y conservadas del ARN Ribosomal 16S

ARN Ribosomal 16S

Region Variable

Region Conservada

Y 1,500 pb

Asignacidn Taxondmica Microbiana

Vi V2 V3 V4 L] V& V7 Ve Vo

Adaptado de Park et al. (2021)

Para estudios de los microorganismos del tracto gastrointestinal se han cubiertos
regiones como V1, V2,V3,V4,V8 V9, V1-V3,V3-V4, V4-V5, V6-V7 del 16S rRNA;
sin embargo, las regiones V1-V3y V1-V4 se realizan en bacterias (Zemb et al., 2020).
Las regiones V3-V4 muestran dos ventajas en la asignacion taxonomica microbiana,
exponen una mayor heterogeneidad de nucledtidos, lo que permite obtener una mayor
resolucion para diferenciar entre especies microbianas debido a su gran variabilidad
(Onywera & Meiring, 2020); ademas de que poseen un gran nimero de secuencias
referentes a las regiones hipervariables en la base de datos, simplificando la asignacion

taxonomica (Bukin et al., 2019).
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1.1.4.2. Técnica de secuenciacion Illumina

Para metabarcoding ADN se ha empleado secuenciacion de proxima generacion, de la
cual se destaca Illumina por el impacto que ha generado en la ecologia microbiana,
abarcando hasta el 90% de los datos generados a nivel global, gracias a su nivel de
precision y rendimiento en comparacion con otras técnicas como la pirosecuenciacion
454 y su bajo costo de aplicacion (Ma et al., 2015; Nelson et al., 2014; Valentini et
al., 2016). lllumina se basa en la preparacion de librerias, generacion de clusteres,
secuenciacion mediante nucleo6tidos marcados con fluoréforos y el analisis de las
secuencias generadas (reads), lo cual ha ayudado en la evaluaciéon de comunidades
microbianas, dado que se genera una correlacion entre microorganismos con los
diferentes factores ambientales; cuando se trabaja con muestras de aguas (Francioli et
al., 2021; Yan et al., 2021).
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1.2. Objetivos

1.2.1.

Objetivo General

Monitorear las comunidades microbianas de la cuenca del rio Cutuchi utilizando

metabarcoding 16S rRNA e indicadores microbianos tradicionales.

1.2.2.

Objetivos Especificos

Cuantificar indicadores microbioldgicos de contaminacion fecal tradicionales
por técnicas basadas en cultivo.

Analizar las secuencias de metabarcoding 16S rRNA utilizando herramientas
bioinformaticas.

Contrastar los niveles de contaminacion bioldgica por técnicas basadas en
cultivo y las abundancias de los taxones microbianos detectadas por

metabarcoding.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1. Materiales

Tabla 3

Equipos de Laboratorio empleados

EQUIPOS

CANTIDAD

Balanza analitica
Autoclave

Cabina de flujo Laminar Bioseguridad 2
Estufa +5°C — 120°C
Nevera (4°C)
Mechero Bunsen
Congelador (-20°C)
Ultracongeladora
Incubadora

Vortex

Bafo Maria
Microcentrifuga
Potenciometro
Microondas
Turbidimetro

Bomba al vacio

Sistema de filtracion

1

N I e N T = e e = T o T = VN == SENR L S
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Tabla 4

Materiales de laboratorio empleados

MATERIALES CANTIDAD
Espatula 1
Frascos de tapa azul 8
Vaso de precipitacion de 500 mL 3
Juego de micropipetas 1
Gradilla 1
Puntas de micropipetas 1
Tubos de microcentrifuga 500
Cajas mono Petri desechables 3000
Asa de inoculacion 3
Asa de Digralsky 50
Tubos de ensayo con tapa 50
Viales de cropreservacion 250
Pipetas 10 mL 5
Probeta 1000 mL 1
Pera de succion 2
Filtro Syringe Filters de 0,22 um 100
Jeringuillas 100
Bandas pH 100
Termémetro 1
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Tabla s

Reactivos de laboratorio empleados

REACTIVOS CANTIDAD
Agar Plate Count 500 g
Agar Chromocult 500 g
Agar Mac Conkey 500 g
Caldo Luria Bertani 500 g
Ceftriaxona y tetraciclina 19
Peptona 500 g
Extracto de levadura 500 g
Cloruro Sédico 300 ¢
Extracto de carne 500 g
Buffer fosfato salino (PBS) 500 g
Carbonato Sodico 500 g
Cloruro de Magnesio 500 g
Cloruro de Calcio 500g
Agar-Agar 500 ¢
Agua bidestilada 5L
Glicerol 1L
Agua destilada estéril 5L
Etanol al 96% 3L
Alcohol al 70% 5L
Enzima proteinasa K 10 mL
QlAamp DNA Blood mini kit 1 unidad
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Tabla 6

Insumos y materiales de escritorio empleados

INSUMOS Y MATERIALES CANTIDAD
Termo para transporte 1
Rotulador 1
Fundas Ziploc 25
Cofias 1
Frascos de orina 100

Guantes

Mascarillas KN95

Cinta testigo de esterilizacion
Papel aluminio

Cinta para etiquetar

Jabédn liquido para platos
Jabédn liquido

Gel antibacterial
Encendedor

Cloro

Hojas de papel bond A4
Curitas para cerrar heridas
Computadora

Impresora

Esferos

Cuaderno cosido

Regla

Ficha de muestras

Camara fotografica

3 cajas x 50 unidades

3 cajas x 50 unidades

1 rollo
1 rollos
1 rollo
1
1

1 frasco

1 galdn
500
1 caja
1
1
3 unidades
1
1
40
1
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2.2. Métodos

2.2.1. Muestreo y transporte

Para la recoleccion de muestras se realizaron segun el protocolo detallado por la
Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2226:2013 (INEN, 2013). Se utiliz6 un recipiente

de polietileno de alta densidad (balde), el cual fue sujetado con una cuerda e

introducido en el rio a una profundidad entre 10 — 20 cm desde la superficie. Se

recolectd un volumen aproximado de 1000 mL en intervalos de 10 min y se transfirio

a envases de analisis estériles. Para cada punto de muestreo (Tabla 7) se registraron

observaciones como pH, temperatura de la muestra y del ambiente. Los envases con

las muestras se guardaron en bolsas ziploc y estds a su vez en una caja isotérmica,

manteniendo una temperatura de 4°C hasta llegar al laboratorio.

Tabla 7
Codificacion y distribucion de los puntos de recoleccion
Ubicacion
NUmero o Codificacion Localidad Canton Provincia
Geografica
0°36'12.0"S ) Parque Nacional )
Cotopaxi ) Latacunga Cotopaxi
78°24'29.6"W Cotopaxi
0°47'31.0"S ) )
2 Lasso Parroquia Lasso Latacunga Cotopaxi
78°36'48.1"W
0°53'23.5"S Centro de ]
Latacunga 1 L . Latacunga Cotopaxi
78°37'35.0"W Rehabilitacion Social
0°56'34.9"S Parroquia Eloy .
Latacunga 2 Latacunga Cotopaxi
78°36'53.4"W Alfaro
1°02'42.3"S Barrio Augusto .
Salcedo Salcedo Cotopaxi
78°35'49.2"W Davalos
1°06'01.8"S ] ]
Las Vifias Puente San Vicente Ambato Tungurahua
78°36'58.1"W
1°20'46.1"S
Patate Caserio la Merced Patate Tungurahua
78°30'08.1"W

Fuente: Autoria propia
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Figura 4

Ubicacién geograéfica de los puntos de recoleccion estudiados
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Fuente: Autoria propia

Nota: El ler. lugar esta localizado en el volcan Cotopaxi y es caracterizado por aguas
limpias. El 2do. lugar se ubica en Lasso, cerca de Novacero. El 3ro se encuentra en la
zona inicia de la ciudad de Latacunga con alta influencia de ciudadanos. El 4to. se
halla en la zona cercana al Hospital IEES. El 5to. se centra en Salcedo, cercano a un
camal de la ciudad. El 6to. se localiza en las Vifias, entre los cantones de Ambato y

Pillaro. EI 7mo. se halla entre el cantdn Patate y Barfios, zona terminal del rio Cutuchi.

2.2.2. Filtracién

Las muestras liquidas fueron prefiltradas mediante filtros de 45 um de didmetro de
poro, recuperando asi la biomasa microbiana. El volumen a filtrar dependi6 de la
densidad de las particulas presentes en el agua, cuyo rango vario entre 100 mL a 1000
mL. El filtré fue resuspendido en caldo LB y concentrado hasta un volumen de 500

ML para la posterior extraccion de DNA (Calero-Caceres et al., 2017).
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2.2.3. Protocolo de Extraccién de ADN

Para la extraccion del ADN bacteriana de muestras liquidas se emple6 el protocolo del
kit comercial ZymoBIOMICS DNA kit a base de columnas para muestras de agua
(ZymoBIOMICS, 2022).

2.2.4. Metabarcoding 16S rRNA

El servicio de amplificacion, preparacion de librerias, y secuenciacion se contraté a la
empresa Biosequence, y se baso en el flujograma propuesto por la empresa Illumina
(Mlumina, 2017). Se baso en la amplificacién de la region V3-V4 del rRNA 16S (420
pb) con una profundidad de 20.000 x. Las secuencias crudas fueron depositadas en un

Bioproject de la base de datos del NCBI para su posterior analisis.

2.2.5. Andlisis bioinformatico

El andlisis de las secuencias se efectu6 mediante el paquete Mothur 1.48.0, siguiendo
el protocolo para secuencias generadas por la plataforma MiSeq (Kozich et al., 2013).
Los diferentes archivos fastq obtenidos fueron ensamblados en contigs y filtrados
mediante comandos Mothur con el objetivo de eliminar contigs que contengan errores
de secuenciacion, asi como quimeras. En el caso de lecturas que no se lograron

ensamblar los extremos, fueron eliminados en analisis posteriores (Sible et al., 2015).

Posterior a esto, las lecturas filtradas fueron comparadas con una copia de la base de
datos SILVA para asi determinar la taxonomia de cada lectura, con un umbral de corte

(bootstrap) del 80% (Glockner et al., 2017). Se emple6 también el comando
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cluster.split (taxlevel ¥4 4) para realizar el agrupamiento de OTU y finalmente, se creo

archivos por lotes para agilizar el analisis (Sible et al., 2015).

2.2.6. Enumeracion bacteriana

2.2.6.1. Coliformes totales y E. coli

Para determinar la concentracion de coliformes totales y E. coli se evalué mediante el
método I1SO 9308:1-2014 (International Organization for Standardization, 2014).

Para ello, se utiliz6 el agar Chromocult (CRC) en placas Petri.

Con las muestras recolectadas se prepar6 diluciones seriadas (1/10) en funcién de la
carga estimada de microorganismos empleando PBS 1x. Una vez hecha la bateria de
diluciones, se realiz6 la siembra por extension, para lo cual, se tomd 100 L de la
muestra diluida y se dispensé en Agar CRC suplementado con 5 pg/mL de ceftriaxona

(CRO) y tetraciclina (TET) y no suplementado. Se Ilevo a incubacion a 37°C por 24 h

La presencia de coliformes totales y E. coli se evalu6 mediante el viraje de color de
las colonias. El agar CRC cuenta con dos sustratos Salmon-GAL y X-glucuronido, los
cuales son escindiros por las enzimas 3-D-galactosidasa y a 3-D-glucuronidasa. La
primera enzima es caracteristica de las bacterias coliformes, la cual escinde Salmon-
GAL, ocasionando una tonalidad rojo asalmonado. E. coli, por su parte, cuenta con las
dos enzimas descritas, mismas que rompen a los sustratos dando lugar a colonias de
color azul oscuro y violeta. Las bacterias que toman una tonalidad incolora o turquesa
son designadas como bacterias no coliformes (Merck Millipore, 2022). Los

coliformes totales es el resultado de la sumatoria de los coliformes y E. coli detectados.
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Figura 5

Protocolo de siembra y cuantificacion en placa de Coliformes y E. coli
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El recuento de colonias de E. coli y Coliformes totales se informaron como Unidades

Formadoras de Colonia en 100 mL (UFC/100 mL). La ecuacién que se empled se

detalla a continuacion:

UFC

Ecuacion 1

NxF
x 100

100mL A

Donde:

N = Numero total de colonias contadas en caja

A = Volumen inoculado en mL

F = Factor de dilucién
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2.2.6.2. Aerobios totales

Para la determinacion de la presencia de Aerobios totales de las muestras de agua se
siguid el protocolo expuesto anteriormente respeto a la cuantificacion de Coliformes
totales y E. coli, sin embargo, se empled el Agar Plate Count (PCA) en placas Petri y
el método de filtracion de membrana de acuerdo al método ISO 9308:1-2014
(International Organization for Standardization, 2014). Para el recuento de
Aerobios totales se tuvo un minimo de 30 colonias y un méaximo de 300 colonias para

la dilucién seleccionada.

2.2.6.3. Colifagos somaticos

La metodologia de aislamiento de bacteriéfagos se baso en una adaptacion de la norma
de calidad del agua, deteccién y enumeracion de colifagos, ISO 10705-3:2001
(International Organization for Standardization, 2000). Para lo cual, se utilizo
caldo modificado de Scholten (MSB), agar de Sholten semisélido (MSASs) y agar
modificado de Scholten (MSA).

Las muestras liquidas fueron previamente homogenizadas con PBS 1x en una dilucién
1/10 mediante agitacion vertical a 900 osc/min o magnética, a temperatura ambiente
por 30 min. Las muestras se centrifugaron a 3000 g por 5 min y se recolecté el
sobrenadante. Con filtros de baja absorcion proteica de diametro de 0,22 um se
filtraron las muestras y se procedio a realizar diluciones seriadas con PBS 1x.
Posteriormente, se inoculd E. coli WG5 en MSB y se dejo en incubacion a 37°C. Se
fundio6 el MSAs y se adiciono cloruro de calcio (CaCly) (300 puL en 50 mL de MSAS).
En tubos estériles con tapa de 10 mL se dispensé 2,5 mL de MSAs y se colocaron en

bafo térmico a 45°C.
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De forma continua, se verificé el crecimiento de la cepa de E. coli WG5 a través de la
medicion de la densidad dptica y procedio a titular en valores de DOggo entre 0,3y 0,5.
Para la siembra en placa, en los tubos con MSAs, se afiadié 1 mL de la muestra'y 1
mL de la cepa, se agitd cuidadosamente y se vertio sobre la placa de agar MSA
correspondiente. Con precaucion, se homogenizo la placa y se dejo enfriar en una

superficie llana. Finalmente, se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Figura 6
Protocolo de siembra de bacteri6fagos somaticos
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Fuente: Autoria propia

Nota: Se realiz6 un control de cepa (1 mL de cultivo y 2,5 mL de MSAs), control de
PBS (1 mL de cultivo, 1mL de solvente y 2,5 mL de MSASs) y un control positivo de
colifagos somaticos (®X174) (1 mL de cultivo, 1 mL de control y 2,5 mL de MSAS).
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2.2.7. Andlisis estadistico

Se aplicaron las pruebas de UniFrac ponderado y Unifrac no ponderado, para asi
determinar si dos 0 mas comunidades poseen la misma estructura. La canalizacion y
la funcidn clasificadora de los OTUs mas representativos se aplicd para asignar
identidades con un umbral de confianza del 95% utilizando el software EzBiocloud
(Yoon et al., 2017). Finalmente, se construy6 un arbol filogenético neighbor-joining
en el programa Heml 2.0 (Ning et al., 2022).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Abundancia Relativa de Indicadores de Contaminaciéon Fecal mediante

conteo en placa

Las muestras de agua provenientes del rio Cutuchi fueron tomadas en el afio 2022,
entre los meses de agosto y diciembre, en las provincias de Cotopaxi y Tungurahua
(Tabla 7). Cada punto fue analizado por quintuplicado (una muestra por mes). Para
cada punto de muestreo, se cuantificaron los indicadores bacterioldgicos de aerobios
totales, coliformes totales y E. coli; asi como aerobios totales, coliformes totales y E.
coli resistentes a CRO y TET (5 pg/mL). Los resultados de los promedios de
cuantificacion y sus desviaciones estandar se detallan en la Figura 7, expresados como
logio UFC/100 mL para los indicadores bacterianos y logio UFP/100 mL para los
colifagos somaticos. A partir de un andlisis de varianza, con un intervalo de confianza
del 95 %, se evidencio una variacion en la abundancia de indicadores de contaminacion
fecal entre los diferentes puntos de muestreo, demostrando que los puntos Lasso,
Latacunga 1, Latacunga 2, Salcedo, Las Viflas y Patate, contienen cantidades

significativas de los indicadores de contaminacion fecal.

La concentracion de los indicadores bacterioldgicos de los puntos Lasso, Latacunga 1,
Latacunga 2, Salcedo, Las Vifias y Patate, superan el limite maximo permitido de
coliformes totales y fecales detallados en el Texto Unificado de Legislacion
Secundaria, Medio Ambiente del Ecuador (TULSMA), asi como en la Agencia de
Proteccion Medio Ambiental (EPA) y en la Agencia Europea del Medio Ambiente
(EEA) (Tabla 1). Las mayores abundancias bacterianas fueron evidenciadas en los
puntos Latacunga 1, Latacunga 2 y Salcedo, pertenecientes a la ciudad de Latacunga

y Salcedo, cuyas concentraciones oscilaban en el orden de 5 - 6 logio UFC/100 mL
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para coliformes totales y 4 - 5 logio UFC/100 mL E. coli; mientras que, la menor en el
punto Cotopaxi en el orden de 2 logio UFC/100 mL para coliformes totales y 0 logio

UFC/100 mL para E.coli.

Figura7
Heatmap de la abundancia relativa de conteo en placa. Los valores detallados

corresponden al promedio de la cuantificacion microbiana expresados como logig
UFC/100 mL y logio UFP/100 mL para fagos somaticos. Los valores detallados

entre paréntesis () representan la desviacion estandar de los datos obtenidos
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Fuente: Autoria propia

Latacunga 2 es el punto de muestreo con mayor concentracion de indicadores de
contaminacion fecal. Se ubica en el sector Hospital del IESS, a 60 Km del punto
Cotopaxi. Al comparar la abundancia de los indicadores de contaminacion fecal de la

41



muestra tomada en el punto Cotopaxi, se evidencia un incremento significativo a lo
largo de la trayectoria; en tres logaritmos para coliformes y en cinco para E. coli. Los
altos niveles de estos indicadores (> 4 logio UFC/100 mL) encontrados en este afluente
se hallan en el mismo rango de otros arroyos y rios afectados por aguas servidas
(Reynolds et al., 2020). De modo que, este incremento es causado por la descarga de
aguas residuales no tratadas provenientes de la ciudad de Latacungay de las parroquias
aledafias, alimentado también por el desecho de aguas industriales, urbanas,
hospitalarias, entre otras; las cuales afectan de forma directa a las densidades bacterias

del rio Cutuchi.

Asimismo, es necesario considerar el efecto del factor de dilucion. La descarga de
aguas contaminadas con alta concentracion bacteriana, al medio acuéatico, ocasiona
una rapida reduccion de estas densidades microbioldgicas, la cual aumenta a medida
que se aleja del foco de descarga (Soueidan et al., 2021). Sin embargo, esta tendencia
no se observa a lo largo del rio Cutuchi, tomando como referencia la Figura 7, en el
cual se observa concentraciones bacterianas semejantes de coliformes y E. coli desde
Latacunga 1 hasta Patate. Por lo que, las altas densidades de estos indicadores se
traducen a la presencia de una multiple red de puntos de descarga de aguas residuales
a lo largo de la cuenca del rio, resultando irrelevante la disminucién o aumento del

caudal.

La concentracién de los indicadores de concentracion fecal, E. coli y coliformes
totales, presentes en las muestras de agua tomadas del rio Cutuchi, sector hospital del
IEES, son semejantes a las expuestas por Mero (2018) y Mendoza (2019), quienes
explican que en esta zona se identificd cantidades significativas bacterianas en el orden
de 5 logio UFC/100 mL de E. coli y coliformes totales; siendo concentraciones
semejantes a las detectadas en aguas residuales a nivel global (Akiba et al., 2015;
Truchado et al., 2021; Zhang et al., 2020).
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Se evalud también el fenotipo de resistencia de los indicadores de contaminacion fecal
a TET y CRO. TET forma parte de los medicamentos veterinarios ampliamente
utilizados a nivel global (Dai et al., 2019). En 1950, fue aprobado por Ila
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) como aditivo
para alimentos de animales, convirtiéndose en uno de los productos con mayor
consumo en la industria ganadera y agricola para promover el rapido crecimiento
(Kovalakova et al., 2020). Desafortunadamente, por su continuo uso, el nivel de
contaminacion de tetraciclinas a nivel global ha alcanzado incluso a ambientes
pristinos, como los casquetes polares 0 aguas subterraneas, siendo evidenciado en
varios paises de América, Europa y Asia (Proia et al., 2018). En Estados Unidos y
Rumania, se reportd la contaminacion de afluentes por la descarga de desechos
residuales sin previo tratamiento de granjas porcinas, detectando concentraciones de
500 ng/L de TET (Szekeres et al., 2018). En los indicadores microbioldgicos
evaluados en el rio Cutuchi se detectaron elevados niveles de resistencia a este
antibiotico en los puntos muestreados con evidencia de actividad antropogénica,
observandose porcentajes de resistencia en aerobios totales que van desde el 5.8% en
el punto Lasso, hasta el 30.6% en Latacunga 1; para coliformes totales, desde el 2.6%
en Latacunga 1 (previo al ingreso de la ciudad) hasta el 16.1% en Latacunga 2 (nucleo
urbano, presencia de hospitales en la ribera); y de E. coli desde el 23.6% en Lasso,
hasta el 74.0% en Las Vifias. Considerando las caracteristicas especificas de cada
punto muestreado, es necesaria una evaluacion detallada de los origenes de la
contaminacion especifica, la cual puede estar influenciada por diferentes estresores;
como por ejemplo, las descargas de agua residual hospitalaria que pueden influir
directamente en el resistoma microbiano de los cuerpos de agua receptores (Esposito
et al., 2021; Popa et al., 2021), la capacidad de depuracion limitada que presentan
ciertas estaciones de agua residual (Uluseker et al., 2021), o bien, de la escasez de

sistemas de depuracion en entornos rurales en general (Shin et al., 2021).

Un patrén similar de resultados fue observado para los microorganismos con fenotipo
de resistencia a CRO. La resistencia de E. coli a CRO (antibidtico -lactdmico) esta
dada por las enzimas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales destruyen

el enlace amida del anillo B-lactdmico, modificando asi la estructura molecular del
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antibiotico e inactivando al mismo (Tamma et al., 2022). A nivel mundial, se ha
descrito la elevada presencia de enterobacterias productoras de las B-lactamasas en
ambientes acuaticos contaminados por la actividad antropogénica, como las descargas
de aguas residuales urbanas, industriales, hospitalarias, asi como por el impacto de la
produccién agropecuaria (Aristizabal-Hoyos et al., 2019; Calero-Caceres, Marti, et
al., 2022). En las aguas del rio Cutuchi, se observan porcentajes de resistencia en
aerobios totales que van desde el 5.9% de resistencia en Latacunga 1, hasta el 26.9%
en Las Vifias; para coliformes totales, desde el 0.1% en Latacunga 1, hasta el 2.8% en
Latacunga 2; y para E. coli, 4.7% en Lasso hasta el 19.5% en Las Vifias. Considerando
los elevados niveles de resistencia a CRO detectados en el punto Las Vifas, es
necesaria la evaluacion en especifico de los origenes de estos aislamientos. En el afio
2018, en el punto Latacunga 2, se detect6 la presencia de aislamientos de E. coli
resistentes a CRO y portadores del gen mcr-1, el cual presenta una diseminacion
emergente y otorga resistencia a colistina, considerado una de las Gltimas opciones
terapéuticas frente a microorganismos multirresistentes (Calero-Caceres, Tadesse, et
al., 2022). Considerando los niveles de contaminacion microbiologica en este punto,
no se evidencia una mejora en los indicadores durante estos afios. Se realizard una
investigacion complementaria para contrastar la presencia de mecanismos de
resistencia emergentes en los microorganismos recuperados en estos puntos, los cuales

se encuentran disponibles en un banco de cepas.

Los bacteriofagos al igual que las bacterias indicadoras de contaminacion fecal son
usadas como herramienta para evaluar la calidad del agua por su alta especificidad
(McMinn et al., 2017). Los colifagos somaticos son abundantes en aguas residuales
por lo que son ampliamente estudiados y aplicados por varios paises europeos y
americanos como marcos regulatorios en el monitoreo de aguas superficiales y
subterraneas (Jofre et al., 2016). En paises europeos, en donde existen marcos
regulatorios que regulan las descargas de agua residual, las densidades de los colifagos
somaticos en aguas superficiales y agua de mar ronda los 1-3 logio UFP /100 mL (Jofre
et al., 2021). En paises asiaticos como Malasia y Japdn, se han detectado niveles
similares en aguas costeras y rios (Poopipattana et al., 2021). En paises como Esparia,
Colombia y Argentina, se ha evaluado la densidad de colifagos somaticos en aguas
superficiales, estimando una concentracion promedio de 3 logig UFP/100 mL (Chacén
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et al., 2020). En el caso del rio Cutuchi, se ha detectado niveles superiores de colifagos
somaticos a los detallados en aguas superiores, alcanzado un orden superior a 5 logio
UFP/100 mL; evidenciando una similitud en concentracion a valores obtenidos en
aguas residuales sin tratar, en los cuales se presenta una concentracion mayor a 5 logio
UFP/100 mL (Ballesté et al., 2022; Fitzmorris-Brisolara et al., 2022; Kelmer et al.,
2023).

Figura 8

Abundancia relativa de los puntos muestreados mediante conteo en placa
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Fuente: Autoria propia
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3.2. Abundancia relativa mediante Metabarcoding 16S rRNA

3.2.1. Filo

La técnica de metabarcoding 16S rRNA produjo un promedio de 182,740 lecturas de
alta calidad. Se descart6 las secuencias de baja calidad y se obtuvo un total de 13,141
unidades taxonomicas operativas (OTUs) (Tabla 8), de los cuales el 96,99%
corresponden a filos bacterianos, el 1,64% a otros filos y un 1,17% no pudo ser
clasificado (Figura 9). El indice de diversidad alfa de las muestras basado en las OTUs
se evalio mediante el software Mothur 1.48.0, incluidos los indices de Chaol y
Shannon. Chaol mide la riqueza de especies y estima el numero de taxones que se

hallan en la muestra; mientras que Shannon en la diversidad de especies.

Se observan diferentes tendencias en riqueza y diversidad segln el punto de muestreo.
El indice de Chaol fue mayor en Las Vifias (7814.83), seguido de Salcedo (5451.04),
en los cuales revelan una gran riqueza de especies. Por su parte, el indice de Shannon
presenta una gran diversidad en todas las muestras del rio Cutuchi, con valores que
oscilan entre 4.98 y 6.43, observando que en el punto Las Vifias se evidencia la mayor
abundancia de especies bacterianas y taxones raros. Los valores de Shannon y Chaol
obtenidos en el rio Cutuchi se relacionan a los descritos en el rio Fenghe en China; en
donde se observa un aumento de la diversidad microbiana desde la cabecera hasta la
cuenca baja por el alto grado de contaminacion antropogénica que afecta al afluente
(Lu et al., 2016).

Ademas, la estructura de las comunidades bacterias se analizé utilizando las pruebas
de UniFrac no ponderadas (sensibles a taxones raros) y ponderadas (sensible a la
abundancia de taxones), los cuales demostraron que la pertenencia a la comunidad y
la abundancia relativa de OTU eran significativamente diferentes (p < 0,05) entre las
muestras tomadas de los siete puntos (Anexo 11y 12).
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Tabla 8

Indices de diversidad en los puntos muestreados

Fecha Shannon Chaol

Muestra  Locacién Coordenadas muestreo  OTUs (diversity)  (richness)
0°36'12.0"S

1 Cotopaxi 78°24'29.6"W 1/08/2023  1013,00 4,98 3414,33
0°47'31.0"S

2 Lasso 78°36'48.1"W 1/08/2023  1157,51 5,50 3397,44
0°53'23.5"S

3 Latacungal  78°37'35.0"W 1/08/2023 914,17 5,28 2633,15
0°56'34.9"S

4 Latacunga2  78°36'53.4"W 1/08/2023  1009,92 5,51 2886,46
1°02'42.3"S

5 Salcedo 78°35'49.2"W 1/08/2023  1438,95 5,89 5451,04
1°06'01.8"S

6 Las Vifias 78°36'58.1"W 1/08/2023  1809,29 6,43 7814,83
1°20'46.1"S

7 Patate 78°30'08.1"W 1/08/2023  1060,51 5,37 2872,38

Fuente: Autoria propia

El anélisis de las OTUs permiti6 clasificar a la abundancia bacteriana en 9 filos

principales (Figura 10). Se observa una clara diferenciacion de abundancia, en especial

en la muestra proveniente de la zona de origen del rio. A medida que el rio se conduce

a través zonas agricolas, ganaderas y con poblacidbn humana, se observa una

modificacion en la abundancia de determinados filos. En general, se observa mayor

presencia de Proteobacteria, Firmicutes,

Bacteroidetes y Actinobacteria, en

comparacion de Campylobacterota, Cyanobacteria, Fusobacteria, Planctomycetes y

Verrucomicrobia.
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Figura 9

Abundancia relativa a nivel de filogenia obtenida mediante metabarcoding 16S
rRNA

B No Clasificado
B Oftros

B Verrucomicrobia
B Proteobacteria
B Planctomycetes
W Fusobacteria

B Firmicutes

26,75

_ H

Cotopaxi Lasso Latacunga 1 Latacunga2  Salcedo Las Viflas Patate

Cyanobacteria

W Campyilobacterota

W Bacteroidetes

1142

B Actinobacteria

Fuente: Autoria propia

Los filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacteria prevalecen en
mayor abundancia en los puntos muestreados. Mientras que, los filos
Campylobacterota, Cyanobacteria, Fusobacteria, Planctomycetes y
Verrucomicrobia, se hallan en menor abundancia (Figura 10). Estos filos bacterianos
han sido identificados y asilados del tracto gastrointestinal (GIT) de humanos y
animales, al igual que de ambientes acuéticos y sedimentos (Bahk et al., 2020; Mo et
al., 2022; Peyrat et al., 2008; Rizzatti et al., 2017; Shu et al., 2011; Xianbiao et al.,
2019).

El origen del rio Cutuchi (laguna los Manantiales) se encuentra ubicado al norte del
parque nacional Cotopaxi y al estar dentro de una reserva protegida, no presenta
actividades agricolas, ganaderas ni industriales. En este punto se observa tres filos
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representativos Proteobacteria (47,80 %), Cyanobacteria (26,75 %) y Bacteroidetes
(15,97 %). La abundancia de Cyanobacteria en este punto es significativamente
superior a comparacién de los restantes, los cuales no superan el 1,75 %.
Cyanobacteria se desarrolla en ambientes acuaticos con alto contenido de
nutrientes/elementos (hierro, azufre, potasio, calcio y magnesio); y es considerado
como indicador de contaminacion antropogénica, ya que sus densidades disminuyen
en presencia de compuestos sulfatados y nitrogenados (Monteagudo & Moreno,
2016), los cuales son cominmente aplicados en actividades agricolas e industriales, la

cual es evidente desde la zona de Lasso hasta Patate (Gltimo punto evaluado).

Lasso se ubica a 39 Km del parque nacional Cotopaxi y a pesar de ser una pequefia
comunidad, cuenta con una alta actividad agricola e industrial. Similarmente, se puede
hablar del punto Latacunga 1y 2, las cuales se ubican en la ciudad de Latacunga. Estos
tres puntos geogréficos, al formar parte de las afueras y centro de la ciudad, cuentan
con una elevada densidad de industrias (ganaderas, avicolas, siderdrgicas, etc.),
mercados, camales, hospitales, escuelas, entre otros. En estos tres puntos, los filos que
prevalecen son Proteobacteria (40,95 %), Firmicutes (35,50 %), y Bacteroidetes
(13,63 %), los cuales son, a su vez los principales miembros bacterianos en muestras
fecales humanas (Garrido Godoy et al., 2020). Para los puntos siguientes, Salcedo,
Las Vifas y Patate, se observa un patron similar al de los puntos mencionados con
anterioridad, en donde la mayor abundancia de los mismos 3 filos reportados. La
abundancia de estos taxones se mantiene en valores similares, en donde,
Proteobacteria reporta un rango de 46,32 % - 50,98 %, Firmicutes entre 17,63 % -
27,62 % y Bacteroidetes de 8,79 % - 18,03 %.

En un estudio realizado por Stoeck et al. (2018) detectd valores similares a los
obtenidos en esta investigacion, sin embargo, las muestras fueron tomadas de aguas
residuales sin tratar, reportando valores de los taxones mas abundantes, en los cuales
Proteobacteria presenta el 56 %, Firmicutes el 13,6 % y Bacteroidetes un 24,5 %,
explicando que estas comunidades microbianas presentes en estas muestras derivan de

las heces de humanos y animales, ademés se sugieren que estos filos bacterianos
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pueden sobrevivir a diferentes entornos. De modo que, la alta concentracion de estos
filos bacterianos en el rio Cutuchi puede ser ocasionada por el alto impacto de
actividades humanas ubicadas en las inmediaciones al rio, ademés de la falta de PTARs
funcionales, demostrando mediante los datos obtenidos que las muestras de agua
tomadas en estos puntos se asemejan mas a aguas residuales sin tratar que afluentes de

rio.

Al igual que los filos de mayor abundancia, los de menor abundancia
(Campylobacterota, Fusobacteria, Planctomycetes y Verrucomicrobia) han sido
descritos en diferentes fuentes ambientales como en aguas residuales, sedimentos,
suelos y GTI; los cuales han sido considerados como aquellos microorganismos que
residen de forma comdn en aguas servidas sin tratar. En todos los puntos del rio
Cutuchi, la densidad de estas comunidades es inferior al 8% de la abundancia relativa
total. Tiwari et al. (2021) explican que las bajas densidades bacterianas, no poseen

una gran influencia en la estructura de las comunidades en general.

3.2.2. Especie

Alrededor de 36 especies bacterianas fueron diferenciadas (Figura 10) a lo largo del
rio Cutuchi, de las cuales, 13 son las mas abundantes en los siete puntos de muestreo.
En el punto de Cotopaxi, se observa una mayor presencia de Polymorphobacter
arshaanensis, Cereibacter changlensis y Chamaesiphon subglobosus, pertenecientes
al filo de Proteobacteria y Cyanobacteria. Estas especies bacterianas se han
encontrado de forma comun de aguas dulces, lagos, estuarios y arroyos que no han
sufrido ningln tipo de contaminacion antropogénica (W. M. Chen et al., 2017,
Gomila et al., 2010; Hameed et al., 2020; Kurmayer et al., 2018; Li et al., 2020;
Phurbu et al., 2020).
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En los puntos de Lasso y Latacunga 1, se observa la aparicion de nuevas especies a
comparacion al primer punto, con una alta abundancia de Ephemeroptericola
cintiostellae, Aeromonas media, Lactococcus paracamosus, Trichococcus pasteurii,
Megasphaera elsdenii, Streptococcus gallolyticus, Lactobacillus amylovorus vy
Clostridium celatum. Las cuatro primeras especies han sido aisladas e identificadas en
aguas residuales y lodos de digestores anaerdbicos de industrias alimentarias
(Dhanapala et al., 2021; Kim et al., 2019); en donde estas bacterias son usadas para
los procesos de fermentacion (Parshina et al., 2019; Yerlikaya, 2019). Sin embargo,
esta abundancia microbiana difiere en comparacién a Latacunga 1, en el cual, se
observa un decrecimiento de estas bacterias, y un incremento de bacterias fecales. En
este sentido, Streptococcus gallolyticus, Clostridium celatum y Megasphaera elsdenii
son patdgenos oportunistas que han sido aislados en el GIT de humanos y animales,
que puede causar infecciones sistémicas y enfermedades diarreicas (Khiabani et al.,
2022; Sheikh et al., 2020; Yoshikawa et al., 2018).

En los puntos Latacunga 2, Salcedo, Las Vifias y Patate, se observa un patrén similar
de las especies con mayor abundancia, destacando Trichococcus pasteurii,
Acinetobacter kookii, Lactococcus paracamosus y Aliarcobacter cryaerophilus. De
estas, A. cryaerophilus esta incluida en la lista de bacterias que presentan un riesgo
grave para la salud debido a su asociacion con bacteriemia en humanos y aborto,
mastitis o diarrea en animales (Pérez-Catalufia et al., 2018). Al igual que A.
cryaerophilus, A. kookii representa una amenaza considerable para la medicina
humana, ya que pueden ser las responsables de infecciones nosocomiales con
resistencia a maltiples farmacos. Las enfermedades causadas por estas bacterias son
tratadas con antibidticos B-lactamicos, fluoroquinolonas y macrdlidos, sin embargo,
en los ultimos afios se ha informado la resistencia a maltiples farmacos (Jribi et al.,
2020; Sciortino et al., 2021).
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3.3. Metabarcoding 16S rRNA y Técnicas de Cultivo

En este contexto, en el presente estudio se identificaron a 9 filos bacterianos
dominantes en las muestras de agua analizadas por medio de la técnica de
metabarcoding, de los cuales Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y
Actinobacteria son los de mayor presencia, los cuales son hallados de forma comun en
el GIT de los humanos y animales, denotando un elevado impacto de descargas de

aguas residuales en los puntos cercanos a los centros poblados (Bahk et al., 2020).

Al analizar por separado las abundancias de los géneros indicadores de contaminacion
fecal tradicional (coliformes), los mismos fueron inferiores a 0,46% (Figura 11), es
decir, la cantidad de secuencias de los géneros Klebsiella, Enterobacter, Escherichia
y Citrobacter son relativamente minimos en comparacion con las obtenidas de los
otros géneros bacterianos. Este resultado es plausible, considerando que los linajes
bacterianos més grandes (mas del 99%) en los sistemas ambientales acuaticos se
encuentran en un estado VBNC y, por lo tanto, apenas se detectan utilizando técnicas
basadas en cultivo (Hemdan et al., 2019). Sin embargo, mediante técnicas de cultivo
se observé una alta concentracion de coliformes totales y E. coli (Figura 8), superando
al limite maximo permitido por el TULSMA, EPA y EEA, evidenciando la elevada
degradacion de la calidad de agua del rio Cutuchi.
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De forma general, la aplicacién de metabarcoding 16S rRNA permite conocer con
detalle la composicion y diversidad microbiana de las muestras, pero no la
cuantificacion precisa de la abundancia microbiana por unidad de volumen o peso de
muestra (Pédron et al., 2020), considerando la necesidad de estandarizar protocolos
de extraccion y purificacion de ADN, amplificacién y secuenciacion, asi como los
relacionados con los potenciales sesgos ocasionados por las limitaciones de la técnica,
que discrimina a grupos taxonémicos raros no diferenciados, y la nula deteccion de la
viabilidad celular (Boers et al., 2019). Por este motivo, es necesario contar con otros
métodos como el de la cuantificacion de indicadores microbianos tradicionales, o
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ensayos de PCR cuantitativa (QPCR), los cuales pueden ser usados en conjunto con
metabarcoding para obtener un panorama completo de las comunidades microbianas

presentes en una muestra ambiental (Shanks & Korajkic, 2020).

Estas técnicas complementarias fueron aplicadas por Betiku et al. (2021), quienes
evaluaron la calidad de aguas recreativas. A través de la secuenciacion de barras,
identificaron 28 filos bacterianos, siendo los mas abundantes Proteobacteria,
Actinobacteria y Cyanobacteria, los cuales son tipicos en cuerpos de agua dulce.
Ademas, no se detectd géneros indicadores de contaminacion fecal como Klebsiella,
Enterobacter, Escherichia y Citrobacter. Mediante conteo bacterioldgico concluyeron
que la calidad del agua es adecuada, ya que la concentracion de coliformes totales y E.
coli fue inferior al limite permitido en los estandares para aguas recreativas
recomendados por la EPA. Concluyendo que, el nivel de contaminacién por actividad

humana es minimo y no altera la calidad del agua.

El andlisis de poblaciones cultivables permite el aislamiento y la identificacion de
bacterias especificas para la realizacion de estudios complementarios, obteniendo con
ello una mirada profunda a ciertos microorganismos con fenotipos y genotipos de
interés epidemiolégico (Betiku et al., 2021). En el caso de los cuerpos de agua, se
considera que representan una via de diseminacion y evolucion de bacterias resistentes
a antibidticos, y genes de resistencia a antibioticos, motivo por el cual su evaluacién
es prioritaria para una mejor comprensién de la emergencia de la resistencia

antimicrobiana (Dominguez et al., 2021).

De acuerdo a la planificacion del Gobierno Auténomo Descentralizado del cantdn
Latacunga, se estima una futura puesta en marcha de una PTAR, la cual servira a
aproximadamente 170.000 personas del canton en mencion (GAD Latacunga, 2021).
Se espera que esta operacion tenga un efecto positivo en la calidad general del agua
del rio Cutuchi, la cual representa el principal afluente del canal Latacunga Salcedo
Ambato. El presente estudio puede ser utilizado como una linea base para la evaluacién
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de la eficiencia de la PTAR, desde un punto de vista de las poblaciones microbianas

totales en los cuerpos de agua impactados por descargas de aguas residuales.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se cuantificé los indicadores microbiolégicos de contaminacion fecal
tradicionales mediante técnicas basadas en cultivo, siendo el punto Latacunga
2 el de mayor concentracion de indicadores fecales, con densidades que oscilan
entre 5 - 6 logio UFC/100 mL para coliformes totales, 4 - 5 logio UFC/100 mL
E. coli y 5 logio UFP/100 mL colifagos somaticos. Ademas, se cuantificaron
indicadores fecales con fenotipo de resistencia a TET y CRO, mostrando
resistencia de hasta el 74% de E. coli resistentes a TET, y més del 19.5 % de
E. coli resistentes a CRO en puntos impactados por actividades antropogénicas.
Se analizaron las secuencias obtenidas mediante metabarcoding 16S rRNA a
través de herramientas bioinformaticas, obteniendo un total de 13,141 OTUs.
De los cuales, el 96,99% corresponden a filos bacterianos, el 1,64% a otros
filos y un 1,17% no pudo ser clasificado. Se determinaron los indices de
diversidad alfa, Chaol y Shannon, demostraron que en Las Vifias es el punto
con mayor abundancia de especies bacterianas y taxones raros.

Se contrast6 los niveles de contaminacion bioldgica basadas en cultivo con las
abundancias de los taxones microbianos detectadas por metabarcoding 16S
rRNA, demostrando que estas dos técnicas son complementarias entre si para
la evaluacion de la calidad de agua, ya que proporcionan una imagen mas
completa de las comunidades bacterianas presentes en la muestra.

Se evaluo la calidad del agua del rio Cutuchi mediante indicadores microbianos
tradicionales y metabarcoding 16S rRNA. Se detectd altas densidades de
indicadores microbiolégicos de contaminacion fecal, asi como taxones

bacterianos propios del GIT de los humanos y animales, revelando una
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degradacion significativa en la calidad del agua del rio Cutuchi, por el efecto

de las descargas de aguas residuales a lo largo de su cuenca.

4.2. Recomendaciones

e Sugerir el uso de la presente investigacion para evaluaciones de impacto
ambiental relacionadas con la cuenca del rio Cutuchi.

e Evaluar el perfil genotipico de los aislamientos de E. coli resistentes a
ceftriaxona, para conocer la presencia de posibles genes de resistencia de
interés clinico.

e Ampliar el nimero de zonas geograficas para futuros muestreos con el fin
monitorear el impacto de estas localidades en la variacién de los niveles de
bacterias indicadores de contaminacion fecal.

e Realizar campafias de muestreo en cada punto geografico cuando el caudal del
rio Cutuchi sea alto, medio y bajo, con el fin de identificar la variacion de las

comunidades bacterianas por el factor de dilucién.
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Anexo 1

ANEXOS

Concentracion (UFC/100mL) de los indicadores microbianos de contaminacion fecal obtenidos en los muestreos realizados

Punto de
muestreo

Indicadores microbianos

E. coli total

Coliformes totales

Aerobios totales
total

E. coli R (CRO)

Coliformes R
(CRO)

Aerobios R (CRO)

E. coli R (TET)

Coliformes R (TET)

Aerobios R (TET)

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

UFC/100
mL

SD

Agosto

L-RC-PN1

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

3,33E+02

5,77E+02

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

L-RC-PL2

2,30E+04

2,65E+03

4,47E+05

5,51E+04

1,39E+06

8,89E+04

1,00E+03

0,00E+00

1,33E+03

5,77E+02

4,17E+04

3,79E+03

8,33E+03

1,53E+03

1,17E+04

2,89E+03

2,23E+04

3,51E+03

L-RC-PR3

2,70E+04

3,61E+03

6,17E+06

6,43E+05

6,67E+06

7,23E+05

1,67E+03

7,23E+05

5,67E+03

1,53E+03

1,27E+05

7,02E+03

5,67E+03

1,53E+03

7,80E+04

4,58E+03

1,18E+05

9,54E+03

L-RC-PE4

1,62E+05

1,05E+04

8,67E+05

4,73E+04

1,15E+06

4,04E+04

9,00E+03

4,36E+03

1,70E+04

3,61E+03

1,20E+05

4,36E+03

5,00E+04

4,58E+03

9,63E+04

2,08E+03

1,80E+05

2,52E+03

S-RC-PA5

1,03E+05

9,29E+03

1,80E+06

6,43E+04

2,79E+06

8,54E+04

1,10E+04

3,61E+03

3,73E+04

2,52E+03

1,51E+06

2,58E+05

1,20E+04

1,00E+03

3,40E+04

1,73E+03

6,77E+05

3,51E+04

A-RC-PV6

2,40E+04

4,00E+03

1,32E+06

6,00E+04

2,73E+06

5,51E+05

3,00E+03

2,00E+03

1,00E+04

4,36E+03

3,60E+05

2,00E+04

1,70E+04

2,65E+03

4,87E+04

3,51E+03

1,69E+05

6,66E+03

P-RC-PM7

4,13E+04

2,31E+03

5,27E+05

2,08E+04

8,80E+05

8,72E+04

3,33E+03

2,08E+03

1,03E+04

2,08E+03

1,28E+05

2,31E+03

1,57E+04

1,53E+03

4,47E+04

2,52E+03

2,43E+04

4,73E+03

Septiembre

L-RC-PN1

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

3,33E+02

5,77E+02

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

L-RC-PL2

4,70E+04

6,08E+03

2,40E+05

5,57E+03

5,33E+05

1,43E+05

0,00E+00

0,00E+00

3,33E+02

5,77E+02

1,27E+05

3,00E+03

3,00E+03

1,73E+03

4,67E+03

3,21E+03

1,15E+05

3,79E+03

L-RC-PR3

5,73E+04

4,51E+03

7,83E+05

3,21E+04

7,87E+06

4,51E+05

2,67E+03

5,77E+02

5,00E+03

2,65E+03

1,50E+05

3,46E+03

1,90E+04

3,61E+03

3,20E+04

2,65E+03

1,06E+05

4,62E+03

L-RC-PE4

1,98E+05

5,29E+03

1,06E+06

5,57E+04

2,28E+06

4,36E+04

1,07E+04

3,51E+03

2,50E+04

2,00E+03

3,27E+05

2,52E+04

1,39E+05

7,02E+03

3,67E+05

2,52E+04

1,83E+05

9,61E+03

S-RC-PA5

5,77E+04

2,08E+03

6,63E+05

2,52E+04

1,89E+06

5,69E+04

2,00E+03

1,00E+03

1,90E+04

3,61E+03

4,27E+05

3,06E+04

2,60E+04

2,65E+03

4,47TE+04

4,73E+03

1,37E+05

8,72E+03

A-RC-PV6

2,07E+04

3,79E+03

2,55E+05

1,32E+04

6,27E+05

1,53E+05

4,00E+03

2,00E+03

8,00E+03

1,73E+03

5,90E+04

2,65E+03

4,67E+03

2,31E+03

1,00E+04

2,65E+03

3,33E+04

3,06E+03

P-RC-PM7

2,57TE+04

1,53E+03

1,73E+05

5,57E+03

1,01E+06

2,00E+04

2,00E+03

2,00E+03

4,00E+03

2,65E+03

3,37E+04

3,79E+03

5,67E+03

2,89E+03

1,13E+04

4,93E+03

2,50E+04

2,65E+03

Octubre

L-RC-PN1

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

3,33E+02

5,77E+02

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

L-RC-PL2

3,27E+04

7,37E+03

2,22E+05

5,29E+03

1,47E+06

1,72E+05

1,33E+03

1,53E+03

2,00E+03

2,00E+03

1,60E+05

7,37E+03

7,33E+03

1,53E+03

2,40E+04

0,00E+00

1,60E+04

4,58E+03

L-RC-PR3

8,63E+04

3,21E+03

3,13E+07

1,53E+06

2,10E+07

4,36E+05

7,33E+03

1,53E+03

1,33E+04

5,77E+02

1,15E+06

1,28E+05

3,87E+04

3,51E+03

5,57E+05

3,51E+04

3,77E+05

2,08E+04

L-RC-PE4

7,23E+04

1,00E+04

6,37E+05

5,03E+04

1,07E+06

5,69E+04

5,67E+03

1,15E+03

1,50E+04

3,46E+03

1,33E+05

4,73E+03

2,87E+04

3,51E+03

5,73E+04

4,93E+03

3,97E+05

5,51E+04

S-RC-PA5

8,90E+04

1,65E+04

5,80E+05

3,00E+04

2,91E+06

1,62E+05

3,00E+03

2,00E+03

8,00E+03

1,00E+03

9,00E+04

3,61E+03

2,53E+04

5,69E+03

4,13E+04

3,79E+03

4,57E+05

2,08E+04

A-RC-PV6

1,20E+04

1,73E+03

3,57E+05

3,06E+04

2,77E+05

4,73E+04

1,67E+03

1,15E+03

5,67E+03

3,06E+03

9,83E+05

1,00E+05

3,33E+03

1,53E+03

3,33E+04

4,93E+03

2,41E+05

7,23E+03
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P-RC-PM7

2,43E+04

3,79E+03

2,90E+05

6,66E+03

8,47E+04

9,71E+03

1,00E+03

1,00E+03

3,67E+03

7,55E+04

1,20E+05

9,29E+03

8,00E+03

0,00E+00

5,10E+04

5,00E+03

7,80E+05

7,55E+04

Noviembre

L-RC-PN1

0,00E+00

0,00E+00

3,33E+02

5,77E+02

1,00E+03

1,73E+03

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

L-RC-PL2

1,80E+04

5,57E+03

6,67E+05

4,73E+04

5,00E+05

3,46E+04

1,67E+03

2,89E+03

2,33E+03

2,31E+03

4,80E+04

4,00E+03

5,33E+03

1,15E+03

2,10E+04

3,46E+03

7,87E+04

3,06E+03

L-RC-PR3

1,09E+05

7,94E+03

9,37E+05

3,06E+04

3,67E+06

1,15E+05

4,00E+03

2,00E+03

1,23E+04

1,53E+03

7,77E+05

7,64E+04

7,13E+04

2,89E+03

3,20E+05

2,65E+04

8,80E+06

7,00E+05

L-RC-PE4

9,10E+04

5,29E+03

7,10E+05

8,66E+04

8,13E+05

7,09E+04

4,33E+03

2,52E+03

1,20E+04

2,65E+03

7,90E+04

4,36E+03

4,4TE+04

4,93E+03

1,36E+05

4,04E+03

3,60E+05

2,65E+04

S-RC-PA5

6,63E+04

2,31E+03

5,70E+05

4,00E+04

8,53E+05

5,51E+04

3,00E+03

2,65E+03

1,00E+04

1,73E+03

8,23E+04

1,01E+04

2,50E+04

2,00E+03

6,20E+04

4,36E+03

3,60E+05

2,65E+04

A-RC-PV6

6,67E+03

2,08E+03

6,93E+05

1,53E+04

1,38E+06

5,57E+04

3,67E+03

1,53E+03

1,43E+04

4,73E+03

2,14E+05

5,00E+03

1,13E+04

2,52E+03

1,15E+05

2,08E+03

3,43E+05

3,51E+04

P-RC-PM7

1,40E+04

2,00E+03

5,20E+05

2,65E+04

1,25E+06

1,02E+05

1,33E+03

1,15E+03

4,00E+03

2,00E+03

3,33E+05

2,52E+04

1,63E+04

2,52E+03

8,80E+04

4,36E+03

2,94E+05

2,08E+03

Diciembre

L-RC-PN1

0,00E+00

0,00E+00

6,67E+02

5,77E+02

6,67E+02

1,15E+03

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

L-RC-PL2

4,33E+03

1,53E+03

5,00E+05

4,36E+04

4,53E+05

5,86E+04

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

1,47E+04

2,08E+03

0,00E+00

0,00E+00

6,67E+02

5,77E+02

1,20E+04

1,73E+03

L-RC-PR3

2,17E+04

4,16E+03

2,50E+05

4,58E+04

3,77E+06

4,04E+05

4,00E+03

3,61E+03

9,00E+03

4,36E+03

4,37E+05

4,51E+04

2,67E+03

2,08E+03

2,67E+04

1,15E+04

4,33E+05

1,15E+05

L-RC-PE4

4,37E+05

2,31E+04

1,49E+06

4,16E+04

2,92E+06

4,36E+04

2,50E+04

4,58E+03

6,17E+04

5,69E+03

2,40E+05

4,04E+03

8,37E+04

4,73E+03

1,15E+05

4,04E+03

3,43E+05

4,04E+04

S-RC-PA5

6,60E+04

5,00E+03

5,53E+05

6,11E+04

1,92E+06

3,21E+04

4,00E+03

1,73E+03

1,03E+04

3,51E+03

3,80E+05

2,00E+04

3,23E+04

4,04E+03

4,93E+04

4,51E+03

3,40E+05

4,36E+04

A-RC-PV6

1,37E+04

4,16E+03

5,73E+05

3,21E+04

2,17E+06

4,36E+04

2,67E+03

5,77E+02

6,67E+03

3,51E+03

3,80E+05

4,00E+04

2,07E+04

4,04E+03

1,39E+05

4,00E+03

1,08E+05

7,51E+03

P-RC-PM7

5,37E+04

4,73E+03

1,20E+06

4,04E+04

1,54E+06

4,58E+04

5,33E+03

3,06E+03

1,50E+04

4,36E+03

5,67E+04

2,08E+04

5,70E+04

4,36E+03

2,15E+05

4,93E+03

1,27E+05

2,08E+04
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Anexo 2

Diagrama de caja de la concentracion (logio UFC/mL) de indicadores fecales con 'y

sin resistencia a CRO y TET en el punto Cotopaxi
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Anexo 3

Diagrama de caja de la concentracion (log10 UFC/mL) de indicadores fecales con y

sin resistencia a CRO y TET en el punto Lasso
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Anexo 4
Diagrama de caja de la concentracion (log10 UFC/mL) de indicadores fecales con 'y

sin resistencia a CRO y TET en el punto Latacunga 1
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Anexo 5

Diagrama de caja de la concentracion (log10 UFC/mL) de indicadores fecales con y

sin resistencia a CRO y TET en el punto Latacunga 2
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Anexo 6
Diagrama de caja de la concentracion (log10 UFC/mL) de indicadores fecales con 'y

sin resistencia a CRO y TET en el punto Salcedo
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Anexo 7

Diagrama de caja de la concentracion (log10 UFC/mL) de indicadores fecales con y
sin resistencia a CRO y TET en el punto Las Vifias
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Anexo 8

Diagrama de caja de la concentracion (log10 UFC/mL) de indicadores fecales con y
sin resistencia a CRO y TET en el punto Patate
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Anexo 9

Cultivo de los indicadores microbianos fecales del punto Las Vifias. A) Medio
Chromocult. B) Medio PCA
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Analisis de varianza

Variable N R2 RzZA] CV
ABUNDANCIA RELATIVA 70 0,98 0,97 7,50

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 217,1515 14,48 146,54 <0,0001
PUNTO DE MUESTREO 175,48 6 29,25 296,05<0,0001

INDICADORES DE CONTAMINACION 41,67 9 4,63 46,86 <0,0001

Error 5,33 54 0,10
Total 222.49 69

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,43043

Error: 0,0988 gl: 54

PUNTO DE MUESTREO _ Mediasn E.E.

Cotopaxi 0,37 10 0,10 A

Lasso 4,34 10 0,10 B

Patate 4,67 10 0,10 B C

Las-Vifias 4,73 10 0,10 B C D
Salcedo 5,01 10 0,10 C D
Latacunga-1 5,08 10 0,10 C D
Latacunga-2 5,16 10 0,10 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,55429

Error: 0,0988 gl: 54
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INDICADORES DE CONTAMINACION Mediasn E.E.

E.coli-CRO 2,99

7 0,12 A
Coliformes-CRO 3,32 7 0,12 A B
E.coli-TET 3,60 7 0,12 B C
E.coli 3,95 7 0,12 C D
Coliformes-TET 401 7 0,12 C D
Fagos-Somaticos 4,24 7 0,12 D
Aerobios-CRO 4,49 7 0,12 D
Aerobios-TET 450 7 0,12 D
Coliformes 517 7 0,12
Aerobios-Totales 5,67 7 0,12

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 10

Tabla de los valores obtenidos de la prueba Unifrac ponderada (WSig)

Pruebas Unifract ponderada y no ponderada

Tree# Groups WScore WSig
1 Lasso - Latacunga 1 0,087394 <0.0010
1 Lasso — Latacunga 2 0,062268 0,837
1 Latacunga 1 - Latacunga 2 0,088788 0,267
1 Lasso - Salcedo 0,053656 0,981
1 Latacunga 1 - Salcedo 0,127789 <0.0010
1 Latacunga 2 - Salcedo 0,068213 0,973
1 Lasso - Patate 0,058681 0,927
1 Latacunga 1 - Patate 0,148561 0,003
1 Latacunga 2 - Patate 0,077616 0,39
1 Salcedo - Patate 0,050689 1
1 Lasso - Cotopaxi 0,106984 <0.0010
1 Latacunga 1 - Cotopaxi 0,224516 <0.0010
1 Latacunga 2 - Cotopaxi 0,138757 <0.0010
1 Salcedo - Cotopaxi 0,170313 <0.0010
1 Patate - Cotopaxi 0,268117 <0.0010
1 Lasso — Las Vifias 0,061576 0,246
1 Latacunga 1 — Las Vifias 0,084447 <0.0010
1 Latacunga 2 — Las Vifias 0,044928 1
1 Salcedo — Las Vifas 0,047352 0,817
1 Patate — Las Vifias 0,052138 0,982
1 Cotopaxi — Las Vifas 0,098392 <0.0010

85



Anexo 11

Tabla de los valores obtenidos de la prueba Unifrac no ponderada (UWSig)

Tree# Groups UWScore UWSig
1 Lasso - Latacunga 1 0,852436 <0.0010
1 Lasso — Latacunga 2 0,808638 <0.0010
1 Latacunga 1 - Latacunga 2 0,815164 <0.0010
1 Lasso - Salcedo 0,832385 <0.0010
1 Latacunga 1 - Salcedo 0,869221 <0.0010
1 Latacunga 2 - Salcedo 0,822487 <0.0010
1 Lasso - Patate 0,809332 <0.0010
1 Latacunga 1 - Patate 0,857623 <0.0010
1 Latacunga 2 - Patate 0,808229 <0.0010
1 Salcedo - Patate 0,806364 <0.0010
1 Lasso - Cotopaxi 0,915405 <0.0010
1 Latacunga 1 - Cotopaxi 0,933271 <0.0010
1 Latacunga 2 - Cotopaxi 0,924316 <0.0010
1 Salcedo - Cotopaxi 0,937611 <0.0010
1 Patate - Cotopaxi 0,92317 <0.0010
1 Lasso — Las Vifias 0,832788 <0.0010
1 Latacunga 1 — Las Vifias 0,867612 <0.0010
1 Latacunga 2 — Las Vifias 0,831295 <0.0010
1 Salcedo — Las Vifas 0,843642 <0.0010
1 Patate — Las Vifas 0,83876 <0.0010
1 Cotopaxi — Las Vifas 0,930673 <0.0010
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