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RESUMEN 

Se presentan los resultados del trabajo de investigacién realizado durante la maestria en Ecologia en 
el Instituto de Ecologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. El trabajo se realiz6 en 
el laboratorio de Ecologia Quimica, bajo la tutoria de Ja Dra. Marisa Mazari Hiriart sobre el uso de 
indicadores biolégicos de calidad del agua subterrénea en una zona dé Ta Cludad de México y la 
tematica central de esta investigacién fue el uso de colifagos como indicadores alternos de calidad 
de agua. 

El primer trabajo “Potential Fate of Viruses in the Aquifer Underlying Mexico City”, se present6 en 
forma de péster en el 80 Simposium Internacional de Microbiologia del Agua y Salud, en Palma de 
Mallorca, Espaiia, 6-10 octubre, 1996. Se seleccioné el bacteriéfago MS-2 por tener caracteristicas 

fisicas similares y de comportamiento ambiental con los enterovirus, se realizaron experimentos de 
supervivencia utilizando viales con agua subterrénea de 5 localidades en la Ciudad de México y 
creando un microcosmo para simular las condiciones del acuifero con una duracidn de 20 dias. Se 
encontr6é que estos colifagos sobreviven en las condiciones del acuifero con una disminucién en 
poblacién de entre 1 y 2 ordenes de magnitud, no habiendo diferencias significativas entre los sitios. 

El segundo trabajo “Bacterial and Viral Indicator of Fecal Pollution in Mexico City’s Southern 
Aquifer” se encuentra en prensa en Journal of Environmental Science and Health, Part A (aceptado 
mayo 12, 1999). Con base en los resultados de la fase previa se decidid realizar experimentos de 
supervivencia por 45 dias utilizando 2 colifagos MS-2 y PRD-1. La diferencia que se observé entre 
el dia 20 (primera etapa) y el dia 45 fue de aproximadamente 1 orden de magnitud para ambos 
fagos. Los resultados muestran la capacidad de supervivencia de colifagos por periodos largos lo 
que suguiere un comportamiento similar de enterovirus en estos ambientes. Asi mismo se realizé 

un monitoreo a lo largo de 10 meses en 5 pozos de extraccién analizando muestras de agua 
subterrinea mediante pardmetros tradicionales como coliformes totales, coliformes fecales y 
estreptococos fecales, asi como colifagos. Se analizaron las ventajas del uso de los 4 indicadores 
asi como sus posibles combinaciones para proporcionar una evaluacién mas completa de 1a calidad 
bacteriolégica y virolégica del agua subterranea. 

En este esiudio se observ6 que la presencia de colifagos en agua presentan una buena correlacion 
con ja calidad de Ja misma. Los colifagos cumplen con los criterios de un buen indicador de 
contaminaci6n, estén presentes cuando otro microorganismo est4 presente, son mas resistentes a 
condiciones ambientales adversas y a tratamientos de desinfeccién del agua. Ademés por jos 
tiempos de supervivencia mas larga en el acuifero dan un margen de seguridad con respecto a la 
posible existencia de enterovirus; siendo de utilidad para la evaluacién tanto de contaminacién 
reciente como antigua. 

Los niveles de contaminacién encontrados en el agua subterrénea evidencian la vulnerabilidad del 
acuifero que subyace a la Zona Metropolitana de la Ciudad de México, y que tradicionalmente se 
consideraba de buena calidad y protegida por las formaciones geolégicas. La deteccién de colifagos 
es un método sencillo y accesible desde el punto de vista técnico y econédmico, por lo que se 
recomienda como un pardmetro basico para la determinacién de calidad de agua, especialmente 
aplicable como indicador de calidad de agua para el uso doméstico por su sensibilidad y 
especificidad.



INTRODUCCION 

EI Agua subterranea en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) 

Numerosos centros urbanos en todo el mundo dependen del agua subterranea como su tinica fuente 

de agua potable. El agua superficial en la Cuenca de México es escasa. El 70% del agua que 

consume esta Megaldpolis se extrae del sistema de acufferos, lo que equivale aproximadamente a 42 

m/s (Ezcurra y Mazari, 1996; NRC, 1995). El area total de 1a Cuenca de México es de alrededor 

de 9,000 km? y el sistema de acuiferos que abastece a la Ciudad de México, estd localizado en la 

parte sur occidental de la Cuenca cubriendo 3,448 km? (Lesser et al., 1990). 

La Cuenca de México es considerada una de las 10 Regiones en Riesgo Ambiental a nivel mundial 

por tener una alta densidad poblacional e industrial, estar localizada dentro de una cuenca 

naturalmente cerrada, y por el rapido deterioro de la calidad del agua y del aire, ademas de los 

problemas existentes en el suministro de agua y la dependencia de las regiones que Ja rodean tanto 

para el abastecimiento de agua como de alimentos (Kasperson et al., 1995). 

Se han definido tres principales zonas geohidrolégicas para la Cuenca de México: la zona lacustre, 

la zona de montaiia y la zona de transicién (Marsal y Mazari, 1969; NRC, 1995). La forma en que 

los contaminantes, migran hacia los sistemas de agua subterrénea depende de factores que varian 

entre las tres zonas geohidroldgicas mencionadas anteriormente. Estos factores son: la composicién 

y textura de los suelos, el nivel freatico, la tasa de recarga, la pecipitacién, y la temperatura entre 

otros, influyendo en la movilidad, transporte, transformacién y degradacién de estos contaminantes 

(Lesser et al., 1990). 

Los suelos lacustres abarcan gran parte de la superficie de la Cuenca donde puede distinguirse el 

lecho de los antiguos lagos, son suelos muy compresibles de baja permeabilidad y de espesor 

variable, con promedio alrededor de 60 m (Lesser et al., 1993). Gran parte del acuffero de ja 

ZMCM (834 km’) estd cubierto por gruesas capas de arcilla de muy baja permeabilidad (NRC, 

1995). Por muchos aifios se ha considerado que el agua subterrénea estaba protegida por las capas 

de suelo que cubren al sistema de acuiferos, especialmente por los suelos de tipo arcilloso que 

actiian como un filtro natural de contaminantes. Sin embargo, los contaminantes pueden entrar, 

migrar y dispersarse en estos sistemas subterraneos (Mazari y Mackay, 1993).



La zona de montafia es de origen volcdnico ¢ incluye sierras y elevaciones que forman el parteaguas 

de 1a Cuenca, ademas de ciertas elevaciones enclavadas dentro de la misma. La zona de transicién 

se extiende entre el lecho del lago y las montaiias, es un drea en que las capas de arcilla lacustre se 

intercalan con las de limo y arena, las areas mds cercanas a la base de las montaiias en la zona sut 

estén compuestas principalmente de basalto (NRC, 1995; Lesser et al, 1993). Las principales 

zonas de recarga de agua subterrdnea son la zona de transicién donde se originan infiltraciones de 

agua pluvial que alimentan al acuifero (NRC, 1995). 

Fuentes de contaminacién 

Si se considera que la ZMCM alberga a una poblacién de aproximadamente 18 millones de 

habitantes y que en esta 4rea se encuentra aproximadamente el 50 % de la industria del pais con la 

consiguiente produccién de desechos que no recibe un tratamiento adecuado, resulta preocupante el 

alto niimero de fuentes de contaminacién tanto del suelo como del agua en esta zona (Ezcurra y 

Mazari, 1996; INEGI, 1990). 

Dentro de l2 ZMCM algunas de las fuentes potenciales de contaminacidn de agua subterranea son: 

infiltraci6n de lixiviados a partir de sitios de disposicién de desechos s6lidos, infiltracién de aguas 

tesiduales de origen tanto doméstico como industrial sin tratamiento, zonas que carecen de drenaje, 

infiltracién de aguas pluviales, canales de drenaje no revestidos, basureros a cielo abierto, con o sin 

aislamiento del suelo, pozos abandonados, asi como problemas en el sistema de. distribucién del 

agua y conexiones cruzadas de agua potable con cualquier otro fluido contaminante (Lesser et al., 

1990; Mazari y Mackay, 1993; CNA, 1994; SEDESOL-INE, 1994; NRC, 1995). 

Un gran nimero de microorganismos intestinales patégenos y no patégenos son aportados por las 

excretas de humanos y otros animales de sangre caliente (Rao y Melnick, 1986; Evans, 1991). El 

agua puede contaminarse por mas de 140 serotipos de virus a través de heces fecales de humanos y 

animales. Virus de Hepatitis A, calicivirus, adenovirus, rotavirus y enterovirus son los grupos de 

mayor incidencia en la salud humana. Se han reportado un gran nimero de epidemias debido a la 

presencia de estos virus en el ambiente (Bosh et al., 1991; Evans, 1991). 

La deteccién de bacterias entéricas en el agua potable, puede servir como una advertencia sobre 

eventos de contaminacidn, o problemas en el sistema de distribucién de agua potable. Sin embargo, 

la identificacién y enumeracién de todas las bacterias patégenas que pueden estar presentes en el



agua es costoso, requiere de tiempo, y es poco pr4ctico para desarrollarlo en forma rutinaria por lo 

que se utilizan sistemas de evaluacién accesibles para uso cotidiano, lamados “indicadores” (Singh 

et al., 1992). 

Calidad microbiolégica del agua, uso de indicadores 

La evaluacién del riesgo de contaminacién de agua potable debe ir més all4 de enumerar los 

patOgenos cuando estos estan presentes. Se necesita proporcionar una evaluacién de la probabilidad 

que se presente un organismo patégeno en el abastecimiento de agua, es decir se trata de utilizar 

herramientas que midan e] “riesgo” en términos de la posibilidad de que el sistema reciba 

patégenos, esta es Ja principal funcién de los indicadores (McJunkin, 1988; Snowdon y Cliver 1989; 

Godfree et al., 1997). 

Los “organismos indicadores” no tienen una relacién directa con el niimero de patégenos presentes 

en una muestra dada de agua, sino que ayudan a evaluar el grado en que ha sido contaminada el 

agua, por la presencia de heces humanas y de animales de sangre caliente. Los indicadores evaltian 

la posibilidad de transmisién por el agua de cualquier tipo de enfermedad como consecuencia de 

contaminacién fecal, asi como también Ja efectividad de los procesos de tratamiento y la seguridad 

sanitaria del agua potable (McJunkin, 1988; Pontius, 1990). 

Cualquier organismo que se encuentre en la heces fecales es un indicador potencial de 

contaminacién fecal, no obstante, no todos los organismos aportan la misma informacién como 

indicadores. Algunos son mas faciles de medir o pueden estar en mayor némeros y otros pueden 

sobrevivir por largos perfodos (Singh e¢ al., 1992). Para que un indicador sea titi! su ausencia debe 

establecer una menor probabilidad (que tienda a cero) de encontrar patégenos (Dan ef al., 1996). 

Durante décadas el grupo coliforme fecal ha sido usado como indicador de patégenos humanos para 

evaluar la calidad de agua (Godfree et al., 1997). Las bacterias coliformes no ocupan por periodos 

prolongados los ecosistemas acuaticos, por tanto su presencia en agua sirve como un indicador de 

contaminacién fecal reciente (FDA, 1997). Estas bacterias son relativamente faciles de detectar y 

enumerar, ¢ indican la existencia potencial de enteropatégenas en agua potable (Singh eg al., 1992). 

La resistencia de los mictoorganismos enteropatégenos en ambientes externos es muy variable y 

depende de muchos factores incluyendo las diferencias entres especies y organismos, asi como 

también las condiciones ambientales y el tipo de tratamiento que se le da al agua. Por lo que, en la 

actualidad los agentes bacterianos que se usan para la evaluacién de ta calidad del agua y la



prevencion de enfermedades causadas por bacterias entéricas han sido cuestionados en su utilidad 

como indicadores adecuados de contaminacién viral (Kott et al.,1974; Mara y Oragui, 1983; 

Funderberg y Sorber 1985; Snowdon y Cliver 1989; IAWPRC, 1991; Grabow et al., 1993). 

Por tanto, parece necesario la utilizacién de indicadores alternativos de contaminacién fecal y que 

ademas puedan ser de utilidad para la evaluacién de contaminacién por virus dentro del monitoreo 

tutinario del agua para consumo humano. Entre algunos indicadores potenciales estan los colifagos 

somaticos (Hilton y Stotzky.1973; Kott et al, 1974), colifagos F* (Havelaar y Hogeboom 1984; 

IAWPRC, 1991) y bacterfofagos que infectan a Bacteroides fragilis (Jofre et al., 1986, Tartera y 

Jofre 1987; IAWPRC, 1991). 

Evidencias de presencia de enterovirus en ausencia de coliformes 

Los virus y algunos pardsitos presentan una mayor resistencia a la inactivacién natural o a los 

procesos de tratamiento de agua que los indicadores bacterianos usuales (Payment et al., 1985; 

1993; Jofre et al, 1997). Puede existir alguna relacién entre el ntimero de bacterias indicadoras y 

virus entéricos en aguas recientemente contaminadas con cargas fecales muy altas, pero ocurren 

discrepancias cuando el grado de contaminacién es menor 0 ha trascurrido algtin tiempo entre el 

evento de contaminacién y la evaluacién del mismo (Geldenhuys y Pretorius, 1989). Dichas 

diferencias parecen ser debidas al tamaiio de las muestras usadas en el andlisis de virus y bacterias 

coliformes (400 L vs 50-100 mL respectivamente), a la escasez de nutrientes para mantener con 

vida a las bacterias y la mayor resistencia de los virus en ambientes acudticos (Rao y Melnick, 

1986). 

Las coliformes son organismos celulares mientras los virus son cadenas de dcido nucleico cubiertos 

con una capa protéica pero sin una maquinaria propia para reproducirse, por lo que las primeras son 

mas susceptibles al estrés ambiental que los VEH (Jawetz et al.,1987; Evans, 1991). Los virus son 

mas pequefios que las bacterias, ademas presentan propiedades coloidales en agua, esto es, poseen 

una Carga en su superficie y se absorben rapidamente a los sélidos. Por lo tanto, la presencia y 

distribucién de virus y bacterias'en agua superficial, subterrénea y residual siguen patrones 

diferentes (Funderberg, y Sorber, 1985; Woody y Cliver, 1995). 

Los Virus Entéricos Humanos (VEH) pueden sobrevivir a los procesos de tratamiento de agua 

mejor que los indicadores bacterianos. Diversos autores reportan la presencia de virus en la 

ausencia de coliformes (Rao y Melnick, 1986; Hadzen et al., 1993). La supervivencia de los virus



dentro de los acufferos depende especialmente del sitio y el tipo de virus. (Hurst et al.,1980; Gerba 

y Goyal 1982; Yates et al.,1985 Dowd y Pillai. 1997; Dowd et al, 1995;1997). La naturaleza fisica 

y quimica de los acuiferos tienen también influencia en la adsorcién viral (Dowd et al., 1996). 

Identificacién de enterovirus, técnicas, y dificultades 

La presencia de virus entéricos humanos en fuentes de agua ha sido reconocida por varias décadas, 

pero existe poca informacién sobre los aspectos epidemiolégicos. En cuanto al monitoreo del agua 

para evaluar Ja presencia de virus, existen problemas relacionados con metodologias especificas 

para Ciertos virus, su estandarizacién y validacién (Keswick y Gerba, 1980; APHA, 1992) Ademds 

del gran requerimiento de tiempo para obtener resultados, variacién en la deteccién con precisién y 

exactitud de diversos tipos de virus, la escasez de personal capacitado y los altos costos de los 

analisis virales (Evans, 1991; Snowdon y Cliver, 1989). 

La ocurrencia de los virus en el ambiente es esporddica y hay diferencia entre virus e indicadores 

propuestos en cuanto a capacidades de supervivencia, facilidad de deteccién, respuestas a estrés 

ambiental y susceptibilidad a la desinfeccién (Rao y Melnick, 1986; Pontius, 1990). La deteccién 

de enterovirus (poliovirus, coxsackievirus grupos A y B y echovirus) por cultivo celular es el 

método de referencia ya que es la dnica manera en que la naturaleza infecciosa de los virus aislados 

puede ser determinada. Una de las principales limitantes en la deteccién directa es la carencia de 

células adecuadas para realizar cultivo celular de algunos virus de importancia epidemiolégica, 

incluyendo virus de la hepatitis A, Norwalk virus y rotaviruses. 

Técnicas de biologia molecular como transcripcién reversa con reaccién en cadena usando 

polimerasa (RT-PCR) puede ser utilizada por su alta especificidad, sensibilidad y rapidez (24 a 48 

h) en la deteccién del genoma de enterovirus (Kopecka et al, 1993; Gantzer et al, 1997). La 

deteccién del genoma de los enterovirus por RT-PCR es una herramienta valiosa y alternativa al 

cultivo celular en la deteccidn de virus en sistemas acudticos. Sin embargo la deteccién del genoma 

viral por si mismo no nos proporciona ninguna informaci6n acerca de la infectividad de los virus 

detectados. 

Los bacteriofagos como indicadores de entrovirus, 

Un indicador de virus entéricos humanos es necesario para el monitoreo adecuado y seguro de 

calidad del agua. El indicador idéneo debe ser de origen fecal humano y no reproducirse en el agua, 

debe estar presente en ambientes acudticos en cantidades representativas de la contaminacién por



virus entéricos humanos. Ademés debe ser similar a los virus entéricos humanos con respecto a sus 

propiedades fisicas, mismas que determina su comportamiento en sistemas acudticos, no ser 

patégeno y ser facil y rapido de detectar (Snowdon y Cliver, 1989; Pontius, 1990; Moringo et al, 

1992; Woody y Cliver, 1995) 

Algunos bacteriofagos cubren la mayoria estos requerimientos para ser indicadores de enterovirus 

humanos en agua especialmente en sistemas de agua subterranea (Gerba, 1987). Los bacteriéfagos 

son virus que parasitan bacterias; aquellos que parasitan especificamente Escherichia coli se les 

llama colifagos. Un aspecto que debe enfatizarse es que los colifagos son habitantes del tracto 

intestinal humano y de otros animales como mamiferos y pdjaros, y son encontrados siempre que 

existe contaminacién fecal (Snowdow y Cliver 1988). Los colifagos estén presentes en aguas 

residuales (Furuse, 1987) en agua subterranea (Zohar et al, 1984) y tienen comportamientos 

similares a los enterovirus en agua subterrdnea (Skilton y Wheeler, 1988). Algunos colifagos como 

los que parasitan B. fragilis son exclusivamente de origen fecal humano. 

Numerosos reportes ha mencionado la utilidad de los bacteriéfagos y colifagos para actuar como 

indicadores de calidad microbioldgica del agua (Kott, et al, 1974; Grabow et al., 1984; Snowdon y 

Cliver, 1989). El posible uso de colifagos como indicadores en procesos de tratamiento de agua 

potable ha sido estudiado por diversos autores (Guy et al, 1977; Keswick et al., 1984; Stetler, 

1984; Bitton, 1987; Ketratanakul y Ohgaki, 1989; Payment et a/., 1993). Han sido sugeridos como 

los mejores indicadores de los enterovirus, dado que tienen caracteristicas y comportamiento en el 

ambiente similares a los enterovirus, como es la resistencia a los sistemas de desinfeccién y 

transporte a través de los sistemas de distribucién muy similar a los enterovirus (Debartolomeis y 

Cabelli, 1991). Ademés se ha encontrado que son tan resistentes al estrés ambiental y a la cloracién 

como los enterovirus (Kott et al., 1974). La sobrevivencia de colifagos en el ambiente es afectada 

por factores tales como 1a concentracién de iones, el pH, la temperatura, la materia orginica, la 

ptesencia de material organico particulado, y la actividad microbiana en el agua (Nasser et al., 

1993). 

Los bacteridfagos comparten propiedades con virus humanos en términos de su estructura, 

composicién, tamafio y morfologia. En vista de este parecido algunos colifagos tienen 

caracteristicas que los hacen atractivos para su aplicaci6n como indicadores o modelos de virus 

humanos (IAWPRC, 1991; Grabow et al., 1993; Cabelli et al., 1996; Dowd y Pillai, 1996; Donia y 

Pana, 1996; Nasser y Blanc, 1996; Tree et al., 1996).



Tres tipos de bacteriéfagos han sido propuestos como indicadores especificos de contaminacién 

viral: los colifagos somaticos (Morinigo et al., 1992; Grabow et al, 1993; 1995,Kamiko y ohgaki, 

1993) los RNA colifagos F especificos, (F+) (Havelaar et al, 1986; Havelaar, 1987; Debartolomeis 

y Cabelli, 1991; ISO, 1993; Nasser et al., 1993; Woody y Cliver, 1995 ) y los fagos de Bacteroides 

fragilis (Jofre et al, 1986;1995; Araujo et al., 1996; Gantzer et al, 1998). El tamafio, estructura y 

la tasa de supervivencia en el ambiente de estos bacteriéfagos son similares a los de los enterovirus. 

Los fagos HSP40 de B. fragilis parecen ser indicadores especificos de contaminacién fecal humana, 

mientras los otros dos tipos de bacteriéfagos pueden serlo de contaminacién tanto fecal humana 

como animal. Se ha mostrado que los niveles de excrecién de colifagos somaticos, F+ especificos y 

bacteri6fagos que infectan B fragilis son generalmente constantes en el humano (Araujo ef al., 

1996). 

Los colifagos, somaticos y F especificos 

Los colifagos somdaticos se encuentran en ambientes contaminados con aguas residuales en 

concentraciones que regularmente exceden las concentraciones de los VEH por varios érdenes de 

magnitud (Grabow et al., 1995). Los colifagos somaticos se ha observado que se multiplican en 

condiciones ambientales, por tanto el uso de estos colifagos implica el riesgo de sobreestimar la 

concentracién de virus patégenos principalmente donde existe una alta concentracién de materia 

organica (Kamiko y Ohgaki, 1993). Se han encontrado correlaciones significativas entre colifagos 

somiticos y la presencia de enterovirus infecciosos, aunque no presentan las mismas fluctuaciones 

en las concentraciénes (Gantzer et al, 1998). 

Una de las limitaciones relacionada al uso de colifagos somaticos como indicadores de 

contaminacién fecal, es que pueden Ilegar a infectar bacterias relacionadas con E. coli que se 

encuentran naturalmente en el ambiente. Ciertos hospederos son metabdlicamente activos en 

ambientes acudticos lo que pudiera causar su multiplicacién y causar la replicacién de colifagos 

somdaticos. Esto implica que la presencia y nimero de colifagos somaticos no siempre esta 

directamente relacionada cualitativa ni cuantitativamente con la contaminacién fecal (Grabow et 

al., 1995; Handzel et al., 1993). 

Los colifagos ARN F-especificos, o F+ han sido propuestos como organismos indicadores de 

contaminacién fecal para ambientes acudticos (Handzel et al., 1993) y se considera como uno de los 

indicadores més itiles de virus entéricos (Kamiko y Ohgaki, 1993; Heritage et al., 1996). Los



colifagos F+ han sido utilizados como indicadores de calidad de agua y la Organizacién 

Internacional para la Estandarizacién ha formulado un procedimiento estandar para su deteccién y 

enumeracion (ISO, 1993; Grabow et al., 1995). 

Los colifagos F+ puede infectar células hospederas con una “fimbriae” (pili) sexual que codifica 

genéticamente la fertilidad (F). La infeccién de estos colifagos sobre las células hospederas de EF. 

coli (F+) se inicia con la adhesién del pili F a la pared celular. Estos pili, contienen los sitios 

Teceptores para los colifagos F+, y s6lo se producen a temperaturas por arriba de los 30°C. El pili F 

se sintetiza durante el crecimiento exponencial de las células hospedaras con maximo en la fase 

itima de este (Grabow et al, 1995). Cuando la temperatura baja de 25°C después de ser incubados 

a 37°C los pili F son removidos de la pared celular (Kamiko y Ohgaki, 1993). Por tanto los 

colifagos encontrados en muestras ambientales presumiblemente vienen de células que crecieron a 

temperaturas tales como las del intestino de humanos o de otros animales de sangre caliente 

(Handzel et al., 1993; Woody y Cliver, 1995). 

Los colifagos F+ pueden ser comparados con virus entéricos humanos como los enterovirus y los 

virus like-Norwalk, dada su similaridad estructural (sin envoltura, simetria icosaédrica, 27 nm de 

diametro y ARN de cadena tinica) (Van Olphen et al., 1991; Handzel et al., 1993; Cabelli et al., 

1996). Por ejemplo los colifagos del tipo MS-2, en los cuales su tamafio y estructura esté muy 

relacionada a la de los enterovirus tipicos como el poliovirus, y tienen una cadena tinica de material 

genético ARN como los enterovirus (Grabow et al., 1995). Ademéas estudios de poblaciones 

mezcladas de colifagos F+ y cadenas prototipo de virus indican similitudes a los virus entéricos 

humanos en términos de respuesta a procesos de tratamiento tales como la coagulacién, floculacién 

y sedimentacin y desinfeccién de agua y aguas residuales (Handzel et al., 1993).



RESULTADOS Y DISCUSION 

El marco geografico de este estudio es 1a Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM). 

En Ja Figura 1.se observa el mapa de esta 4rea, la cual esta dividida politicamente en 26 municipios 

pertenecientes al Estado de México y 16 delegaciones del Distrito Federal. En esta zona geografica 

existen tres zonas geoldgicas: zona lacustre, zona de transicién y zona de montafia que se aprecian 

en la Figura 2 asi como también 1a localizacién de los pozos de extraccién, se puede apreciar que un 

gran nimero de estos pozos se encuentra en la zona de transicién una de las areas mas vulverables 

de contaminarse. En la Figura 3 se puede apreciar la ubicacién geografica de los pozos muesteados 

en este estudio: Iztapalapa y Xochimilco se encuentran en la zonas de transicién, Periférico y 

Xotepingo dentro del rea lacustre y el pozo de Universidad pertenece al zona de montaiia o lomas. 

Las caracteristicas fisicoquimicas del agua de los 5 pozos muestreados en este estudio se muestran 

en la Tabla 1. Se ponen como referencia los limites permisibles segiin los Criterios Ecolégicos de 

Calidad de Agua (DOF,1989) y Ia Norma Oficial Mexicana (DOF, 1996). Los fosfatos no se 

encuentran dentro de la Norma Oficial Mexicana, sin embargo rebas6 en todos los pozos el limite 

permisible de los criterios ecolégicos. El agua subterrénea de Iztapalapa fue el agua que presenté 

una peor calidad y que rebasé los limites para fiero, manganeso, fosfatos y alcalinidad total. 

Se analizaron cualitativamente los cuatros indicadores microbiolégicos utilizados, , coliformes 

totales (CT), coliformes fecales (CF), estreptococos fecales (EF) y colifagos (FA). Se consideraron 

como muestras positivas aquellas en las que se observé la presencia de al menos un organismo en 

cualquiera de las tres replicas por muestra y como muestra negativa cuando bhubo ausencia de 

organismos en todas las réplicas. 

Se Ilevd a cabo una correlacién aplicando la prueba de Spearman, tomando la mediana del 

triplicado de todas y cada una de las muestras independientemente del pozo. Los resultados se 

muestran en la Tabla 2, de acuerdo con los valores sugeridos por Kramer y Feinstein (1981) se 

observa una buena correlacién (0.7367, significancia <0.001) entre coliformes fecales y 

estreptococos fecales y una correlacin moderada (con valores entre 0.5807, significancia <0.001 y 

0.4152, significancia 0.001) entre todos los demas indicadores.
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Tabla 2. Matriz de correlacién de Spearman de los cuatro indicadores microbiolégicos de 

calidad de agua 

CT 0.5807 
n(50) 
Sig <0.001 

EF 0.7367 0.4152 
n(50) n(50) 
Sig 0.000 Sig 0.001 

FA 0.4376 0.4329 0.5844 
n(50) (50) n(50) 
Sig.0.001 Sig 0.001 ~—- Sig 0.001 

CF cT EF 

Se realiz6 un andlisis para conocer cual o cuales de los cuatro indicadores microbiolégicos daban un 

mejor rendimiento. El rendimiento se entiende como el porcentaje de pruebas positivas del total de 

muestras analizadas, todos los parémetros analizados pueden Hegar a presentar tanto falsos 

positivos como falsos negativos, lo que puede llegar a tener cierto impacto en este valor. El 

tendimiento de los indicadores analizados individualmente se muestran en la Figura 4, el indicador 

que mostré un mayor ntimero de muestras positivas (72%) fue el de colifagos seguido de coliformes 

totales (48%), estreptococos fecales (28%) y coliformes fecales (14%). Los colifagos presentaron el 

mayor rendimiento, la bacteria hospedera que se utiliz6 para la deteccién de estos bacteriéfagos es 

la cepa 15597 ATCC, la cual identifica s6lo colifagos F+ que provienen de intestinos de animales 

de sangre caliente incluyendo al hombre, por lo que es un pardmetro altamente especifico. Es muy 

posible que el mayor ntimero de detecciones sea debido a su supervivencia prolongada en ambientes 

extraintestinales , esto lo hace capaz de detectar contaminacién reciente y antigua (Handzel et al, 

1993). 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

28% 

a z 

FA CT EF CF 

Fig 4. Rendimiento de indicadores microbiolégicos de contaminacidén fecal 
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Las coliformes totales son el grupo de organismos que presentaron el segundo lugar en redimiento, 

esto esté relacionado con las caracterfsticas del grupo que cubre un espectro mayor de 

microorganismos, en cuyos resultados positivos se incluyen bacterias que se encuentran 

naturalmente en el ambiente, esto puede ser causa de una sobreestimacién del grado de 

contaminacién fecal. Los estreptococos fecales, con el tercer lugar en rendimiento, se encuentran 

tanto en el tracto intestinal humano como animal, este indicador muestra actividad y supervivencia 

por periodos de tiempo largos en condiciones ambientales tropicales (Handzel et al., 1995) y bajo 

condiciones naturales existe una tendencia al recrecimiento (McJunkin, 1988). Al comparar los 

rendimientos de los 4 pardmetros, las coliformes fecales son el pardmetro que presentan el 

tendimiento mas bajo (14%). Estos microorganismos son especificos del tracto intestinal de 

animales de sangre caliente, aunque se han reportado algunos casos en zonas tropicales en donde se 

encuentra E. coli en ambientes sin aparente contaminacién fecal (Handzel et al., 1995). Las 

coliformes fecales es el indicador més utilizado a nivel internacional de contaminacién fecal para 

agua de consumo humano, sin embargo existen muchos reportes donde se cuestiona la utilidad de la 

este grupo como Unico parémetro como para la evaluacién de agua para consumo humano pues se 

han encontrado tanto bacterias patégenas como virus entéricos en ausencia de coliformes fecales. 

Los tres parametros bacterianos presentan problemas de deteccidn cuando los organismos son 

“viables pero no cultivables”. Debido al estrés los organismos estén presenten en la muestra de 

agua pero no es posible cultivarlos en medio de cultivos estandar pero si se les da un tratamiento 

con medios nutritivos y sustancias buffer previo al cultivo en placa llegan a crecer. 

Se evalué la utilizacién de dos indicadores, tratando de incrementa el rendimiento de deteccién de 

muestras contaminadas y para identificar que organismos serian més iitiles como pareja de 

indicadores. Los resultados se muestran en la Figura 5, donde se observa que colifagos-coliformes 

totales es el par con rendimiento més alto (82%), en segundo lugar colifagos-estreptococos fecales 

(72%) y colifagos-coliformes fecales (72%), seguidos por coliformes totales-estreptococos fecales 

(58%), coliformes fecales-coliformes totales (50%) y por Ultimo coliformes fecales-estreptococos 

fecales (30%). Los pares que mejor representan las condiciones de calidad del agua son colifagos 

en Conjunto con otro grupo de microorganismos como son colifagos-coliformes totales, colifagos- 

estreptocacos fecales y colifagos-coliformes fecales. 
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Figura 5. Rendimiento de parejas de indicadores microblolégicos de contaminacién 

Se organizaron los datos en tablas de contingencia de 2X2 con el objeto de obtener la exactitud, 

sensibilidad y especificidad por pares de pruebas microbiolégicas (Siegel y Castellan, 1995). En el 

areglo de 2x2 el pardmetro ubicado en el eje de Jas ordenadas es el que predice los valores 

positivos y negativos del pardmetro en el eje de las abscisas. Esto se hizo con el objeto de 

visualizar en que medida un parémetro puede predecir la presencia o ausencia de otro, lo que 

reflejarfa su mayor capacidad como indicador. La concordancia es un valor que nos indica que tan 

similares son los dos pardmetros en su capacidad de deteccién. 

Se presenta Ja tabla de contingencia de coliformes fecales vs estreptococos fecales, que a pesar de 

ser la pareja que obtuvo el mas bajo rendimiento (30%), son indicadores muy utilizados en la 

determinacién de la calidad del agua. En la Tabla 3 se observa que tanto la presencia o ausencia de 

coliformes fecales predice la presencia o ausencia de estreptococos fecales. Los resultados entre 

coliformes fecales y estreptococos fecales, muestran una especificidad del 97% y una concordancia 

0 exactitud del 82%. Este par presenta la concordancia més alta de todos los pares de indicadores 

sugiriendo que 1a informacidn que aportan estos dos indicadores es similar, lo que coincide con los 

resultados obtenidos en la correlacién de Spearman; siendo consistentes a dos pruebas estadisticas 

distintas. La tasa entre estos dos indicadores CF/EF ha sido utilizada ampliamente con la idea de 

distinguir contaminacién humana cuando la tasa es >4 y animal cuando la tasa es <1, sin embargo, 

se ha cuestionado el uso de esta tasa (APHA, 1992). 
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Tabla 3. Tabla de contingencia entre coliformes fecales-estreptococos fecales 

  

  

ESTREPTOCOCOS FECALES 

P A valor predictivo(+) 86% 

COLIFORMES PR 6 1 Sensibilidad= 43% valor predictivo (-) 81% 
FECALES Al 8 35 Especificidad= 97% — concordancia= 82%         

En Ja Tabla 4 se presentan las tablas de contingencia para ver que tanto CT, CF y EF predicen la 

presencia o ausencia de colifagos. La tabla de coliformes totales vs colifagos presenté el 

rendimiento mas alto para la deteccién conjunta de contaminacién fecal, obtuvo una sensibilidad de 

53% y una especificidad del 64%, la presencia de coliformes totales predice en un 79% la presencia 

de colifagos, ademds estos dos indicadores tienen una concordancia en sus datos del 56%. 

El par coliformes fecales vs colifagos (Tabla 4) presenta una especificidad del 100% y el valor 

predictivo positivo es también del 100%, lo que quiere decir que siempre que se detectaron 

coilformes fecales se detectaron colifagos, la concordancia fue del 42%, la ausencia de coliformes 

fecales solo predice en un 33% la ausencia de colifagos. Se presentaron 29 casos de ausencia de 

coliformes fecales en presencia de fagos, causando una baja sensibilidad. 

El par estreptococos fecales-colifagos (Tabla 4) presenta una especificidad del 100%, con un valor 

predictivo del 100%, lo que nos indica que siempre que hubo estreptococos fecales se observaron 

colifagos, la ausencia de estreptococos fecales solo predice la ausencia de colifagos en un 39% este 

par tuvo una concordancia de 56%. Se presentaron 22 casos de falsos negativos, ausencia de 

estreptococos fecales en presencia de fagos. 

La ausencia de falsos positivos es decir que no existié presencia de CF y EF en ausencia de fagos, 

es lo que causa que en estos casos la especificidad y el valor predictivo sean del 100%. En el caso 

especifico de CT se puede observar su presencia en ausencia de colifagos, lo cual se explica por la 

existencia de bacterias de origen ambiental y no indicadoras de contaminacién fecal. El alto namero 

de falsos negativos en la tablas de contingencia (presencia de fagos, ausencia de CT,CF y EF), se 

traduce en una baja especificidad, lo que en este caso se explica por que los colifagos tienen mayor 

supervivencia que los otros tres pardmetros. 
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Tabla 4. Tabla de contingencia entre coliformes totales-colifagos 

  

  

  

  

          

  

  

COLIFAGOS 
P A valor predictivo(+) 79% 

COLIFORMES 19 5 Sensibilidad= 53% valor predictivo(-) 35% 
TOTALES 17 9 Especificidad= 64% concordancia= 56% 

COLIFAGOS 
P A valor predictivo(+) 100% 

COLIFORMES P 7 0 Sensibilidad= 19% valor predictivo(-) 33% 
FECALES All 29 14 Especificidad= 100% ~— concordancia= 42% 

COLIFAGOS 
P A Exactitud= 19% valor predictivo(+) 100% 

ESTREPTOCOCOS Pi 14 0 Sensibilidad= 39% valor predictivo(-) 39% 
FECALES Al 22 14 Especificidad= 100% concordancia= 56%         

Los resultados de las tablas de contingencia indican que los colifagos son los indicadores mas 

sensibles a la contaminacién fecal, ya que fueron los organismos que se encontraron con mas 

frecuencia; con o sin la presencia de otro u otros organismos. 

Los tiempos de supervivencia de los indicadores utilizados en este estudio son diferentes, de manera 

general se puede decir que las bacterias tienen una supervivencia de entre dos a siete dias,en tanto 

que los colifagos pueden sobrevivir mas de 30 dias (Snowdon y Cliver, 1989), debido a que son 

menos susceptibles a las mismas condiciones de estrés ambiental, por lo que presentan tiempos de 

supervivencia mayores. De acuerdo con los experimentos de supervivencia realizados en este 

trabajo, después de 45 dias los colifagos siguen viables con disminucién de solo 1 0 2 ordenes de 

magnitud de su concentracién original (Fig 5, 6, y 7). Por tanto, debido a los diferentes tiempos de 

supervivencia las bacterias dan informacién de contaminaci6n reciente y los colifagos aportan 

informacién de contaminacién tanto antigua como reciente. 

Los datos en las tablas de contingencia (Tabla 4) de colifagos en combinacién con los otros tres 

indicadores dan informacién adicional sobre contaminacién reciente y antigua. La suma de los 

datos de las celdas de presencia de colifago-presencia del otro indicador y los datos de la celda 

ausencia de colifagos-presencia del otro indicador, es el valor que representa la contaminacién 

reciente. La celda de presencia de colifagos y ausencia del otro indicador muestra el mimero de 

ensayos con contaminacién antigua. Restando estos dos datos se obtiene un valor que da una idea 

de la contaminaci6n antigua (Tabla 5). 
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Tabla 5 Porcentajes correspondientes a contaminacién antigua o reciente 

  

  

Organismos Indicadores Tipo de contaminacién Muestras (+) % 

FA antigua y reciente 72% 
CT 6CF6EF reciente 58% 

FA-(CT 6 CF 6 EF) . antigua 14% 

  

En Ja Tabla 6 se muestran las determinaciones positivas para los cuatro indicadores microbiolégicos 

que se determinaron en los cinco pozos piloto localizados en las tres zonas geoldgicas, 

Tabla 6. Resultados microbiolégicos positivos en 5 pozos piloto de la 
ZMCM (10 muestras por pozo, n= 50) 

  

Niimero de muestras positivas 
Pozo/Parametro Zona cT CF EF FA 

UNIVERSIDAD montajfia 5 0 3 9 

XOCHIMILCO transicién 8 1 3 7 

IZTAPALAPA transicién 5 6 6 9 
PERIFERICO lacustre 4 0 2 5 

XOTEPINGO lacustre 2 0 0 6 

Total 24 7 14 37 
  

Para determinar si existia diferencia en el grado de contaminacién fecal entre Jas tres zonas 

geoldgicas, los valores de la zona de transicién y la zona de montafia no presentan diferencias por lo 

que se realiz6 una prueba de Ji cuadrada (Xi’). En la Tabla 7 se muestran los datos divididos en 

positivos y negativos de los colifagos, agrupando los valores de zona de transicién y montafia y 

comparandolos con lo de zona lacustre. Segiin los anélisis anteriores el grupo de los colifagos 

resulté ser el indicador mas sensible de contaminacién fecal. El valor de Xi? fue de 14.4 que es > 

Xos= 3.84 por lo que se observa que si existe diferencia entre los datos de estos dos grupos. 

Tabla 7. Numero de muestras positivas y negativas de colifagos en las tres zonas geolégicas 

  

  

Zona Muestras (+) % 

Lacustre 11/20 55% 
Transicién y 

Montafia 25/30 83% 
  

Estos resultados muestran la importancia de la ubicacién de los pozos, los dos mas contaminados se 

localizan en zona de transicién, misma que se ha sugerido como la zona mas vulnerable, éstos 
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tesultados confirman la hipétesis. Los dos pozos menos contaminados corresponden a la zona 

lacustre en la que el acuitardo de arcilla ha sido considerado como una barrera de proteccién para el 

paso de contaminantes y microorganismos debido a 1a baja conductividad hidraulica. El pozo en la 

zona montafiosa se localiza en una zona de basaltos fracturados que subyace una capa de tepetate y 

es relativamente impermeable. 

Los resultados de los 10 muestreos se dividieron en datos de época de Iluvias y epoca de secas y se 

muestran en la Tabla 8. Los muestreos 1,2 y 10 corresponden a luvias (representando el 30% de 

las muestras) y 3,4,5,6,7,8 y 9 corresponden a secas (representando el 70% de las muestras). Se 

realizé una prueba de Xi? para determinar si existia diferencia entre épocas. El valor de Xi? fue de 

0.45 que es < X"o5= 3.84 por lo que se observa que no existe diferencia significativa entre los datos 

de estos dos grupos. 

Tabla 8. Niimero de muestras positivas por épeca del afio 

  

  

Muestras (+) % 
Liuvias 14/20 70 

Secas 15/20 715 
  

Con el objetivo de evaluar la supervivencia de colifagos en las condiciones del sistema de acuiferos 

de la Ciudad de México se realizaron experimentos en microcosmos. Se utilizaron dos colifagos 

ATCC MS-2 y el PRD-1. Se evalud la supervivencia de MS-2 durante 21 dias en un microcosmos 

simulando las condiciones del acuifero: obscuridad, 14 °C de temperatura y agua subterranea de los 

5 sitios de muestreo, los resultados de los promedios de tres experimentos se muestran en la 

Figura.5. Se graficé el logaritmo de UFP/mL (unidades formadoras de placa por mililitro) contra el 

tiempo en dias que duraron los experimentos. La cuenta inicial fue de 9 Log UFP/mL para los 

cinco pozos, se observa que en el primer dia cae la poblacién en aproximadamente dos y tres grados 

logaritmicos, es decir de 6 a 7 Log UFP/mL para los 5 pozos, posteriormente la supervivencia del 

bacteri6fago en el tiempo disminuy6 lentamente, Ilegando al dia 20 con diferencias de 

aproximadamente 1 grado logaritmico, entre 6 y 6.5 Log UFP/mL, siendo Iztapalapa el pozo que 

presenté la mayor disminucidn en la supervivencia, llegando hasta 4.5 Log UFP/mL. 
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Figura 5, Curva de supervivencia del bacteriéfago MS-2 en agua subterranea, promedio 
de 3 experimentos independientes. 

En las figuras 6 y 7 se muestran las graficas de dos experimentos de supervivencia de dos 

bacteridfagos MS-2 y PRD-1, en los que también se simularon las condiciones del acuifero con el 

agua de los cinco pozos piloto. En este caso se observé el comportamiento de los bacteriéfagos por 

45 dias. La concentracién inicial para ambos experimentos fue de 11 UFP/mL, se hicieron 

cuantificaciones diarias los primeros 5 dias, posteriormente se tomaron muestras cada 5 dias. 

En la figura 6 se observa que entre los primeros dos dias la poblacién de MS-2 cae a 10 Log 

UFP/mL, para el quinto dia la poblacién disminuye un poco hasta 9.5 Log UFP/mL. El 

comportamiento de este bacteriéfago en el tiempo (45 dias) en los 5 pozos es con una tendencia 

descendente, con algunos incrementos parciales en ciertas cuantificaciones Hegando a 9 Log 

UFP/mL. 

at
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Figura 6, Curva de supervivencia del bacteriéfago MS-2 en agua subterrdnea. 

En la figura 7 se observa que entre los primeros dos dias la poblacién de PRD-1 cae a 9.8 Log 

UFP/mL, para el quinto dia la poblacién disminuye un poco hasta 9.5 Log UFP/mL. Este 

bacteridfago se comporta durante los 45 dias de duracién del experimento de manera similar con el 

agua de los 5 diferentes pozos, y casi sin variacién en la supervivencia hasta el dia 35, cayendo a 9 

Log UFP/mL. 
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Figura 7. Curva de supervivencia del bacteri6fago PRD-1 en agua subterranea. 
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CONCLUSIONES 

La presencia de colifagos en agua muestra una buena correlacién con la calidad del agua. Los 

colifagos cumplen con los criterios de un buen indicador de contaminacién, estén presentes cuando 

otro microorganismo esta presente, incluyendo bacterias y virus, son més resistentes a condiciones 

ambientales adversas y a tratamientos de desinfeccién del agua. Ademis por sus periodos largos de 

supervivencia en el acuifero dan un margen de seguridad con respecto a la posible existencia de 

enterovirus. 

La ausencia de enterovirus en las muestras de agua subterranea analizadas es insuficiente para 

generalizar que los enterovirus no Ilegan a contaminar el acuifero. La presencia de otros 

indicadores de contaminacién fecal en agua subterranea, es una indicacién de la vulnerabilidad de 

este recurso. La baja ocurrencia de los enterovirus en agua potable, y los altos costos del material y 

equipo para realizar detecciones de enterovirus, ha hecho dificil hacer una evaluacién de su 

presencia y el riesgo que representan para la salud pablica. 

Las diferencias entre la calidad del agua proveniente de las diferentes zonas geolégicas fue 

evidente. Los pozos de la zona lacustre fueron los menos contaminados y la zona de transicién fue 

la que presenté el mayor grado de contaminacién, en especial el pozo de Iztapalapa resulté ser el 

tuvo el mayor nimero de muestras positivas. Se presenté una diferencia significativa de la calidad 

del agua subterranea, entre la zona lacustre y el area que abarca Ja zona de transicién y la 

montafosa. 

No se observ6 en este estudio diferencia significativa entre la calidad del agua dependiendo de la 

€poca del afio (lluvias y secas), quizis se tendria que hacer un monitoreo mas intensivo para 

detectar la existencia de este patron. 

La deteccién de colifagos es un método sencillo y accesible desde el punto de vista téenico y 

econdmico, por lo que se recomienda como un parémetro basico para la determinacién de calidad 

de agua. Este indicador deberia incluirse en la norma oficial mexicana donde sélo se establecen 

limites permisibles para coliformes totales (2 UFC/100mL) que es un indicador poco especifico de 

contaminaci6n fecal y para coliformes fecales (0 UFC/100 mL), que result6 ser el parametro con 

menor rendimiento en este estudio; sin que aparezca ningin tipo de indicador de presencia de 

enterovirus. Los colifagos resultan ser especialmente aplicables como indicadores de calidad de 

agua para el consumo doméstico por su alta sensibilidad y especificidad. 
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A pesar de que los colifagos han sido utilizados como indicadores de contaminacién fecal y son 

propuestos como buenos indicadores de enterovirus resultando ser un método muy sensible, el uso 

de bacteridfagos como indicadores de calidad del agua para consumo humano tiene ciertas 

implicaciones. Los colifagos somaticos son los colifagos menos especificos Ilegando a infectar 

tanto bacterias de origen entéricos como de origen ambiental, lo que seria el caso también de las 

coliformes totales, llegando a sobrestimar la contaminacion fecal. En el caso de Ios colifagos F+ 

uno de los principales puntos a resolver es el tipo de cepa bacteriana que se utiliza como hospedera 

y la estandarizacién del andlisis en lo que se refiere a medios de cultivo y métodos para su 

concentracién y deteccién. La investigacién en la busqueda del “indicador ideal” parece dirigirse al 

uso de bacteridfagos de Bacteroides fragillis como indicador especifico de contaminacién fecal 

humana prometiendo ser uno de los mejores indicadores para aseguramiento de la calidad de agua 

para consumo humano, sin embargo todavia no hay un consenso y permanece abierta la 

investigaci6n y discusién en esta area. 

El agua potable debe de estar libre de organismos patégenos, incluyendo los bacterias, virus y 

parasitos. Para realizar una evaluacién de la calidad microbiolégica del agua dentro de un programa 

de monitoreo continuo para consumo humano deben de realizarse los andlisis de indicadores 

tradicionales de contaminacién fecal en conjunto con 1a evaluaci6n de colifagos. El uso de 

colifagos con uno o varios pardmetros tradicionales, ofrecen en conjunto una evaluacién practica , 

confiable y accesible econémicamente de la calidad tanto bacteriolégica como viroldégica del agua. 
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POTENTIAL FATE OF VIRUSES IN THE AQUIFER UNDERLYING MEXICO CITY 
Marisa Mazari-Hiriart*, Beatriz Torres-Beristain* and Suresh D. Pillai ** 

* Centro de Ecologfa, Universidad Nacional Aut6énoma de México 
. Apartado Postal 70-275, 04510 México, D.F., México 
+* Texas A&M University Research Center, 1380 A&M Circle, El Paso, Texas 

79927, USA 

ABSTRACT | 
Mexico City with a population over 18 million relies on an aquifer that underlies the 
metropolitan area for 70% of its water supply. A laboratory study was undertaken to evaluate 
the fate of viruses in this aquifer using the male specific coliphage (MS-2) as an indicator virus. 
Groundwater samples were obtained from five different locations of the metropolitan ‘area and 
used in microcosms inoculated with the test phage. The results suggest that viruses could be . 
expected to survive for long periods of time in the aquifer underlying Mexico City and. 
theoretically pose a serious public health threat. 

KEYWORDS 
_ Phage, survival, groundwater, Mexico City 

INTRODUCTION 
Traditional methods using total coliform and’ fecal coliform, have indicated the presence of 
bacterial pathogens in the Mexico City aquifer (NRC-AIC, 1995). There is however a significant 
lack of information on the presence and fate of pathogenic viruses in water. Male specific 
bacteriophages can serve as indicators for the presence and survival of enteric viruses in source 
water (Yahya et al., 1993). This approach can be extremely useful in developing countries where 
the technology for detecting enteric viruses may be lacking. In this study, the male specific 
coliphage MS-2, was used in laboratory microcosms to determine the potential fate of viruses 
in the aquifer underlying Mexico City. 

MATERIALS AND METHODS 

Groundwater samples were obtained between November 1995 and March 1996 from five 
different locations within the metropolitan area of Mexico City using 150-180 m pumping wells. 
Physico-chemical characterization was performed using APHA methods (APHA, 1992). 50 ml © 
of sample were placed in polypropylene tubes (Falcon 2098) and inoculated with the test phage 
at 10°-10* PFU/ml. The tubes were incubated in the dark for 20 days at 15°C (the aquifer 
temperature). At periodic intervals, aliquots were removed, and the phages enumerated using 
the host bacterium E. coli ATCC 15597. A total of three independent survival studies were 
performed and the survival patterns in the five different samples were compared. 

RESULTS AND DISCUSSION 
Figure 1 represents the survival of bacteriophage in groundwater from the five different 
locations. The values represent the average of the three independent studies. Even though there 
was a general decline of about 2 log units in all the samples, what is significant is that virus 
populations averaging approximately 10° PFU/mi were still viable even after 20 days. In only 
two samples (sites 4 and 5) did the virus exhibit a different survival pattern, probably as a result 
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of the unique chemical composition of the groundwater at this location (Table 1), which had 
significantly higher concentrations of Mg, Fe and Cl. Previous studies (Alvarez et al., 1995) 

. have shown that increasing cation concentrations can have a detrimental effect of virus survival 
and viability. The Mexican. regulations concerning water quality are based on physico-chemical 
parameters and indicator bacteria (total and fecal coliforms). According to this study, the 
samples collected from the five different locations exceeded the regulatory limits in at least one 
parameter. The presence of specific chemical components and bacterial indicators above the 
permissible limits suggests the presence of aquifer contamination. 
Overall, the results suggest that there is a strong potential for viruses to survive for extended 
periods of time within the aquifer thus increasing the public health risk. Due to public health 
importance of gastroenteritis and other infectious diseases it is strongly recommended that 
comprehensive bacterial and viral monitoring to identify the sources of aquifer contamination 
be initiated. This study emphasizes the need for public health agencies throughout Mexico to 
employ viral indicators in addition to the bacterial indicators to assess the health risks arising 
from microbial pathogens in water supplies. ‘ ‘ 
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Table 1. Average physico-chemical (mg/l) and bacteriological (CFU/100 ml) characteristics 
of groundwater 

  

  

    

  

pH 6.82 TAT 7.51 7.13 7.10 
TC 13.75 10.25 15.95 15.50 19.0 
N-NH, <005 <005 <005 <0.05 < 0.05 
N-NO, <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 
N-NO, 1.231, 1.359 0.441 0.957 0.019. 
P-PO, 0.134% 0.375" 0.074. = s.147* = 0,336 
cr 26.5 12.0 . 27.5 82.5 209.5 

Fe <0.05  <0.95  <0.05 <0.05 0.288* 
Mg 11.94 17.52, 8.20 34.15 54,19 
OCAM 3.5 45°23 103° 119 
Total coliforms 18* 60" oF 41i* 33* 

Fecal coliforms 1* 2* ND 2* 1* 

Fecal streptococci 2 49 20 3 

* parameters above permissible limits (DOF 1990, 1996)" 
OCAM oxygen consumed in acid media 
ND - not detected , 
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ABSTRACT . 

Mexico City with a population of about 18 million people relies on 

groundwater to supply about 70% ofits water needs, In order to understand the extent 

of microbial pathogen contamination of these reserves, a 10 month long monitoring 

study of the southern aquifer was undertaken. Groundwater samples were collected 

from five different locations and analyzed (100 mL) for total coliforms, fecal coliforms, 

and fecal streptococci. Larger volume samples (5 L) were collected and concentrated 

for quantitative and qualitative (presence/absence) determination of microorganisms 

including bacteriophages. Gene amplification (PCR) approaches were employed to 

screen for Escherichia colilShigella specific (uid) séquences. Laboratory microcosms 

were conducted to evaluate the potential survival of pathogenic viruses in the 
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groundwater using MS-2 and PRD-1 as model viruses. Coliphage as @ single indicator, 

or in conjunction with fecal coliforms and fecal streptococci were found to have value 

as an indicator of fecal pollution in this geographical region. The results indicate that 

the southern aquifer underlying metropolitan Mexico City can pose & significant risk to 

public health when water ig distributed and used without ‘adequate disinfection. The 

pumping wells located in the transition and mountain areas indicated the presence of 

extensive microbial pathogen contamination. There was surprisingly, 10 difference 

between the dry and rainy seasons in terms of the presence of fecal pollution microbial 

indicators. 

INTRODUCTION 

Mexico City with a population of over 18 million documented inhabitants is 

located in what is referred to as the Basin of Mexico (Valverde and Aguilar, 1987). 

The Mexico City Metropolitan Area (MCMA) is considered to be one of the 

world’s largest settlements occupying what was essentially a closed hydrological 

basin (Tumer et al., 1995). The region, with its extensive urbanization and 

industrialization already faces a number of ecological problems, most important of 

which is the availability of drinking water (Aguilar et al., 1995, Turner et al., 

1995). Water consumption in Mexico City is currently around 63 m/s (GAVM, 

1995), with about 70% of it being mined from groundwater reserves and around 

30% from external surface water sources. Water is considered fundame
ntal



resource challenge to this region which is expected to exceed 20 million inhabitants 

by the turn of the century (Ezcurra and Mazari-Hiriart, 1996). 

The Basin of Mexico can be defined by three major geologic zones, the 

Lacustrine Zone, created by clay deposition of the old lake system, the Piedmont 

or Transition Zone, and the surrounding Mountain Area. The MCMA receives 

groundwater from four different aquifer systems, of which the southern aquifer 

represents the most important, based on extraction volumes (Mazari and Mackay, 

1993). 

Even though the surficial clay aquitard has been presumed. to prevent 

downward migration of chemical and microbiological contaminants, conventional 

microbiological analyses (for total and fecal coliforms) performed in 1993 by 

governmental agencies, have indicated the presence of contamination in the eastern 

and northern aquifer (NRC, 1995). The National Research Council report is rather 

cryptic with no specific information about the total number of samples, and 

whether the samples were obtained from wells undergoing chlorine disinfection or 

not. 

Drinking water quality in Mexico has been based, as in other regions of the 

world, for the most part on indicator organisms such as total coliforms and fecal 

coliforms since the 1950's (DOF, 1953; DOF, 1988; Urroz, 1973). Current 

regulations are still based on threshold limits of 2 CFU/100 mL of total coliforms 

and 0 CFU/100 mL of fecal coliforms (DOF, 1996). Only under emergency 
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situations such as during disease outbreaks, are specific pathogens investigated, 

under the joint directive of the Secretaria de Salud (SS) (Ministry of Health), the 

Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP) 

(Ministry of the Environment, Natural Resources and Fisheries), and the Comisién 

Nacional del Agua (CNA) (National Commission of Water). 

The use of traditional indicator organisms such as total and fecal coliforms 

to set standards and regulations in a tropical region such as Mexico City can be 

problematic since they do not cover the large spectrum of infectious organisms that 

could potentially be present within such an environment, and moreover, because 

indicator organisms such as E. coli have been shown to occur indigenously in 

tropical waters (Hazen and Toranzos, 1990). 

The overall objective of this study was to identify the microbiological quality of the 

groundwater in specific regions of the aquifer system underlying Mexico City. A 

10 month monitoring study of the southern aquifer system was conducted during 

1996 and 1997. The objectives of this study included an evaluation of the 

microbiological quality of the groundwater by employing contemporary screening 

methods including gene amplifications for bacterial pathogens, and the occurrence 

of male specific coliphages, along with traditional methods such as total and fecal 

coliform enumerations. The objective was to identify reliable and cost-effective 

methodologies that could be employed in developing countries. The project 

objectives were addressed by sampling five wells located within the southern



aquifer and which were located in different geologic zones. Additionally, 

laboratory microcosm studies using model viruses (MS-2 and PRD-1) were 

performed to determine the potential fate of enteric viruses in the groundwater of 

this region. 

MATERIALS AND METHODS 

Sampling Sites 

Five extraction wells (sampling sites) were chosen within the MCMA 

which is located in the southwestern zone of the Basin of Mexico. The sampling 

sites were termed, Xochimilco, Periférico, Xotepingo, Tetapalapa, and 

Universidad. These wells were located in geologically distinct areas. Periférico 

and Xotepingo were in the lacustrine clay zone (characterized by low hydraulic 

conductivity, between 10° and 107° cm/s) (Marsal and Mazari, 1969), Xochimilco 

and Iztapalapa were in the transition zone (which is the primary recharge zone of 

the aquifer) (Mazari and Mackay, 1993), and Universidad located on the mountain 

area (Figure 1). All the sampling wells ranged between 100 and 180 m in depth. 

Sampling . 

Ten monthly samplings were performed in each of the five wells between 

“August 1996 and August 1997 (August, September, November (2), December (2), 

February, March, April and May). Five hundred mL samples were collected for the 

bacterial indicators (total coliforms, fecal coliforms and fecal streptococci), while 1 
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L samples were collected for the bacteriophage analyses. Gene amplifications for 

the wid sequences were performed on separate 500 mL samples. During the course 

of the samplings, separate 5 L samples were collected (during three sampling 

events) to identify whether concentration protocols would enhance bacterial 

detection, All samplings were performed as per standard methods (APHA, 1992) 

using pre-existing sampling ports. Triplicate analyses were performed in all cases, 

except for PCR analyses. Samples were collected in sterilized plastic flasks. To 

prevent collecting water contained within the well tubing, the water was allowed to 

flow for up to 5 minutes prior to collecting the samples. All samples were collected 

prior to the chlorine disinfection point and care was taken to prevent splashing 

while collection. The water samples were placed on ice and transported to the 

laboratory where they were processed immediately. 

Bacterial Enumeration 

  

Standard membrane filtration procedures were employed for enumerating 

total and fecal coliforms, placing the membrane filter in a pad with liquid media 

(APHA, 1992). In order to improve the recovery of potentially non-culturable 

bacterial populations, the membrane filtration procedure was modified. We felt that 

collecting 5 L of groundwater for microbiological analyses was desirable in that it 

was theoretically more sensitive than using conventional 100 mL samples. Also 

since we employed a membrane filter to concentrate the sample our protocol has a 

greater probability of concentrating the targeted organisms (Mroz and Pillai, 
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1994). Moreover, after the resuspension of the filter, the sample was serially 

diluted and aliquots plated on media so as to obtain quantitative determination. 

Five liters of sample were filtered through a 0.45pm cellulose acetate membrane 

(Millipore MF type HA), and the filter resuspended for 10 min in a 10 mL of 

phosphate buffer (pH 8.6). A 1:1 dilution from this concentrate was prepared in 

0.2% peptone broth (pH 7.2) and incubated at 37°C for 10 min prior to the 

analyses. A qualitative analyses was also performed, except that the concentrate 

was incubated at 37°C for 24 hours. M-Endo medium, M-FC Agar, and K-FS Agar 

were employed for detecting the presence of total coliforms, fecal coliforms and 

fecal streptococci Tespectively. All media were purchased in a dehydrated form 

from Becton Dickinson de México (Estado de México, México). The plates were 

incubated as per standard protocols and enumerated after the recommended time 

frames (APHA, 1992). Ail the samples for the bacterial analyses were run by 

triplicate. 

Coliphage Analysis 

The membrane filtration method was an adaptation of a method originally 

recommended by Sobsey et al. (1990) (D. Battigelli, personal communication). 

Independent studies conducted in our laboratories verified the sensitivity for the 

approach (data not included). Briefly, 1 L of the groundwater was collected in a 

sterilized container and enough MgCl, was added to achieve a final concentration 

of 0.05 M. The sample was then filtered through a 0.45 fm porosity; 47 mm 
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cellulose acetate membrane (Millipore MF type HA). The filtration rate was in the 

Tange of 100 mL in 5 to 7 min. The coliphages if any were eluted off the 

membranes using 10 ra of 1.5% beef extract containing 0.05 M glycine (pH 9.0). 

The pH was adjusted to neutrality and aliquots of this concentrate was used in 

conventional double agar overlay method. The host bacterium employed in the 

screening for male specific bacteriophages was E. coli ATCC 15597. The plates 

were incubated at 37°C for 24 hours prior to the enumeration of the plaques. 

PCR Amplifications 

Aliquots of the groundwater samples were also tested using gene 

amplification methodologies for the presence/absence of specific gene sequences 

indicative for the presence of E. coli/Shigella spp. For the detection of E. 

colilShigella spp., specific sequences, primers which target the uid gene 

sequences (Bej et al., 19914) were employed. 

Sample preparation: In order to obtain a starting template suitable for gene 

amplifications for the screening for the presence of uid gene sequences, 50 mL of 

the groundwater sample was filtered through Durapore membranes (Millipore 0.45 

um) (Bej et al., 19916). The membranes were resuspended in 600 iL of sterilized 

distilled water, heated in a 65°C water bath for 1 h, centrifuged at 10,000 rpm for 

10 min, and 20 pL sample was placed in reaction tube containing the other reaction 

components. Sterile distilled water was used as a negative control during the



filtration process. Groundwater samples spiked with E. coli K12 was used as a 

positive control. 

Amplification conditions: PCR amplification was performed in a MJ Research 

thermal cycler (model INC PTC - 100), and using the Gene Amp kit containing 

native Taq polymerase (Gibco, BRL). The PCR components included 1X PCR 

amplification buffer (10X contained 500mM KCl, 200mM Tris hydrochloride (pH 

8.4, 1.5mM MgCh), 10mM of deoxynucleoside triphosphate (NTPs) mix (final 

concentration ratio of 200 mM each dNTP), 0.5M of each of the primers, and 2.5 

units of Tag DNA polymerase 5 U/L was added to each tube, sterile mineral oil 

was added at the top of the sample. The template nucleic acids were initially 

denatured at 95°C for 5 min. Then a total of 30 PCR cycles were run under the 

following conditions: denaturation at 94°C for 1.5 min, primer annealing at 55°C 

for 1 min and DNA extension at 72°C for 1.5 min followed by a 5 min incubation 

at 72°C (Bej et al., 1990). The primers were designed to amplify a 147 bp 

fragment of the wid gene locus located between positions 754 and 900. The 

oligonucleotide sequence of the primers were as follows: Primer # 1: 5'AAA ACG 

GCA AGA AAA AGC AG, and Primer # 2: 5'ACG CGT GGT TAC AGT CTT 

GCG (Bej et al., 1991a). 

The PCR products were detected by horizontal agarose (2%) gel 

electrophoresis run at 3.2 V/cm for approximately an hour. The gels were stained 
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in 0.5 mg/mL ethidium bromide solution, and photographed using a Fotodyne 

transilluminator and Polaroid film. 

Prior to performing the gene amplifications on the groundwater samples, 

sensitivity trials were performed to delineate the detection sensitivity of the primers 

that were employing. For this purpose, a serial dilution of E. coli (K12) cells in 

0.85% saline solution was performed. Aliquots of the various dilutions were 

employed in gene amplification reactions as mentioned above. Single water 

samples were run for the PCR analyses. 

Chemical Analyses 

The groundwater samples were characterized for various physico-chemical 

parameters. These included, temperature, pH, Cl, N-NOs, Fe, Man, total alkalinity, 

conductivity, $04, and Na. The specific analysis that was employed was based on 

standard methodologies (APHA, 1992). 

Data Analysis . 

Both quantitative and qualitative non parametric methods were employed 

(Kramer and Feinstein, 1981; Siegel and Castellan, 1995). A single measurement of the 

number of CFU/mL for each sample was analyzed and consisted in the median number 

of the three values, from triplicates of a single sample. Correlation between the different 

microbiological indicators was assessed by the Spearman’s rank correlation @,). Yield 

of each of the microbiological indicators was expressed as the proportion of positive 

samples. in the qualitative approach samples were dichotomously classified as with 
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(Positive samples) or without (negative sample) the presence of the microbiological 

indicator, based on the presence of at least one CFU/ml (in at least one triplicate), or 

the absence of any CFU/mL in all triplicates. 2X2 contingency tables were performed 

to obtain information about the precision, sensitivity, specificity for each pair of 

microbiological indicators, as well as generate predictive values. Chi square tests were 

performed to compare the relationships existing between the occurrence data, the 

aquifer hydrogeology and the season (dry versus rainy). Computer software such as 

Microsoft Excel 4.0 and the SPSS 5.0 were employed for these analyses. 

RESULTS AND DISCUSSION / 

The levels of total coliforms, fecal coliforms, fecal streptococci, E. 

colilShigella, and ¥F* coliphages in the periodic sampling are shown in Table 1. The 

correlation among four indicators when considering the number of CFU/mL obtained 

through two different methods in the same sample, in fifty different samples was tested. 

According to the values suggested by Kramer and Feinstein (1981) a Significant 

correlation 1,=.74, P<.001 between fecal coliforms and fecal streptococci was 

observed. There was a moderate correlation between the other indicators Qs values 

between .42 and .58, P<,001). 

As part of a qualitative analysis, the yield of the identification of fecal 

pollution by individual indicator (Figure 2) was calculated based on data from 50 

samples. Yield defined as the percentage of positive samples according to each 
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TABLE 1 
Mean values and standard deviation of total coliforms, fecal coliforms, F. 
streptococci, PCR E. coli/Shigella, and F’coliphages for 10 sampling events 
of groundwater (100 mL) in Mexico City. 

  Total coliforms Fecal coliforms F, streptococci. PCRE.coli/ F* 

  

  

Shigella coliphages 
SITE Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) 
Universidad 0.7 (1.2) 0 0 0 0.3 (0.6) 

0 0 0.3 (0.6) 0 0.3 (0.6) 
o 0 0 0 0.3 (0.6) 
4.7(21) 0 0.3 (0.6) - 331.5) 
0.3 (0.6) 0 0 0 03 (0.6) 
0 0 0 - 0.3 (0.6) 
0.3 (0.6) 0 0 0 0.3 (0.6) 
0 ° o Q ° 
03 (0.6) 0 0 0 03 (0.6) 
Q 0 1.00) 0 131.2) 

Xotepin, 1.0 (2.0) 0 0 0 0 
Pingo 0 0 0 0 0.3 (0.6) 

9 0 0 0 0 
0 0 0 . 9 
2.0 (2.0) 0 0 0 0.3 (0.6) 
0 0 0 . 0.3 (0.6) 
0 0 _0 + 03 (0.6) 
Q 0 0. 0 0.3 (0.6) 
0 0 0 0 03 (0.6) 
0 Q 0 0 0 

Xochimilco 3.0(5.1) 2.6 (1.2) 432.5) 0 030.6) 
Qo 0 0 0 0.3 (0.6) 0 0 0 0 0.3 (0.6) 
0.3 (0.6) 0 0 - 6.3 (2.1) 
24.6 (12.5) o 0 6 0.3 (0.6) 223 (15.0) 0 0 - 0 
0.7(1.2) 0 1.6 (0.6) + 0.70.6) 
9.0 (3.0) 0 0 + 0 
0.3 (0.6) o 0 0 0 
4,3 (0.6) 0 1.6(1.2) + 2.3 (0.6) 

Eztapala, 7.712) 3.7(1.5) 2.3 (0.6) 0 0.3 (0.6) pas 0 0 0 0 0.3 (0.6) 
0 0 0 0 0.3 (0.6) 
16.0 (3.6) 792.7) 2.0(1.0) - 143 (49) 
0 2.03.5) 2.3 (0.6) 0 03 (0.6) 
38.3 (17.9) 0.7 (0.6) 9 : 0.3 (0.6) 
4.3(1.5) 0.6 (1.2) 2.0 (1.0) 0 3.3 (0.6) 
27.0 (21.0) 2.7°(1.2) 3.3(1.2) 0 5.3 (3.5) 
Oo 0 0 9 0 
0 0 23 (0.6) 0 3.3.5) 

Periférico 13 (0.6) 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 
a 0 0 Qo o 
0.3 (0.6) 0 0 - 1,7(1.5) 
1.0 (1.0) 0 1.0) 0 0.3 (0.6) 
2.0 (1.0) 0 0 - 03 (0.6) 
0 0 0 Qo Qo 
9 9 2.0 (1.0) 0 0.3 (0.6) 
° 0 0 0 03 (0.6) 
0 0 0 + 0 : 
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indicator. In the case of individual indicators, male specific coliphages had the 

highest yield (72%), followed by total coliforms (48%), fecal streptococci (28%), 

and fecal coliforms (14%). It is possible that the host bacterial strain (E. coli 

ATCC 15597) used in these studies detected a certain number of somatic 

bacteriophages in addition to male specific bacteriophages (Havelaar and 

Hogeboom, 1984). A significant difference (P=.00001) between the four indicators 

was found. These results are in agreement with recent reports suggesting that 

male specific coliphages have certain characteristics that make them suitable as 

fecal pollution indicators (Havelaar et al., 1993; Sobsey et al. 1990). 

It is interesting that fecal coliforms yield reached only 14%, yet, their levels in 

those positive samples were directly correlated with the male specific coliphages 

(Figure 2). These results suggest that just the presence of male specific 

bacteriophages is more sensitive than fecal coliforms as an indicator of fecal 

pollution, yet in situations where fecal coliforms were present, their levels may 

strongly correlate with that of bacteriophages. 

Coliphage represents one of the more sensitive indicators of fecal 

contamination, Since the total coliform group includes organisms naturally 

occurring in the environment, this group could be overestimating the fecal 

contamination level. On the other hand, fecal coliforms are more specific of 

intestinal tract of warm blooded animals, although some cases of the presence of E. 

coli have been reported in water in tropical areas without apparent fecal pollution



(Hazen and Toranzos, 1990). Fecal streptococci is of both human and animal 

origin, this indicator shows longer survival periods in tropical areas (Hazen and 

Toranzos, 1990), and under natural conditions there is bacterial regrowth, 

characteristic that complicate the use of this group as an indicator (McJunkin, 

1988). 

Since the occurrence of the various groups of indicator and their respective 

levels did not show any strong relationships, we compared the applicability of 

using a pair of indicator groups to determine water quality based on their 

occurrence (positive/negative) (Figure 3). The coliphage-total coliforms 

represented the best pair (82%), followed by the coliphage-fecal streptococci 

(72%), and coliphage-fecal coliforms (72%). The fecal coliform-fecal streptococci 

accounted for only 30% of the samples. Since coliphages are becoming recognized 

as valuable water quality indicators, any pair that includes the male specific 

coliphages appears to show promise as a suitable water quality index. The 

coliphages and fecal streptococci showed a significant difference when compared 

with the other microbial indicators. According to our results gene amplifications 

did not appear to improve the sensitivity of detection of E.coli/Shigella. This 

supports our previous statement that in situations where culturable fecal coliforms 

were present, the numbers detectable on media are representative of the actual 

numbers being present in that sample. This further suggests that in the 

groundwater system in our study, the occurrence of non-culturable E. coli is low. 
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The comparisons of microbial indicators were further investigated to 

determine whether the indicators could be organized in 2X2 contingency tables 

(Table 2) so that their predictive values could be ascertained. i.e. determine how 

much a parameter could be predictor of the other (Siegel and Castellan, 1995). 

Fecal coliforms showed the best accuracy to predict fecal streptococci, which is 

consistent with the Spearman’s rank correlation test. The rate Fecal 

coliforms/Fecal streptococci has been widely used with the idea of distinguishing 

human contamination when the rate is >4, and animal contamination when <1. 

Nevertheless its use has been questioned (APHA, 1992; Howell et al., 1995), 

TABLE 2 
Contigency Table for the Microbiological Indicators. 

  PREDICTOR PREDICTED SENSITIVITY SPECIFICITY PREDICTIVE PREDICTIVE ACCURACY 

  

VARIABLE VALUE + VALUE - 
Fecal coliforms F, streptococe! 43 o7 36 81 82 F' coliphage Fecal coliforms 100 33 19 100 42 F'coliphage  F. streptococci 100 39 39 100 56 F'coliphage Total coliforms 79 35 53 6 56 
  

In contrast with these results, the correlation between the presence of 

bacteriophage and the traditional indicators (total coliforms and fecal coliforms) 

was regular. Although the absence of bacteriophage in all the samples predicted 

the absence of fecal coliforms and fecal streptococci (Predictive Value -), there 

were various samples in which bacteriophage were found and yet no fecal 

coliforms and/or fecal streptococci were detected, meaning false positive results or 
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a low specificity. A possible explanation of these results is that bacteriophage may 

represent an accurate indicator of fecal contamination and there are instances in 

which due to their liability bacteria are not found. 

The additional samples in which 5 liter samples were concentrated showed 

no improvement on the recovery of potentially non-culturable bacterial 

populations, 

The contingency table results demonstrate that the coliphages are the most 

sensitive indicators of fecal contamination based on the monitoring that was 

performed in groundwater in this study. A number of studies have shown that 

viruses generally tend to persist for longer periods of time than bacterial pathogens 

and exhibit significant differences in persistence in soils and groundwater as 

compared to bacterial cells (Dowd and Pillai, 1997; Snowdon and Cliver, 1989; 

Yahya et al., 1993). 

Of the five wells that were intensively monitored as part of this study, the 

Iztapalapa well had the highest number of positive (indicator) samples followed 

by Xochimilco, Universidad, Periférico and Xotepingo (Table 1). It is noteworthy 

that the wells located in the transition zone had the largest number of positive 

samples, where most of the recharge to the aquifer system occurs. These results 

support the hypothesis that the transition zone, with hydraulic conductivities 

between 10% and 10* cm/s (Marsal and Mazari, 1969), is the most vulnerable to 

groundwater contamination. The least contaminated sites (Periférico and 
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Xotepingo) are located on lacustrine zones, which have been characterized as with 

lower hydraulic conductivity, between 10° and 10” cm/s (Marsal and Mazari, 

1969). 

When the microbial indicator data were analyzed by Chi-squared test, to 

identify any differences in the contamination levels based on the three different 

geologic zones, there was no difference between the transition and the mountain 

zones (P=0.22), however, there was a significant difference (P<.00005) between 

these zones and the lacustrine area. These results suggest that based on the 

microbiological analyses, a clear difference can be observed in the vulnerability of 

groundwater based on the geologic zone where contamination sources exist. 

When a U-Mann-Whitney test was performed to identify any differences in 

indicator levels in the aquifer between the rainy and dry season, there did not 

appear to be any significant difference (P=0.73). These results do not agree with 

the epidemiological studies which show a markedly seasonal diarrheal disease trend 

in the Mexican population. Bacterial diseases have been reported between April 

and July specifically associated to enterotoxigenic E. coli (Lopez-Vidal et al., 

1990), Shigella infections between May and September (Guerrero et al., 1994), 

both during the rainy season. Viral diarrheal diseases specifically caused by 

rotavirus have been reported with a peak that began each fall in Mexico, from 

September to December at the end of the rainy season and beginning of the dry 

season, with few cases during May and June (LeBaron et al., 1990). This 
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difference could be attributed to the higher incidences of surface water associated 

disease outbreaks rather than groundwater associated disease incidents. 

Based on the average numbers of total coliforms and fecal coliforms, which are 

the two parameters considered in the Mexican drinking water standards (DOF, 1996) 

obtained during the ten sampling events, the water quality at these major pumping wells 

exceeded these limits several times (from 3 to 7 times) in all locations. It thus appears 

that whenever groundwater is pumped and distributed from the southem aquifer 

without adequate chlorination, there is a strong likelihood of microbial pathogens being 

present in the distribution water. 

Enteric viruses appear to have the potential to persist for extended periods of 

time in groundwater in this region. These conclusions are based on the survival patterns 

of two indicator coliphage MS-2 and PRD-1, which exhibited survival at the levels of 

approximately 10°-10" PFU/mL (Figure 4) and 10°-10" PFU/mL (Figures 5 and 6). 

There did not to appear to be any significant difference in the survival of these 

coliphage in laboratory studies conducted with groundwater collected from the five 

different sampling locations. The persistence of these viruses could be attributed to the 

groundwater chemistry (Table 3). Studies performed using a high cation content 

groundwater from a transboundary aquifer along the US-Mexico border showed that 

both MS-2 and PRD-1 were extremely short-lived (Dowd and Pillai, 1997). These 

results suggest that viral pathogens do have the potential to persist for long periods of 

time in groundwater in this region. These speculations are supported by the monitoring



study which showed that male specific coliphages were present in almost 72% of the 

samples. The laboratory microcosm studies suggest that viruses tend to persist for 

extended periods of time in the groundwater. This ability to persist could be 

responsible for the detection of male specific coliphages in the environmental 

samples. It could also account for the results which demonstrate that the use of 

male specific coliphages as one of the indicators in a dual-indicator system would 

be ideal for screening groundwater for microbial pathogen contamination in these 

geographical regions. 

TABLE 3 
Physicochemical characteristics (mg/L) of groundwater from the Mexico City 
Metropolitan Area. 

  Parameter/Well Universidad ‘Xochimileo Periferico “Xotepingo Tatapalapa DOF 
R D kR D RD & dD RD 1996 

Temperature(°C) 13.40 13.50 10.40 10.30 1690 1650 1640 1540718101730 > 

  

pH (units) 7.50 730 686 730 800 800 790 765 735 800 65-85 
cl. 33.00 27.00 12.00 10.00 32.00 29.00 104.00 94.00 215.00 219.00 20.00 
N-NOs 0.248 2.916 0.187 6.715 0.017 0.444 0.032 2.284 0.002 0.049 10.90 

Fe"? <0.02 <0.05 <0.02 <0.05 <0.02 <0.05 <0.02 0.08 0.354 0379 0.30 
Mn‘? <0.01 0.020 <0.01 <0.10 <0.01 <010 <0.01 <0.10 0.845 0555 0.15 
Total Alkalinity 101.00 100.00 87.00 77.00 1534.00 149.00 352.00 299.00 619.00 641.00 ~ - 
Conductivity 371-387 307,282,393 456 018s«6Ds«1GTS 1596 . 
so,? 33.00 27.00 51.00 21.00 37.00 12.00 5600 59.00 5.00 15.00 400.00 
Na‘ 2837 = 19S 39370-8600 217000 - ~SSs20000 
R= August, 1996 
D= March, 1997 
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CONCLUSIONS 

The results suggest that the major aquifer underlying Mexico City and 

which supplies a large percentage of drinking water shows the presence of viral 

pathogen indicators as well as the presence of fecal associated bacterial 

populations. The regulatory agencies might be well advised to incorporate male 

specific coliphage analyses into the set of tests they conduct to screen for pathogen 

contaminated water resources. Our results suggest that male specific coliphages 

along with fecal streptococci can serve as a good pair of fecal contamination 

indicators that are relatively inexpensive to analyze. The ability of developing 

countries to implement cost-effective, but reliable water quality monitoring 

methods is paramount to preventing waterborne disease outbreaks. 
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FIGURE 2 Comparative yield of four microbiological indicators of fecal contamination of 
water in fifty samples, F’coliphages [_] Total coliforms I, F. streptococci WHE, 
and Fecal coliforms I. 
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FIGURE 3 Comparative yield of pairs of microbiological indicators of fecal contamination in 
, fifty samples F’coliphages/Total coliforms [_] F’coliphages/Fecal coliforms EE 

Fecal coliforms/Total coliforms Hl, F'coliphages/F. streptococci HL, Total 
coliforms/F. streptococci and Fecal coliforms/F. Streptococci TB . 
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