@)
Revista Cubana de Quimica. 36(1) K\
https://cubanadequimica.uo.edu.cu/index.php/cq \\/
Articulo Original

Ensayo de inhibicion de la fosfatasa para la deteccidn del riesgo por contaminacion con
microcistinas en agua

Phosphatase inhibition assay for risk detection due to contamination with microcystins in
water

Liliana Maria Gomez-Luna!, ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1282-3392
José Carlos Rodriguez-Tito?, ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3630-6557
Narvis Cedefio-Soularit®, ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8498-8006
Yadenis Ortega-Diaz!, ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9674-9785

! Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA), Santiago de Cuba, Cuba.
2CINTRO S.A., Sede Mella, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba

3 Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED), Santiago de Cuba, Cuba

Autor para la correspondencia: lilianag@uo.edu.cu

Recibido: 12 de diciembre de 2023 Aprobado:20 de enero de 2024
RESUMEN

Las microcistinas en aguas de consumo han sido identificadas como maxima prioridad a escala
global, debido a los efectos toxicos sobre la salud humana, por lo que se evalu6 el ensayo de
inhibicion de la fosfatasa como método diagnostico rapido para la deteccion del riesgo por
contaminacion con microcistinas en agua. El experimento se realizé a partir de la modelacion
analogica del ensayo para la determinacion de fosfatasa alcalina. En todos los casos estudiados,
el porcentaje de inhibicion fue desde 65 % hasta el 95 % en las muestras estudiadas, lo que
indica que el método utilizado es sensible y valido para este tipo de anélisis. Estos resultados
se verificaron con la identificacion de especies, estudio complementario que permitié confirmar
los resultados obtenidos. El protocolo propuesto es valido para la deteccion del riesgo por
contaminacion con microcistinas en aguas para consumo humano, mostrando alta sensibilidad.

Palabras clave: Cianotoxinas, Fosfatasa, Microcistinas, Calidad del agua.
ABSTRACT

Microcystins in drinking water have been identified as a top priority on a global scale, due to
their toxic effects on human health, so the phosphatase inhibition assay was evaluated as a rapid
diagnostic method for the detection of the risk of microcystin contamination in water. The assay
was performed based on the analog modeling of the alkaline phosphatase assay. In all the cases
studied, the percentage of inhibition ranged from 65 % to 95 %, indicating that the method used
is sensitive and valid for this analysis. These results were verified by species identification, as
a complementary study that confirmed the results obtained. The proposed protocol is valid for
the detection of microcystin contamination risk in water for human consumption, showing high
sensitivity.

Keywords: Cianotoxins, Phosphatase, Microcystins, Water quality.
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INTRODUCCION

A escala global, uno de los problemas de calidad de
agua mas extendido es el incremento progresivo de la
eutrofizacion, fundamentalmente relacionada con la
presencia de fosforo y nitrégeno en los ambientes
acuéticos. Ello ha condicionado una frecuencia cada
vez mayor de proliferaciones incontroladas del
fitoplancton con efectos ambientales colaterales. Entre
las especies formadoras de floraciones algales destacan
las cianobacterias, las que ademas son capaces de
producir cianotoxinas, que tiene efectos perjudiciales
para la salud e incluso pueden ser letales para animales
y humanos.®) Estas floraciones representan en la
actualidad una seria amenaza para el uso y la
sostenibilidad de los ecosistemas acuaticos, por las
afectaciones que produce en sus servicios ambientales,
fundamentalmente en lo que respecta al suministro de
recursos hidricos.®

Uno de los grupos de cianotoxinas que ha generado
mayor interés investigativo a nivel mundial por sus
efectos indeseados en la salud animal y humana, es el
de las hepatotoxinas, y dentro de ellas, las
microcistinas.

La microcistina-LR (MC-LR) ha sido identificada
como una de las toxinas de mayor prioridad debido a
los efectos sobre la salud humana, su presencia
frecuente en cuerpos de agua, su estabilidad y
susceptibilidad de las cianobacterias, que la producen a
los tratamientos mecénicos o quimicos de las plantas
potabilizadoras, con la consiguiente liberacion de las
toxinas intracelulares.G*

Su efecto sobre la salud pablica se conoce desde hace
décadas en Brasil, Uruguay, Argentina, Corea y otras
regiones del mundo, debido a la muerte de seres
humanos y animales después de beber agua con
contenidos de  cianobacterias  toxicas.®) La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha
establecido provisionalmente un nivel maximo de
microcistina-LR en aguas para consumo humano de 1
ngLt, recomendacion que se ha incorporado en paises
como Esparia, Canada, Australia y Nueva Zelanda. Sin
embargo, en Cuba constituye alin un tema pendiente
establecer dichos limites.

Los métodos existentes para la deteccion y
cuantificacion de estas toxinas son numerosos, siendo
el mas sensible la determinacion por ELISA.® No
obstante, este resulta muy costoso. Una alternativa es
el ensayo de inhibicién de la fosfatasa que, si bien no
es tan especifico, resulta mucho mas econdémico y
constituye un método de deteccién sensible para

microcistinas y nodularinas. Resultando relevante el
analisis de la utilidad de los kits disponibles en el
mercado.

En Cuba no se considera la determinacion de
cianotoxinas en los analisis de rutina del agua. Sin
embargo, el riesgo por su presencia es cada vez
mayor,) asociado ello a cambios de variables,
climaticas y contenido de materia organica en las
aguas,®9 por lo que es imprescindible desarrollar
métodos de diagndsticos rapidos para la deteccion del
riesgo  de contaminacion con  cianotoxinas,
especificamente de microcistinas en aguas para
consumo humano, y establecer sistemas de vigilancia
que contribuyan a minimizar los efectos negativos de
este fendmeno.

Los hallazgos realizados hasta la fecha permiten definir
la necesidad de proponer un método diagndstico que
facilite la identificacion rapida del riesgo ante la
presencia de cianotoxinas, cuya deteccion no forma
parte de la normativa vigente para los analisis de
calidad de agua, ni en fuentes de abasto, ni en plantas
potabilizadoras destinadas al consumo humano. El
objetivo de la presente investigacion es evaluar la
utilidad del ensayo de inhibicion de la fosfatasa con el
uso del kit HELFA DIAGNOSTICOS, de produccion
nacional, como método diagnostico rapido para la
deteccién del riesgo por contaminacion con
microcistinas en muestras ambientales,
especificamente en agua cruda y potable, realizando las
modificaciones pertinentes.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron por duplicado, muestras integradas de la
columna de agua en cada uno de los puntos de
muestreo, definidos a priori en los diferentes
ecosistemas, segun protocolos de muestreos del
fitoplancton, en horas de la mafiana (9:00-10:00 a.m.),
a profundidades entre 15 y 30 cm en los ecosistemas.(”
Para los muestreos se utilizan envases de borosilicato
estériles de 250 mL, con tapas de rosca. En los puntos
de toma de agua se colecté el agua a la salida del grifo.
Las muestras analizadas proceden de diferentes puntos
y/o sitios (n= 7). embalse Parada (Pa), embalse
Chalons (Ch), del rio San Juan (SJ), de la salida de la
planta de tratamiento de Quintero (Qui), de la
micropresa La Campana (LC), asi como aguas servidas
de casas particulares en el Poblado Caney y del Centro
Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA).

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio en
completa oscuridad, guardando las medidas sépticas
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pertinentes para no propiciar la contaminacion de estas,
procediéndose de inmediato a su recuento y analisis en
fresco.9

Ensayo de inhibicion de la fosfatasa alcalina

Se realiza a partir de la modelacion analogica del
ensayo para la determinacion de fosfatasa alcalina
(FAL test) (HELFA DIAGNOSTICOS, Cuba). Se
determino el porcentaje de inhibicion a través de la
cinética de la fosfatasa alcalina sérica, cuya actividad
es proporcional al p-nitrofenol producido por hidrolisis
del p-nitrofenilfosfato 50 mmL™ (sustrato; reactivo I1),
utilizando el kit de referencia, segun el método
recomendado por Bessey et al., modificado.V

El desarrollo del color se logré por reaccion con
dietanolamina de concentracion 1,427 molL™ (reactivo
1) con p-nitrofenilfosfato. La fuente de la enzima es el
Spintrol (suero de control multiparamétrico ELITech;
suero humano liofilizado). La mezcla de reaccion se
incubé a 37 °C durante 1 min, determinandose la
variacion de densidad dptica por min, a 405 nm,
durante 3 min, contra un blanco reactivo preparado con
agua bidestilada filtrada. La actividad enzimatica se
calcul6é mediante la siguiente ecuacion (1):

Actividad(UL™%) = ADO,;,, — 1 - 2750 1)

donde: 2 750 es el factor de actividad enzimatica

DO: Densidad Optica

Para el desarrollo del ensayo, se filtré un volumen total
del 5 mL de cada muestra, sin enriquecimiento previo
de nutrientes, y de los controles, mediante un filtro de
jeringa de microfibra de vidrio ALBET JFV-25 de 0,25
pm.

Para el desarrollo de la cinética, se mezclaron los
reactivos | y Il en la proporcion (4:1, v:v), afiadiendo 2
mL de dicha mezclaa 2 mL de cada muestra. Se afiaden
entonces 40 pL de suero reconstituido y comienza el
desarrollo de la cinética por 3 min. El porcentaje de
inhibicion se calcula a partir de los datos de maxima
actividad enzimatica.

Curva de calibracion de microcistinas

La curva de calibracion de microcistinas se realizo a
partir de estandares de Abraxis (EE. UU), previamente
diluidos con agua MilliQ, hasta lograr las siguientes
concentraciones:

a. Microcistina C1- 0,037 5 ppb

b. Microcistina C2- 0,10 ppb = 1ugL™* 0 1 ngmL™*

c. Microcistina C3- 0,25 ppb. Microcistina C4- 0,5 ppb

d. Microcistina C5- 1,25 ppb

e. Microcistina C6- (0,187 5 £ 0,018 5) ppb (Control
de calidad)

Se desarrollaron los mismos pasos del protocolo del
ensayo de inhibicion de la fosfatasa, estableciendo
porcentajes relativos calculados a partir de los datos de
méaxima actividad enzimatica.

Andlisis fisicoquimicos complementarios

Los procedimientos y técnicas empleados fueron los
establecidos para estudios de calidad de agua en el
Laboratorio de  Ecotoxicologia y  Servicios
Ambientales (LESA) del CNEA. Los indicadores
determinados fueron seleccionados teniendo en cuenta
los requisitos de las normas cubanas NC:827-2012, y
NC:1021:2014.1213)

Para estas determinaciones, se utilizaron diferentes
equipos: fluorimetro Alga Torch (bbe Moldankee/
ATO U6-074) para deteccion de pigmentos in vivo; un
medidor multiparamétrico de pH/Conductividad
(Mettler Toledo/ Seven Go Duo); un medidor de OD
(Mettler Toledo/ Seven Go), y un turbidimetro
Turbiquant 3000T; todos calibrados segun las normas
empleadas para evaluar la calidad de las aguas > 13,
Los parametros determinados en las muestras fueron:
pH, conductividad eléctrica (uScm™), sélidos totales
disueltos (ugmL™), oxigeno disuelto (pgmL™),
turbidez (UNT), salinidad (ups), concentracion de
clorofila y cianopigmentos (ugL™).

Identificacidn y cuantificacion del fitoplancton

Se realizd primeramente la identificacion de las
cianobacterias presentes con un microscopio Optico
MOTIC, realizando capturas de imagenes por campo,
y documentando los hallazgos realizados. Se efectuo
recuento celular directo mediante una cdmara de
recuento hematoldgico Neubauer mejorada, y se
expresé el recuento en nimero de células por mL x 10%,
Se efectuaron observaciones en fresco, tanto de las
muestras recogidas en frascos como aquellas tomadas
con la red, y después de incubacion durante siete dias
en condiciones de luz continua DAY LIGHT, PHILIPS
40 W (TLT 40 W/54 RS), a una intensidad de 58,59 pE
m2s, a una temperatura de 20 + 2 °C.

Para la identificacion de cianobacterias, se tomaron, al
menos, cinco alicuotas de cada muestra para observar
caracteristicas distintivas, utilizando varias claves
dicotdbmicas y criterios taxonomicos, ademas de
consultas online con las bases Infoseek, AlgaeBase,
Algaterra, “Smithonian museum”, ¢ 415 entre otras.
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Procesamiento de la
estadisticos

Se realizan analisis de varianza (ANOVA) de
clasificacion simple, de dos factores con una sola
muestra por grupo, con el objetivo de comparar medias.
Se realizan, ademas, analisis de correlacion bivariada
utilizando el coeficiente de Spearman con una prueba
de significacion de dos colas, para una probabilidad del
95 %, asi como regresiones Yy ajustes logisticos,
utilizando las bondades del SPSS 12.0, el Basic
Statistics y del Origin 6.0, tanto para los anlisis
estadisticos, como para la elaboracion de gréaficos.

informacién y analisis

RESULTADOS Y DISCUSION

Representacion grafica de la relacion de la
concentracion de las microcistinas con la actividad
enzimatica de la fosfatasa

La curva de calibracion resultante se presenta en la
figura 1, donde se observa que a medida que aumenta
la concentracion de microcistinas, disminuye la
actividad enzimatica, variando esta desde 496,16 UL ™
(0,037 5 ppb) hasta 35,75 (1,25 ppb), lo que corrobora
que la intensidad o grado de inhibicion de la fosfatasa
pueda ser usada como medida de la concentracion de
las toxinas, especificamente como equivalente de
toxicidad, referido a las microcistinas, cianotoxinas
mayoritarias en embalses de agua dulce, 10 vy
especificamente en reservorios del oriente cubano @,
mostrando ademas, la validez del kit de HELFA
DIAGNOSTICOS para el anélisis de muestras
ambientales.

Las hepatotoxinas (microcistinas y nodularinas),
comunes en ecosistemas dulceacuicolas, causan dafio
hepético por inhibicion de las fosfatasas PP1 y PP2A.
Las microcistinas entran a traves del intestino,
probablemente via sistémica del transporte de acidos
biliares. Desde la sangre, se enlazan al tejido hepatico,
donde forman complejos con proteinas serin-fosfatasas
1y 2 A, resultando en la inhibicion de estas importantes
enzimas Vvitales para varios procesos como el
crecimiento celular y supresién tumoral, por lo que se
consideran potentes promotores de cancer. La principal
ruta de exposicion del hombre a las cianobacterias
toxicas es el consumo de agua contaminada, y en
menor proporcion la exposiciéon debida a la actividad
recreacional en lagos y rios.®® Uno de los primeros
sintomas por envenenamiento agudo con microcistinas,
que se manifiesta entre los 15 a 30 min, es la elevacion
en la concentracion de &cidos biliares, alteracion de la
actividad de enzimas como la fosfatasa alcalina, gama-
glutamil-transferasa 'y la  aspartato  amino-

transferasa,*® de aqui la relevancia del método
propuesto.

500 m

3 250 4

Actividad Enzimatica de la
Fosfatasa Alcalina

0 1

0,0 ‘ 015 v 170 ' 1.5
Concentracion microcistinas (ppb)
Fig. 1. Relacién de la concentracién de las microcistinas con la

actividad enzimatica de la fosfatasa.

Modificaciones del ensayo de inhibicion de la
fosfatasa alcalina para muestras ambientales: agua
Es importante considerar, que el ensayo de la fosfatasa
alcalina fue modificado durante esta investigacion,
considerando que este ha sido concebido para anélisis
clinico con suero humano. Las modificaciones
realizadas se listan a continuacion:

1.La muestra utilizada es agua (considerando un
volumen de 2 mL) si bien el kit indica el uso de suero
humano.

2.Se aflade como fuente de enzimas (40 pL) de Suero
Control  Multiparamétrico para ensayos de
Bioquimica (Spintrol H Normal), para garantizar la
presencia de fosfatasa, que en el método original esta
presente en la propia muestra.

3.El control interno de la calidad se realiza con
estandares de microcistina en concentraciones
conocidas, y no con suero control para enzimas de
origen humano.

4.Se utiliza agua MiliQ en vez de agua destilada,
considerando que en esta Ultima puede haber
concentraciones detectables de microcistinas.

Evaluacion de la inhibicion de la actividad

enzimatica en las muestras

La actividad enzimatica constituye una de las

determinaciones de mayor relevancia para la

evaluacion de metodos diagnosticos. En este caso, han

sido consideradas muestras de aguas crudas,

procedentes de lagunas, embalses o micropresas; y

potable, que son las aguas sometidas a algln

tratamiento para su potabilizacion en funcion de

ponerlas a disposicién del consumo humano, para
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realizar el ensayo. A estas muestras se les realizaron,
ademas, analisis complementarios. Los resultados del
ensayo de la fosfatasa, considerando la actividad
enzimatica (AE) integrada de patrones y muestras se
presentan en la figura 2.

Una de las primeras observaciones es que solo las
muestras procedentes de Chalons, CNEA y San Juan,
estuvieron dentro del rango ensayado con los patrones
de microcistinas empleados (0,04-1,25 ppb), siendo la
menos contaminada la del embalse Chalons, que es
ademas, la Unica que est4 por debajo de los limites
establecidos por la OMS (1 ppb).(6)

€00 -
500 .

400

100 4

Actividad Enzimatica Fosfatasa Alcalina
oL’

St1 St2 Ch st3 ST4 StS CNEA SJ St6 St7 LC

Fig. 2. Variacion de la actividad enzimatica (AE) de la fosfatasa
alcalina en estandares de microcistinas (St1=0 ppb; St2=0,0375
ppb; St3=0,1ppb; St4=0,1875ppb; Stb= 0,25ppb; St6=0,5ppb y
St7=1,25 ppb) muestras de agua cruda (Ch: Chalons, SJ: San Juan,
LC: La Campana, Pa: Paradas) y potable (CNEA, Ca: Caney, Qui:
Quintero) de diferente procedencia.

Ca Qui Pa

Las aguas del embalse Parada resultaron ser las mas
contaminadas, ademas de las de la potabilizadora de
Quintero, las aguas servidas del Caney y la micropresa
La Campana, encontrandose estas por encima de 1,25
ppb. En el caso de Parada, estudios previos realizados
en el Laboratorio de Ecotoxicologia del CNEA durante
los afios 2008, 2009 y 2010, destacan su vulnerabilidad
respecto a la presencia y diversidad de cianobacterias
toxicas, reportdndose ademéas alta  densidad
fitoplanctonica en las diferentes estaciones de
muestreo.® ¥

En las agua servidas del Caney y de la potabilizadora
de Quintero, los resultados parecen indicar que los
tratamientos a que se somete el agua para su
potabilizacién, podrian estar produciendo lisis de las
cianobacterias  productoras de  microcistinas,
exponiéndose el contenido celular, lo que resulta en un
aumento de los niveles de contaminacion con
microcistinas. Lo anterior ha sido reportado
previamente por varios autores, al explicar la necesidad

de redisefiar los sistemas de tratamiento cuando hay
presencia de cianobacterias potencialmente toxicas.*”
En el Caney, poblado que se sirve de La Campana, los
niveles del agua servida estan por encima que las del
acuatorio. Esta situacion puede verse agravada por la
presencia de cisternas, o bien tanques y reservorios que
reciben luz solar, donde las condiciones son propicias
para el crecimiento de estos microorganismos, o bien
por rotura mecénica de las células de cianobacterias y
exposicion de las toxinas. Las muestras de agua de La
Campana, Quintero, Caney y Parada estan por encima
de los niveles limites establecidos hasta la fecha por la
OMS (> 1 ppb),?® lo que significa que no es un agua
segura que requiere tratamientos especificos para
reducir los niveles de microcistinas. Esta evidencia
permite alertar sobre un riesgo sanitario inminente
debido la presencia de cianotoxinas, especificamente
de microcistinas en todas las muestras de agua
analizadas; situacién que indica que hay una presencia
estable de estas toxinas, por lo que resulta evidente la
necesidad de establecer estrategias para la prevencion
y control de floraciones de cianobacterias, en funcion
de preservar la salud humana, y de incluir en la
normativa cubana el limite para cianotoxinas en agua
potable, el cual debe ser > 1 ppb.

Deben implementarse medidas que garanticen un
manejo adecuado, no solo de la calidad del agua, sino
del riesgo que representa la presencia de cianobacterias
toxicas en embalses de agua.!® Es necesario, ademas,
advertir a tomadores de decision, asi como alertar,
sensibilizar y capacitar a las autoridades sanitarias e
involucradas en la gestion del agua potable, sobre este
tipo especial de contaminacion emergente, para
implementar controles con el uso de métodos
diagnoésticos, que permitan confirmar el riesgo;
considerando, ademas, la busqueda de alternativas
tecnoldgicas efectivas, ya que en presencia de
cianobacterias toxicas, hay que redisefiar los sistemas
de tratamiento del agua.*

Si se analizan los resultados en funcién del porcentaje
de inhibicion de la fosfatasa, se hace evidente que en
todos los casos el por ciento de inhibicion es mayor del
65, llegando a ser mas del 95 % en las muestras mas
afectadas, lo que indica que el método utilizado es
sensible y valido para este tipo de analisis.

Resultados de analisis complementarios

Para conocer las caracteristicas fisicoquimicas de las
muestras de aguas, se determinaron los valores medios
para los diferentes pardmetros estudiados (tabla 1). Los
resultados obtenidos fueron comparados con la NC
vigente para agua potable, y con la NC para Higiene
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Comunal. Fuentes de abastecimiento de agua.(!>!3)
Respecto a los valores de oxigeno disuelto (OD), el
control de agua destilada y las muestras de Chalons,
Quintero y Parada, son las que superan limite minimo
4 mgL?, clasificandose el resto de calidad mala.*®
Segun esta norma, dichas aguas requieren tratamiento
convencional para ser empleadas. Los bajos valores de

OD pueden deberse, fundamentalmente, a la presencia
de contaminacion organica, y al estancamiento en los
reservorios destinados al abasto de agua. Las peores
condiciones respecto a este parametro las tiene el agua
servida del CNEA, lo que puede deberse al estado del
agua-sedimento en el reservorio de almacenamiento.

Tabla 1. Resultados de los analisis fisicoquimicos de las muestras estudiadas

Muestras Oxigeno Conductivida pH Salinidad STD Clorofilaa Ciano Turbidez

(Designacién)  disuelto da25°C (ups) (mgL™?) (ugL™?) pigmentos UNT
(mgL)  (pSem?) (ngL™)
Agua destilada 13,23+0,01 25,21+1,00 9,75+0,02 0.06+0.00 47,66+0,50 0,22+0,01 0,00+0,00  0,00+0,00
Chalons 6,23+0,14 459,07+1,73 8,18+0,01 0,22+0,00 229,38+1,15 43,81+0,15 3,45+0,02 51,60+0,64
CNEA 0,68+0,00 371,01+1,73 7,25+0,01 0,18+3,39 185,54+0,7 3,46+0,55 0,07+0,05  157,91+20,85
Rio SanJuan 3,37+0,08 716,00+2,64 7,20+0,01 0,35+6,79 357,67+1,15 0,43+£0,20 0,06£0,01 134,46+12,95
La Campana 3,41+0,00 372,09+0,00 8,46+0,00 0,18+0,94 186,61+1,69 10,4+0,00 0,76+0,06  125,00+4,96
Caney 3,01+0,00 31,019+0,00 7,28+0,02 0,15+0,61 159,70+0,94 88,41+1,74 0,13+0,00 46,91+0,00
Quintero 4,3940,01 279,35+0,56 7,41+0,10 0,13+0,05 139,63+0,23 3,95+0,65 0,00+0,00  188,09+19,08
Parada 4,04+£0,04 697,00£3,46 7,61+0,.00 0,34+0,00 348,00+1,72 7,70+0,51 9,06+0,15 37,83+2,08
Leyenda:

STD: Solidos Totales disueltos; UNT: Unidades nefelométricas de turbidez.

Chalons presenta los mejores valores de OD (6,23 +
0,14 mgL™), después del control de agua destilada. Es
notorio, que es la muestra con menores
concentraciones de microcistinas.

Respecto a la conductividad, los mayores valores se
detectan en el punto del rio San Juan 716,00 = 2,64
uScm2, Estas aguas se caracterizan por cierta
salobridad al gusto, debido a la presencia de sales.
Parada también presenta altos valores 697,00 + 3,46
uScm2. Los menores valores se presentan en la
muestra de aguas servidas del Caney y de la
potabilizadora de Quintero, lo que se debe,
fundamentalmente, a los procesos de potabilizacion.
La conductividad, no se considera entre los parametros
normados para agua potable. Estos valores estan en el
rango de los normales en aguas dulces, comprendidos
de 100 a 2 000 uScm2, excepto los del agua destilada
y/o tratada o desalinizada, lo que se justifica por el
fundamento del tratamiento que recibe.?%

Los valores de pH se pueden considerar dentro de los
limites maximos establecidos por la NC 827-2012 y la
NC 1021:201412'® (65 - 85 unidades), siendo
ligeramente alcalinas en Chalons y La Campana. Los
valores de salinidad son practicamente iguales (p <
0,05) en todas las muestras, excepto para San Juan y
Parada, con valores maximos (> 0,3), lo que coincide
con los resultados obtenidos para la conductividad.

La turbidez se ve afectada en todas las muestras de
agua tratadas. En general los valores no son aceptables,

ya que exceden el limite maximo admisible (LMA) por
la NC 827: 2012 “213) equivalente a 5 UNT @2 y 10
UNT. En el caso de las muestras procedentes de los
reservorios, segun NC 1021:2014,*® resultando més
afectadas las aguas de La Campana. Las particulas
insolubles responsables de esta turbidez pueden ser
aportadas tanto por procesos de arrastre, como de
remocion de tierra, presencia de células en suspension
y en general, sélidos totales disueltos (STD). En las
aguas servidas puede haber contaminacidn proveniente
de las tuberias o contaminacién por roturas. Los
valores maximos de este parametro se registran en la
potabilizadora Quintero (188,09 + 19,08 UNT),
seguido por aguas servidas del CNEA, San Juany La
Campana.

Todos los contaminantes presentes en el agua, a
excepcion de los gases disueltos, contribuyen a la
“carga de solidos”. Los solidos pueden ser organicos
y/o inorganicos, y pueden provenir de diferentes
actividades domésticas, comerciales e industriales. En
este estudio, los STD se encuentran en valores
aceptables segtin la NC 1021:2014 (1 000 mgL1),®¥ lo
que indica, en gran medida, que prevalecen en estas
muestras de agua los compuestos organicos. Las
mayores concentraciones de STD se registran en San
Juan (357,67 + 1,15 mgL™?), seguido por Parada,
Chalon y La Campana, siendo menores en la planta
potabilizadora de Quintero.
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Por otra parte, los valores de clorofila son elevados en
Caney y Chalons (88,41 + 1,74 y 43,81 + 0,15 pgL™,
respectivamente). Resulta contradictorio que un agua
servida del Caney tenga valores significativamente
mayores de clorofila (p < 0,05). Este hecho corrobora
que: o bien los filtros no garantizan la eliminacion total
de las células en suspension, o las condiciones de
almacenamiento contribuyen al crecimiento de
microorganismos fotosintetizadores. Las muestras de
La Campana y Parada también presentan altos valores
de clorofila (10,4 + 0,00 y 7,70 = 051 pgL?,
respectivamente); aunque significativamente menores
que los anteriores (p < 0,05).

Los cianopigmentos, por su  parte, son
significativamente mayores en Parada 9,06 + 0,15 pgL"
1 (p < 0,05), respecto al resto de las muestras, lo que
indica que estas aguas la presencia de cianobacterias es
mayor, y puede relacionarse con la presencia de
cianotoxinas.

Al correlacionar los valores de cianopigmentos, con los
obtenidos en el ensayo de inhibicion de la fosfatasa
alcalina (figura 3), los resultados muestran una
correlacion inversa, de lo que se infiere la sensibilidad
de esta enzima a las cianotoxinas y la utilidad de la
concentracion de cianopigmentos para el seguimiento
de eventos de riesgos por presencia de cianotoxinas,
especificamente microcistinas. De esta grafica se
excluyen las muestras sometidas a potabilizacion,
debido a que reciben tratamiento y, en la mayoria de
los casos la presencia de cianopigmentos es baja o nula,

si bien puede haber presencia de cianotoxinas, ya que
se eliminan las células, no asi las toxinas.
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Fig. 3. Grafico de correlacion entre la actividad enzimatica de la
fosfatasa y la concentracion de cianopigmentos (r=-1, Spearman)
en muestras de agua cruda.

En el caso del Caney, esta muestra presenta altos
valores de clorofila y bajos de cianopigmentos (88,41
+ 1,74/ 0,13 + 0,00 pgL™). En el CNEA hay valores
medios de clorofila y bajos de cianopigmentos (3,46
0,557/ 0,07 + 0,05 ugL™), lo que indica que existen
problemas de tratamiento o almacenamiento; mientras
que Quintero es la Unica que no presenta
cianopigmentos, y los valores de clorofila son medios
(3,95 + 0,65/ 0,00 + 0,00 ugL™), explicacion que sera
complementada con los resultados de los analisis al
microscopio optico (tabla 2).

Tabla 2. Especies de cianobacterias presentes en las muestras de agua estudiadas.

La Chalons

Campana
Anabaena sp. X
Aphanizomenom flos- aquae xX*
Aphanothece minutissima
Chroococcus sp. X X
Cylindrospermopsis raciborskii
Merismopedia glauca X X
Microcystis aeruginosa X*
Microcystis sp.
Microcystis viridis
Oscillatoria limosa X
Oscillatoria chalybea X
Planktothrix sp. X
Synechocystis aquatilis x* X

Parada SanJuan CNEA Caney  Quintero
X*
X
X
X**
X X X X
X X
X
X X X x* X

x: indica presencia *: presencia de floraciones. **: floracion unialgal a muy altas concentraciones. Se resaltan en negritas las

cianobacterias toxicas.

Resulta evidente, que para las muestras de los
acuatorios (aguas crudas), la inhibicion de la fosfatasa
tiene relacion con la presencia de cianobacterias
toxicas y sus cianotoxinas; mientras que para las aguas

tratadas tiene méas sentido la determinacion de las
cianotoxinas directamente, si bien el ensayo de la
fosfatasa advierte sobre el riesgo, por lo que resulta
funcional para todos los tipos de agua muestreadas.
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Estos resultados se verifican, finalmente, con la
identificacion de especies al microscopio Optico;
ensayo complementario que permite confirmar los
resultados obtenidos.

Confirmacion de presencia de cianobacterias
toxicas en las muestras estudiadas

Los resultados de la identificacion de especies de
cianobacterias toxicas permiten corroborar la utilidad
del meétodo diagnostico desarrollado. Las aguas
servidas, excepto Quintero presentan especies de
microalgas y/o cianobacterias, como se aprecia en la
tabla 2. En la muestra de Quintero se identifican dos
cianobacterias potencialmente tdxicas: Synechocystis
aquatilis y Microcystis aueruginosa, pero no se
detectan proliferaciones de estas, si bien existen
abundantes células de Chlorella vulgaris vy
Desmodesmus communis, que son microalgas
cloroficeas de mayor tamafio, cuya presencia en las
fuentes primarias de abasto es comun. Esta muestra de
agua presenta altos niveles de cianotoxinas (1,306 2
ppb), especificamente de microcistinas, relacionado
con las dos especies identificadas (figura 2).

En el caso de Parada destaca la presencia de una
floracion de Cylindrospermopsis raciborskii, con alta
densidad celular (> 50 000 célmL). Esta cianobacteria
se asocia a la produccion de microcistinas y
cilindrospermopsinas %, de aqui los altos niveles de
cianopigmentos y el alto porcentaje de inhibicidn de la
fosfatasa alcalina.

En el caso de las aguas servidas del Caney, se destaca
la presencia de abundantes amebas y alta concentracién
de las cianobacterias Synechocystis aquatilis vy
Aphanizomenum flos- aquae, y de la microalga
clorofita Ankistrodesmus sp. Se identifican, ademas,
varias especies de Microcystis. Estas aguas provienen
de La Campana, donde se identifica un bloom mixto
con elevadas concentraciones de A. flos- aquae, por lo
que al parecer los mecanismos de potabilizacién no
garantizan la eliminacion de las cianobacterias toxicas
Yy sus toxinas.

En las muestras de Chalons, San Juan y CNEA, hay
presencia de cianobacterias, pero sus concentraciones
son menores de 3 000 célmL™.

En todas las muestras, excepto en el agua destilada, hay
cianobacterias toxicas. Sin embargo, en Chalons la
cianobacteria potencialmente toxica Synechocystis
aquatilis, aparece en muy bajas concentraciones. Estos
resultados confirman los del ensayo de la fosfatasa
alcalina, donde las aguas procedentes de Chalons son
las que muestran la minima inhibicién. Esta posee,
ademds, varias especies de clorofitas (Chlorella

vulgaris, Desmodesmus communis, Cosmarium sp.,
Dictyosphaerium pulchellum), lo que justifica los
valores de clorofila obtenidos. Las especies de
Microcystis fueron identificadas en practicamente
todas las muestras, lo que coincide con reportes
previos, asi como Synechocystis aquatilis.

En la tabla 3 se presenta la relacion entre las
cianotoxinas y los géneros de cianobacterias
productores por excelencia, entre las que destacan
Anabaena, Microcystis, y Oscillatoria, detectadas
todas en La Campana.

Microcystis spp. aparece en cuatro de las muestras
analizadas; Anabaena solo en La Campana, al igual que
las especies de Oscillatoria. Sin embargo, se conoce la
toxicidad de otras especies, productoras no solo de
microcistinas, sino de cilindrospermopsina, como C.
raciborskii, identificada en Parada en altas
concentraciones.

Es importante destacar, que el género Anabaena, esta
relacionado con la produccién de cuatro cianotoxinas,
de lo que se infiere que su potencial toxico no solo se
debe a la microcistina, ya que fue la cianotoxina usada
como patron, ademas de ser mayoritaria en muestras
tropicales.

Tabla 3 Clasificacion de las cianotoxinas por sistema u 6rgano
blanco. Fuente: OMS , @2

Sistema

Toxinas 6rgano blanCOuGéneros productores

Microcistina Hapatotoxina  Anabaena, Aphanizomenom
Microcystis, Oscillatoria,
Nostoc

Nodularina Hepatoxina Nodularia

Anatoxina Neurotoxina  Anabaena, Aphanizomenom

Saxitoxina Neurotoxina  Anabaena, Aphanizomenom

Cylindrospermopsis

CilindrospermopsinaCitotoxina Anabaena, Aphanizomenom

general Cylindrospermopsis
Aplisiatoxina Dermotoxina  Lyngbya
Lyngbyatoxina Posible  gastroLyngbya

intestinal

Fuente: OMS@)

El conocimiento sobre la presencia de cianobacterias y
cianotoxinas ha estado fuertemente limitado, por la
falta de metodos adecuados para su deteccion y
vigilancia. En muchos casos ha sido evidente la
incapacidad de prevenir y hacer frente a una
intoxicacion masiva por cianobacterias tdxicas, debido,
fundamentalmente, al desconocimiento del fendmeno
por las instituciones involucradas y a la falta de
investigaciones rigurosas, que demuestren la existencia
de cianobacterias toxigénicas, y presenten los niveles
de cianotoxinas.”)
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A nivel mundial, existen documentos normativos que
regulan los aspectos relacionados con la proteccion y
uso de los recursos hidricos. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) desde su fundacion en 1948, se ha
ocupado de la gestion de los recursos hidricos,
publicando varios documentos relativos a la seguridad
del medio acuético y su importancia para la salud,
dentro de los que pueden encontrarse: “Directrices para
la calidad del agua potable”, y las "Directrices para el
uso seguro de aguas residuales y excretadas en la
agricultura y la acuicultura”.®®2) Estos documentos
son destinados a proporcionar una base para la
elaboracion de normas adaptadas a cada contexto, para
ayudar al proceso de toma de decisiones y al desarrollo
de estrategias para el control de los riesgos para la salud
en funcion del cumplimiento de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible, en especifico el relacionado con
la sanidad, la calidad del agua, el consumo responsable
y el bienestar humano.

Desde la primera edicion de sus guias, la OMS ha
publicado informacion sobre criterios de salud, que
describen los métodos utilizados en la obtencion de
valores de referencia y la presentacion de resefias
criticas, asi como evaluaciones de los efectos de las
sustancias o contaminantes examinados en el agua
potable sobre la salud humana,®® incluyendo las
cianotoxinas. Sin embargo, a pesar de todos los
esfuerzos de la OMS, existen paises, que ain no han
implementado a escala nacional la deteccion de alguna
cianotoxina de forma obligatoria para definir la calidad
al menos del agua potable, si bien se reconoce su
impacto en alimentos; por lo que cualquier esfuerzo en
este sentido es relevante, unido ello a los esfuerzos
necesarios para llenar estos vacios del conocimiento
cientifico y legal, para contribuir al desarrollo presente
y futuro.

Los hallazgos de esta investigacion demuestran, que la
presencia de cianobacterias toxicas y sus cianotoxinas
representan un riesgo en ecosistemas acuaticos
tropicales insulares, en especifico de Santiago de Cuba,
que repercuten en la calidad del agua potable servida,
por lo que se hace necesario desarrollar mecanismos
para su deteccion y estrategias para minimizar su
impacto sobre la salud humana, incluyendo Ila
introduccién de tecnologias que permitan minimizar
este riesgo. Los sistemas y métodos de tratamiento
deben ser revisados y adaptados a la situacion real que
presentan los acuatorios que abastecen agua, la que
debe ser segura.

Esta investigacion demuestra la utilidad del ensayo de
inhibicion de la fosfatasa alcalina HELFA
DIAGNOSTICOS, de produccion nacional, para

muestras de agua, y recomienda su uso con la
metodologia presentada para el seguimiento del riesgo
por presencia de cianobacterias toxicas, con las
modificaciones propuestas. Se recomienda, ademas,
que se asuma como Vvalor limite para Cuba el que
establece la OMS (1 pgL™).

CONCLUSIONES

El ensayo de la fosfatasa alcalina con las
modificaciones propuestas permite evaluar el riesgo
por contaminacion con cianotoxinas en aguas crudas y
para consumo humano, con alta sensibilidad a la
concentracion de microcistinas. Los resultados
constituyen una evidencia de la presencia de
microcistinas en aguas servidas, y la necesaria
implementacidn de analisis para su seguimiento.
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