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NOTA DE ADVERTENCIA

Articulo 23 de la resolucién N° 13 de Julio de 1946.

“La universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus
alumnos en sus trabajos de tesis. Solo velard porque no se publigue nada
contrario al dogma y a la moral catdlica y porgue las tesis no contengan ataques
personales contra persona alguna, antes bien se vea en ellas el anhelo de buscar
la verdad vy la justicia”.



TABLA DE CONTENIDO

Pag

1. INTRODUCCION 1
2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 2
3. MARCO TEORICO 4
3.1 Historia 4
3.2 Caracteristicas de Norovirus 5
3.3 Patogenicidad y patologia 5
3.4 Prevalencia 6
3.5 Transmisién 7
3.5.1 Brotes ocasionados por Norovirus transmitidos por agua 7

3.6 Técnicas de deteccion viral en agua 8

4. OBJETIVOS 8
4.1 Objetivo general 8

4.2 Objetivo especificos 8

5. MATERIALES Y METODOS 9
5.1 Lugar de Muestreo 9

5.2 Clarificacion del agua 9

5.3 Concentracion viral 10
5.3.1 Ultrafiltracién 10

5.3.2 Centriprep 10

5.4 Deteccion del Norovirus 10
5.5 Obtencién de datos de los factores ambientales 11

6. RESULTADOS 12
7. DISCUSION 14
8. CONCLUSIONES 15
9. RECOMENDACIONES 16
10.BIBLIOGRAFIA 16



INDICE DE TABLAS

Péag
Tabla 1. Resultados de la presencia viral en cada sitio de muestreo 12
Tabla 2. . Valores promedio de los factores ambientales suministrados por el
IDEAM. 12
Tabla 3. . Valores promedio del pH para los sitios de muestreo. 13



INDICE DE FIGURAS

Pag
Figura 1. Modelo genoma viral de NVs 5
Figura 2. Gel de agarosa al 2% con las muestras positivas para Norovirus 13

Vi



RESUMEN

Con el fin de evaluar la presencia de genoma viral fragmentado de Norovirus
(NVs) en agua de consumo en una Institucion de Educacion Superior, y establecer
si ésta era una fuente de transmision del agente viral, se llevo a cabo éste trabajo,
donde se realiz6 un muestreo en el cual se recolectaron 64 muestras durante ocho
semanas, en ocho puntos especificos de la Universidad. El procesamiento de las
muestras incluyd una clarificacion inicial a partir de 5 litros recolectados, seguido
de una homogenizacién manual, filtracion por medio de dos filtros Millipore™
Opticap XL de membranas de celulosa con tamafios de poro de 0,45 pm y 0,22
UM respectivamente por un sistema de filtracion frontal. Para la ultrafiltracion se
utilizé un sistema tangencial a través de un filtro Millipore™ Prep/Scale TFF con
una membrana de celulosa con poro de 1000 Daltons para poder lograr una
concentracion inicial del virus. Finalmente, se realizé la extraccién del material
genético; por medio de la técnica Trizol modificada utilizando TRIzol® LS Reagent
de InVitrogen™, a partir del extracto de RNA se procedid a la deteccion de
Norovirus utilizadndo la técnica RT-PCR. De 64 muestras analizadas cuatro fueron
positivas para NVs, obteniéndose un porcentaje de 6,3%. Los resultados
encontrados permitieron evidenciar la presencia de genoma viral en el agua,
siendo esta una fuente de transmision del virus.



1. INTRODUCCION

Los virus entéricos estan asociados a muchas enfermedades en humanos, pero la
infeccién viral mas frecuente es la gastroenteritis producida por Norovirus, uno de
los principales agentes etiolégicos de origen no bacteriano distribuidos alrededor
del mundo [1]. El estudio de patdégenos como éste en el agua, permitira disefiar
estrategias para eliminar su presencia en el agua de consumo.

El proyecto que se presentard resulta importante ya que se fortalece la
investigacion basica, la cual se constituye en soporte y apoyo para procesos de
investigacion aplicada, los resultados obtenidos permitiran sugerir un manejo
adecuado de las aguas de consumo y disminuir los riesgos de aparicion de
enfermedades entéricas por ésta causa.

El agua es uno de los recursos naturales fundamentales y una fuente bésica en la
gue se apoya el desarrollo, junto con el aire, y la energia. La evaluacién de la
calidad del agua ha tenido un lento desarrollo ya que hasta finales del siglo XIX no
se conocia el papel de ésta como posible fuente de transmision de numerosas
enfermedades infecciosas; sin embargo hoy en dia, la importancia tanto de la
cantidad como de la calidad del agua esta fuera de toda duda [1].

La importancia que ha cobrado la calidad del agua ha permitido evidenciar que los
factores que causan su contaminacion se encuentran: agentes patdogenos, como
bacterias, parasitos y particulas virales, ademas sustancias quimicas organicas e
inorganicas, nutrientes que ocasionan crecimiento excesivo de plantas acuéticas,
sedimentos o material suspendido, como sustancias radioactivas entre otros [2].

Las evaluaciones de calidad del agua potable en el mundo han estado basadas
durante décadas en la determinacion de bacterias coliformes, las cuales se usan
como indicadores de presencia de patégenos humanos. Esto ha presentado serias
limitaciones, dado que la aparicion de dichas bacterias tiene un valor predictivo
bajo e incluso nulo para otros grupos de microorganismos patégenos como son los
virus [3].

En Colombia existen normas que establecen los rangos permisibles de
contaminacion como es el caso del decreto 475 de 1998, con el cual se busca
entre otros aspectos asegurar la calidad microbiolégica del agua potable, teniendo
en cuenta Unicamente la presencia de microorganismos como el grupo de
coliformes y bacterias patdgenas como E.coli.No obstante, no se establecen
parametros relacionados con la presencia de particulas virales, debido
posiblemente al desconocimiento de la importancia que estos pueden llegar a



tener como agentes patdgenos o por la dificultad para contar con técnicas
apropiadas y econOmicas para su identificacion [4].

Las enfermedades transmitidas a través del agua, pueden tener causales de
origen biologico o quimico, algunas afecciones que se producen por agentes
biolégicos casi siempre son contagiosas. A causa de ésto, y el interés por
controlarlas, los estudios microbioldgicos del agua se han orientado en mayor
parte hacia el aspecto sanitario [4].

Algunas de las razones por las que, la gastroenteritis continla presente,
representando un importante problema de salud, es la falta de higiene, y/o el mal
funcionamiento de los servicios sanitarios. Los programas de potabilizacion de
agua han sido responsables de la disminucion de las infecciones transmitidas por
agua a pesar de que este tratamiento no es eficaz contra todos los patdégenos
(OMS, 1995) entre éstos los virus entéricos, que comunmente afectan el agua
subterranea, debido a la descarga de aguas contaminadas. Los virus pueden
moverse considerablemente en el ambiente y persistir por varios meses cuando
las temperaturas son bajas y el suelo es humedo [5].

Los Norovirus (NVs), son un grupo de agentes virales que han tomado gran
importancia debido al nuevo conocimiento sobre su patogenicidad, especialmente
en el ser humano, ya qué se caracteriza, por ser uno de los principales causantes
de gastroenteritis en la poblacion [6]. Han sido relacionados con un gran nimero
de brotes de gastroenteritis en diversas partes del mundo [7], algunos de los
cuales han mostrado que el agua ha estado involucrada con la transmision de
enfermedades gastrointestinales a causa de estos agentes virales,y que pueden
convertirse en contaminantes por diversos factores tales como; la actividad
humana y condiciones ambientales. La presencia de estos virus en los diferentes
sistemas de aguas municipales, esta relacionada con un manejo inadecuado de
residuos y con tratamientos insuficientes para su eliminacion [5].

Las investigaciones realizadas al respecto, han sido llevadas a cabo en el Instituto
Nacional de Salud y el Ministerio de la proteccion Social, donde se inicié un
monitoreo de agentes infecciosos causantes de diarrea en nifios menores de 5
afos. A pesar de que los estudios no se han terminado, se ha encontrado que
estos virus pueden llegar a tener una prevalencia significativa en la poblacion
colombiana [8].



2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua es un vehiculo importante de agentes patégenos tanto de origen
bacteriano, parasitario y viral. La gastroenteritis de etiologia viral transmitida por
aguas contaminadas parece ser una de las infecciones de mayor impacto en la
salud humana. Se han reportado epidemias asociadas con agua potable, con
presencia de virus tales como Rotavirus (RTV), Adenovirus entéricos (AdE),
Astrovirus (HastV), Calicivirus: Virus Norwalk(NV) y Virus de la Hepatitis A (HAV)
[9]. Existen mas de 140 especies de virus que se pueden encontrar en el agua,
uno de los principales problemas para confirmar ésta afirmacion es que las
pruebas tradicionales de laboratorio no permiten cuantificar la presencia de virus, y
los sistemas de purificacion de rutina no poseen la sensibilidad suficiente para
lograr erradicarlos [10].

Teniendo en cuenta lo anterior, el proposito de este proyecto consiste en evaluar
la presencia de genoma viral fragmentadode Norovirus presente en el agua de
consumo en la universidad.

Este proyecto de investigacion se realizara debido a la gran importancia que se ha
dado en diversos paises a la investigacion y conocimiento de Norovirus (NVSs),
agente viral causante de gastroenteritis en todo el mundo [11]. En Colombia esta
entidad no ha sido ampliamente estudiada ni asociada especificamente a brotes
causados por el consumo de agua contaminada, principalmente por la limitada
informacién que se tiene sobre su patogenicidad e incidencia, o que conlleva a
que no se tomen medidas necesarias para su prevencion.

Las investigaciones realizadas en diversas partes del mundo sobre NVs, han
permitido establecer que una de las principales fuentes de transmision del virus es
el agua, lo que ocasiona un incremento en el riesgo de contaminacién o infeccion,
si se tiene en cuenta que todas las personas estan en contacto continuo con ésta;
lo que ocasiona que el impacto producido por estos virus sea significativo, debido
a la facilidad que estos tienen para propagarse de una region a otra [12].

Con el presente estudio, se pretende evaluar la presencia de material genémico
fragmentado de NVs en el agua proveniente del acueducto en una universidad
ubicada en una zona periurbana, mediante la técnica RT-PCR y asi poder
determinar si esta actla como vehiculo de transmisién contribuyendo al aumento
de infecciones gastrointestinales reportadas en la poblacion. Acorde a los
resultados de este estudio, se podrian tomar medidas de caracter epidemiolégico,
para prevenir un aumento de estas infecciones en la poblacion de la Universidad.



3. MARCO TEORICO

3.1 HISTORIA

Desde 1940,[13] se tenia la sospecha de que los virus podian ser causantes de
gastroenteritis, debido a que la etiologia de muchos de los brotes que ocurrian en
diversas partes del mundo no podian ser atribuidos a agentes bacterianos o
parasitos.

Sin embargo fue hasta 1972, por medio de la microscopia electrénica que
particulas virales de aproximadamente 27nm fueron identificadas y claramente
vinculadas a un brote de diarrea, ocurrido cuatro afios atrds [14]. A estas
particulas se les llamo virus Norwalk, debido a que el brote habia sucedido en una
escuela primaria ubicada en Norwalk, Ohio [15].

Los individuos afectados en el brote, desarrollaron evidencia serologica a causa
de la infeccion, por lo cual se sugiri6 que estas particulas virales eran el agente
etiologico de la gastroenteritis producida en Norwalk [16].

Los Norovirus (NVs) formalmente, llamados virus Norwalk, no se han podido
propagar in vitro en ninguna célula o sistema de cultivo de o6rganos. La
administracion de este virus a animales de laboratorio incluyendo especies de
primates, no han dado como resultado la produccion de enfermedad [16].

Dado a que los NVs no pueden ser aislados en cultivos celulares, su deteccion por
muchos afios se habia centrado en la determinaciéon de sus caracteristicas
morfologicas, lo cual dificultaba el diagnéstico de los casos diarreicos que se
presentaban [17].

Las investigaciones sobre los NVs avanzaron significativamente en la pasada
década como resultado de la introduccion de nuevas tecnologias moleculares. La
clonacién y la secuenciacion de un prototipo de virus Norwalk en los noventa
permitieron la clasificacion de los NVs dentro de la familia Caliciviridaey el
desarrollo de la RT-PCR para el diagndstico de estos mismos. La aplicacion de
esta nueva tecnologia en muchos laboratorios del mundo, permiti6 acumular
rapidamente informacion sobre la variacidbn genética, prevalencia, distribucion e
importancia de estos virus como agentes causantes de gastroenteritis [18].



3.2 CARACTERISTICAS DE NVs

Los NVs tienen un didmetro de27-40 nm, no poseen envoltura [19] y tienen como
genoma un RNA de cadena sencilla, polaridad positiva, 7.5 Kb,poliadenilado en su
extremo 3°, pero no estdmetilado en su extremo 5. Tienen una proteina
estructural Unica en la capside y la apariencia de 32 depresiones en forma de taza
sobre la superficie del virion. Su simetria es icosahedrica [20].

El genoma estd organizado dentro de 3 marcos abiertos de lectura (ORFs). El
ORF 1 codifica para una poliproteina no estructural de 200 kDa, que es clivada por
una proteasa en 6 proteinas no estructurales, en donde esta incluida la RNA-
polimerasa. El ORF 2 codifica para una proteina estructural principal de capside
(VP1) de 60 kDa y el ORF 3 codifica para una proteina estructural menor de la
capside (VP2) [21].

La proteina VP1 forma dos dominios: P (sub dominios P1y P2) y la S. Muchas de
las interacciones celulares y del reconocimiento inmunoldégico parece estar
localizado en el sub-dominio P2, el cual se extiende por encima de la superficie
viral y tiene la mayor divergencia en cuanto a su secuencia en el genoma [22].

’ ORF 3 )
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Norwalk - like virus 5358 6950 7654
Fuente: (Green et al., 2000)
FIGURA 1. Modelo del genoma de NVs.

3.3 PATOGENICIDAD Y PATOLOGIA

El conocimiento sobre las caracteristicas patoldgicas y las lesiones histoldgicas
gue ocasionan la gastroenteritis es uno de los puntos que mas se han investigado
desde el descubrimiento de los NVs como agentes etioldgicos de dicha
enfermedad. Una de las caracteristicas principales ha sido la observacién de
lesiones de la mucosa del intestino delgado en las primeras 2 semanas después
de la infeccion, sin embargo la mucosa gastrica y rectal permanecen
histologicamente normales durante la enfermedad por NVs[23]. Por medio de
microscopia electronica, se pudo evidenciar que hay una disminucion del tamafio
en las microvellosidades intestinales , y por esto la enfermedad presenta una mala



absorcion de grasas, D-xilosa y lactosa que puede persistir al menos por una
semana, aunque los sintomas clinicos duren tan solo 1 o 2 dias [24].

La infeccion por NVs afecta a personas de todos los grupos de edades, sin
embargo, se ha encontrado que predomina en el grupo de los adultos mayores
[25].

Los NVs son altamente infecciosos, se ha estimado que la dosis minima infectante
es de 10 a 100 particulas [26]. Después de la exposicion inicial, los virus tienen un
periodo de incubacion de 12-48 horas y que puede durar hasta 60 horas. La
excrecion del virus en heces comienza unas pocas horas después del inicio de los
sintomas y pueden continuar hasta el séptimo o décimo dia [27][28].

La gastroenteritis por NVs se caracteriza por nauseas agudas, vomito, dolor
abdominal (calambres) y diarrea, el vémito es méas frecuente en nifios, mientras
que los adultos experimentan con mayor proporcion diarrea. Algunos otros
sintomas pueden ser dolor de cabeza, fiebre, escalofrios, mialgias y en muy pocos
casos puede llegar a producir deshidratacion severa [29].

No hay disponible ningun tipo de tratamiento antiviral para curar la infeccion
producida por NVs, los tratamientos se centran especialmente en la prevencion de
la deshidratacion del paciente, ésta deshidratacion es usualmente mantenida,
usando sueros orales o0 sustancias isotonicas. El tratamiento sintomatico de dolor
de cabeza, mialgias y nauseas, se trata con ayuda de analgésicos y antieméticos
[18].

3.4 PREVALENCIA

Estudios epidemiologicos han indicado que la infeccion por NVs ocurre a nivel
mundial, de acuerdo con los reportes realizados por el centro de control y
prevencion de enfermedades (CDC), estos virus fueron responsables del 96% de
brotes de gastroenteritis aguda reportados desde enero de 1996 hasta junio de
1997 en los Estados Unidos [18].

En Europa occidental entre las gastroenteritis virales, los NVs son unas de las
causas mas frecuentes; y se estima que en Inglaterra y Holanda, entre un 6%y
11% de todas las infecciones virales se deben a este virus [30].

En Colombia debido a la informacion tan limitada que hay sobre agentes
etioldgicos causantes de gastroenteritis, el Instituto Nacional de la Salud junto con



el Ministerio de Proteccion Social en el 2006, decidieron iniciar un monitoreo de
agentes infecciosos causantes de diarreas en nifios menores de 5 afos [18].

Se han realizado estudios en algunos de los municipios de Cundinamarca debido
al aumento de las enfermedades diarreicas en la poblacion, en donde se ha
buscado determinar la presencia de virus gastrointestinales en muestras fecales.

Los resultados han mostrado que la presencia de estos virus esta relacionada con
casos de enfermedades diarreicas que se han encontrado en la poblacion [31]. En
cuanto a la prevalencia de NVs en nifios menores de 5 afios se ha encontrado que
ha alcanzado un 10% [32].

3.5 TRANSMISION

Las principales formas de transmision de NVs, son el consumo de aguas, Yy
alimentos contaminados y el contacto persona a persona [33]; sin embargo, se
conocen factores ambientales que pueden contribuir a la contaminacion por estos
virus, entre los que se encuentran lluvias, tipos de suelos de los alrededores de
plantas de tratamientos de aguas, temperatura, la poca exposicion a la luz del sol
y vegetacion [29].

La presencia de estos virus en las diferentes fuentes de agua esta relacionada
principalmente con la generacion de desechos y su inadecuado manejo a causa
de actividades humanas y animales. Ademas se encuentra atribuido a
tratamientos insuficientes de aguas residuales que generalmente consisten en
filtracion y cloracion, con los cuales no se puede garantizar la remocion de
particulas virales [29].

3.5.1. BROTES OCACIONADOS POR NVSTRANSMITIDO POR AGUAS.

Los brotes epidémicos causados por el consumo de agua de suministro publico
tienen gran efecto sobre la salud publica debido al gran nimero de personas
potencialmente expuestas. Las caracteristicas y la etiologia de estos brotes han
variado con el tiempo. Coincidiendo con la mejora generalizada de los sistemas de
control y desinfeccion del agua, se ha producido una disminucion de los casos de
etiologia bacteriana y un incremento de los brotes ocasionados por otros agentes
como virus [2].

Los virus entéricos son patdégenos criticos, debido a que la dosis minima
infecciosa es muy baja, son muy resistentes a los sistemas de desinfeccion y la
deteccion a nivel de laboratorio es relativamente dificil y costosa. Ademas no se



cuenta con informacién adecuada debido a que los virus son mas dificiles de
detectar en medios acuaticos, se confunden a menudo con infecciones no
especificas y la epidemiologia se hace dificil por la escasa cantidad de informacion
gue es reportada a las autoridades sanitarias [2].

Los brotes de infecciones asociados al agua de bebida son usualmente el
resultado de una inadecuada eliminacion de microorganismos durante el
tratamiento y/o una contaminacion cruzada, causada por la mala adecuacion de
redes de alcantarillado y por el alto contacto entre aguas servidas y aguas
utilizadas para potabilizacion [5].

La presencia de NVs en agua, también ha estado ampliamente relacionado a
temporadas invernales en donde se ha encontrado que las particulas virales son
generalmente mas prevalentes [34], ya que a pesar de que su concentracion en
aguas es baja, esta puede aumentar por el desbordamiento de aguas residuales y
tanques seépticos debido a las fuertes lluvias [33].

3.6 TECNICAS DE DETECCION VIRAL EN AGUA.

Después del muestreo y la concentracion de virus, el aspecto importante a
considerar es la deteccion y en algunos casos, el recuento de virus. De las
técnicas mas utilizadas en la actualidad para realizar la deteccion viral se
encuentran la PCR, ELISA y Microscopia Electronica. Estas técnicas requieren
que el virus esté presente en una concentracion de 10* - 10° particulas en el caso
de ELISA, 10? para PCR [34].

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

« Evaluar la presencia de material gendmico fragmentado de Norovirus (NV)
como posible contaminante de agua potable en una Institucion de
Educacion Superior.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eEvaluar la presencia de material genémico fragmentado deNorovirus en 8
puntos especificos de agua potable dentro de una Institucion de Educacion
Superior.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1Lugar de Muestreo

Se realizdé un muestreo aleatorio estratificado en una zona periurbana, cercana a
Bogota donde se encuentra una Institucion Universitaria, se tomaron las muestras
en 8 puntos diferentes del predio, para un total de 64 muestras. Los lugares de
recoleccion fueron tres cafeterias, dos bafios y tres laboratorios de practica
agricola y veterinaria.

Las muestras fueron colectadas en recipientes de polipropileno limpios y
previamente desinfectados, un volumen de5 litros de agua por punto durante ocho
semanas, fueron llevadas al laboratorio de virologia de la Universidad Javeriana
donde se almacenaron a 4°C hasta el momento de su procesamiento. A la
totalidad de las muestras se les midi6 el pH a la hora de su recoleccion.

5.2 Clarificacion del agua

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el Laboratorio de Virologia de
la Pontificia Universidad Javeriana sede Bogota, donde a partir de los 5 Litros
adquiridos en cada uno de los puntos de muestreo, se les realiz6 una
homogenizacién manual para posteriormente realizarse una clarificacién del agua
por medio de una filtracion en dos filtros Millipore™ Opticap XL de membranas de
celulosa con tamafios de poro de 0,45 um y 0,22 um respectivamente por un
sistema de filtracion frontal. Este proceso se realizd 3 veces por cada muestra
para obtener un mejor resultado en el proceso, ademas se hizo un lavado con 500
mL de agua desionizada para los filtros entre muestra y muestra para evitar
riesgos de contaminacion cruzada. A partir de las filtraciones se obtuvo un
volumen final de 1 litro, para llevarlos al proceso de concentracion viral.

El filtro fue conectado a una bomba peristaltica Milipore8200115. Esta conexion se
realiz6 por medio de mangueras de silicona de alta presion de las cuales una de
estas pasara la muestra a través del filtro por la presion ejercida por la bomba, la
otra permitio la recirculacion de la muestra que no atravesara la membrana. Donde
las particulas de 1.000 a 1.000.000 Da de peso molecular fueron retenidas,
mientras que las sales y el agua atravesaron la membrana.



5.3 Concentracion viral

5.3.1 Ultrafiltracion

Para la ultrafiltracion se utilizé un sistema de filtracion tangencial, por medio de un
filtro Millipore™ Prep/Scale TFF con una membrana de celulosa con poro de 1000
daltons para poder lograr una concentracién inicial del virus. En este sistema se
sometio el litro obtenido de cada muestra después de la filtracion para finalmente
conseguir un volumen final de 13 a 15 mL por muestra donde el virus se
encontrard mas concentrado que en su condicion inicial. El tratamiento del
ultrafiltro se realizo utilizando un lavado con hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N vy
agua desionizadaentre muestra y muestra para asegurar la limpieza del filtro y no
generar contaminaciones cruzadas por las muestras procesadas.

5.3.2.Centriprep

A partir del volumen final obtenido en el proceso de ultrafiltracion (13-15mL) para
cada muestra se llevd al recipiente especial de Centriprep Ultracel-10 de
Millipore™ y se completara el volumen con agua desionizada estéril para tener el
mismo volumen en todas las muestras y asi poder realizar la segunda fase de
concentracion viral, llevada a cabo por medio de un sistema de filtracion inversa.
El volumen final del concentrado obtenido fué de 2 a 3 mLpara realizar las pruebas
moleculares para la deteccion del virus.

5.4 Deteccién de Norovirus

En primer lugar para poder hacer la deteccion viral a partir de las muestras, se
debe realizar la extraccion del material genético; ésta se realizé por medio de la
técnica Trizol modificada utilizando TRIzol® LS Reagentde InVitrogen™ .Durante el
proceso actuaron reactivos importantes como el cloroformo, el ispopropanol y el
etanol que ayudaron a la obtencion del RNA puro. A partir de este extracto de
RNA se procediéo a detectar la presencia del material gendémico de Norovirus,
utilizando la técnica rt-PCR (reverse transcripte-polymerasechainreaction) en dos
pasos; donde inicialmente se realizO una transcripcion reversa utilizando
iniciadores en una concentracion de 1000 ng/uL en una relacion de 2 pL de
iniciadores para 5 pL de RNA extraido, los cuales generaron cadenas de DNAc
junto con la enzima SuperScript® Il RT de InVitrogen™, utilizando una proporcién
de enzima 0,3 puL por muestra, que junto con los otros componentes para este
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primer master mix, en total se obtuvé un volumen final de 20 puL donde se realizé
una primera etapa en el termociclador para poder realizar la PCR en un segundo
paso con iniciadores especificos para Norovirus utilizando un volumen cada uno
de 1 puL para 1 pyL de DNAc, siendo estos MON 431
(TGGACIAGRGGICCYAAYCA), MON 432 (TGGACICGYGGICCYAAYCA), MON
433 (GAAYCTCATCCAYCTGAACAT) y MON 434
(GAASCGCATCCARCGGAACAT)[37];que reconocen una region de 213
pbconservada dentro del ORF 1 que codifica para 1 segmento de la capside de los
2 genogrupos, adicionalmente se utilizé la enzima Taq polimerasa recombinante
de InVitrogen® en una proporcioén de 0,3pL de la enzima para 1uL de DNAc. El
volumen total de este segundo master mix para la ejecucion de la PCR fué de 24
puL con 1 puL de DNAc. Al llevarlo al termociclador se realizé una primera etapa de
denaturacién a 94°C por 2 minutos y se sometié a 40 ciclos para el proceso de
amplificacién bajo las siguientes condiciones: 94°C/2 minutos, 52°C/30segundos y
72°C/30segundos.

Para completar el proceso se coloc6 a 72°C por 7 minutos. La lectura de los
resultados obtenidos se llevo a cabo; por medio de un gel de agarosa al 2% con
adicion de bromuro de etidio, a través de una electroforesis para poder visualizar
la presencia del virus (fragmentos genoma viral)para las muestras positivas.

El control positivo para la PCR correspondié a muestras de materia fecal
provenientes del laboratorio de virologia de la Pontifica Universidad Javeriana,
como control negativo se utilizd agua cristal y como control del procedimiento de
clarificacion y concentracidbn se adiciond una muestra positiva de Norovirus
obtenida del laboratorio de Virologia en 1 litro de agua cristal. Estos controles se
utilizaron también para comprobar la ausencia de inhibidores de reaccién que
pudieran generar resultados falsos negativos en los ensayos.

5.5 Obtencion de datos de los factores ambientales
Para obtener el registro de los factores ambientales (temperatura, precipitacion y

humedad) en cada fecha de muestreo, se solicitd la informacion al Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM).
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6. RESULTADOS
Deteccion de virus en las muestras de agua

Durante las ocho semanas de muestreo, la presencia de genoma viral se
evidencié desde la cuarta semana, encontrandose Norovirus en 4 lugares, dos
cafeterias y dos laboratorios. La tabla N°1 presenta la presencia de genoma viral
por semanas y por lugares.

Presencia de material genémico (Norovirus) en la Universidad en cada sitio vy
semana de muestreo.

SITIO DE MUESTREO SEMANA DE MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7 8

Bafio 1 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. Neg. | Neg. | Neg. | Neg.
Cafeteria 1 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. Neg. | Neg | Neg.  Neg.
Laboratorio 1 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. Neg. | Neg. | Neg. | Neg.
Cafeteria 2 Neg. | Neg. | Neg. | Positivo NV | Neg. | Neg. | Neg. | Neg.
Laboratorio 2 Neg. | Neg. | Neg. | Positivo NV | Neg. | Neg. | Neg. | Neg.
Bafio 2 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. Neg.  Neg. | Neg | Neg.
Laboratorio 3 Neg. | Neg. | Neg. | Positivo NV | Neg. | Neg | Neg. | Neg.
Cafeteria 3 Neg. | Neg. | Neg. | Positivo NV | Neg | Neg. | Neg. | Neg.

Tabla 1. Resultados de la presencia viral en cada sitio de muestreo por
semana.

A patrtir de los datos entregados por el IDEAM se determinaron los valores medios
obtenidos para las variables temperatura, humedad y precipitacion durante el
estudio segun las fechas de muestreo, los cuales se pueden observar a
continuacién en la tabla N°2 y tabla N°3 los valores promedio para el pH en cada
sitio de muestreo.

Valores Promedio de los factores ambientales por semanade muestreo.

SEMANAS PRESENCIA FACTORES AMBIENTALES

DE —
VIRAL Temperatura | Humedad | Precipitacion

MUESTREO °C) (%) (mm3)

1 NEGATIVA 14.27 71.75 0.15

2 NEGATIVA 14.86 77.37 0.56

3 NEGATIVA 13.65 82.37 0.67
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4 NOROVIRUS | 14.42 73.00 0
5 NEGATIVA 14.17 71.37 0
6 NEGATIVA 13.01 70.00 0
7 NEGATIVA 13.81 70.87 0
8 NEGATIVA 15.06 82.50 0

Tabla 2. Valores promedio de los factores ambientales suministrados por el

IDEAM.

Valores Promedio de pH por sitio de muestreo

SITIO DE MUESTREO PRESENCIA pH
VIRAL

Bafio 1 NEGATIVA 7.03
Cafeteria 1 NEGATIVA 7.07
Laboratorio 1 NEGATIVA 6.78
Cafeteria 2 POSITIVANVs | 7.01
Laboratorio 2 POSITIVANVs | 6.85
Bafo 2 NEGATIVA 6.88
Laboratorio 3 POSITIVA NVs | 6.61
Cafeteria3 POSITIVA NVs | 7.06

Tabla 3. Valores promedio del pH para los sitios de muestreo
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Electroforesis

En la figura 2 se puede evidenciar el corrido electroforético en gel de agarosa al 2
% obtenido con las muestras positivas para Norovirus junto con los controles
positivos utilizados, suministrados por el Laboratorio de Virologia.

Corrido electroforético en gel de agarosa para Norovirus

Laboratorio 2

Laboratorio 3
Cafeteria3
Control ()

g
s
[ s
-

E 3
o S

2072pb €
1500pb <€

600pb
400 pb

200 pb
100pb

Figura 2. Gel de agarosa al 2% con las muestras positivas para Norovirus.

7. DISCUSION

Debido a la importancia que tiene la calidad del agua como elemento fundamental
para la vida, encontrar poblaciones de microorganismos como virus causantes de
gastroenteritis, se vuelve relevante. En este caso, se quiso evaluar la presencia de
material genético de Norovirus que sugiere contaminacion del agua de consumo
en la Institucion, por medio de una técnica sensible como lo es RT-PCR. Los
resultados registrados en la tabla 1 muestra que se logré encontrar en cuatro
lugares de la Universidad en la cuarta semana, sin embargo en las demas no se
encontrd, evidenciandose esto en la ausencia de algun fragmento de genoma
viral.
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El riesgo de transmisién viral a través de agua contaminada puede depender de
varios factores tales como la cantidad de virus presente en el agua y la capacidad
gue tiene el virus de sobrevivir por medianos periodos de tiempo de manera
infecciosa en el agua [37].

Por lo tanto, lo que comparando con otros estudios en el 2007, Gutiérrez, et al.,
discutieron que la deteccion tanto de la proteina viral como del &cido nucleico en el
agua son indicadores de presencia viral en esta [37], ya que ni la reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa  (Reverse
TranscriptionPolymeraseChainReaction, RT-PCR) ni la prueba ELISA suministran
informacioén suficiente para confirmar la presencia de particulas virales infecciosas.

La simple presencia de componentes virales implica que la particula estuvo
completa en algin momento dentro de la muestra. Esto puede ser debido a que
los virus RNA como Norovirus, no estan en los individuos como saprofitos o
portadores sanos. Estos virus siempre que se encuentran en un hospedero, estan
realizando ciclos virales, replicandose y comportandose de manera infecciosa.

Norovirus y en general los virus entéricos no realizan ciclo viral en el agua debido
a gque esta no posee células donde permita la replicacion viral, pero sin embargo la
llegada del virus al agua, involucra contaminacion por materia fecal de un
hospedero susceptible, quien es el responsable de depositar el virus en el agua
permitiendo asi la diseminacion a través de esta, ademas si se atribuye que las
condiciones medio ambientales tales como; temperatura, pH, metales pesados
etc. son factores que influyen considerablemente en el tiempo de duracion de las
particulas virales en el agua, tanto asi que los virus entéricos resisten
temperaturas menores de 20°C por meses y son capaces de permanecer a
temperaturas menores de 0°C por afios, en cuanto el pH acido, éste inactiva su
actividad y finalmente la presencia de metales pesados pueden afectar de alguna
forma su capacidad infectiva y estabilidad viral. Ya que podria presentarse una
inactivacion por ligacion de grupos donadores de electrones sobre proteinas o
acidos nucleicos, reaccion en la cual se producen radicales hidroxilo [40].

Sin embargo existen casos en que los virus adsorbidos en pequefios soélidos
pueden contribuir a su supervivencia, puesto que tienden a permanecer a flote
durante largos periodos de tiempo, lo que logra que se proteja de procesos de
cloraciéon durante el tratamiento de agua, por esta razon pueden conservar asi por
mas tiempo su capacidad infecciosa que un virus libre [40].

En Bogota cuando el agua es sometida a los procesos de potabilizacion se le
considera como apta para consumo humano, lo que hace suponer una baja
cantidad de solidos y de metales, un pH entre 6 y 7 y una concentracion de cloro
apta para consumo humano. Todas estas condiciones favorecen la presencia viral.

El agua evaluada presento (tabla 2) una temperatura 14.42, y humedad 73, siendo
condiciones Optimas para la sobrevivencia de virus.
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Sin embargo como se podria explicar de dénde llega un virus entérico al agua de
consumo, puede ser que estos virus llegaron al agua antes del proceso de
potabilizacion y que este sistema de purificacion del agua no logra eliminar en su
totalidad a los virus.[40][14].

El pH de 6 o 7, como los reportados en este trabajo (tabla3), no alteran la
estructura viral, lo cual lleva a explicar la presencia de genoma viral o inclusive el
virus completo.

Desde el punto de vista de la salud publica, los virus entéricos son un grupo de
microorganismos patégenos mas criticos, debido a que la dosis minima infecciosa
es muy baja,[2] son muy resistentes a los sistemas de desinfeccion y el control a
nivel de laboratorio es dificil y costoso.

Los resultados obtenidos indican contaminacion del agua potable ya que hay una
cantidad suficiente de particulas virales para aceptar que se ve afectada la
calidad del agua.

Vale la pena discutir si el agua analizada podria estar asociada con los brotes de
diarrea presentes en la poblacion, para esto tendria que confirmarse la capacidad
infecciosa de los virus y habria que saber si el serotipo viral presente en la mues-
tra pertenece a un virus con tropismo humano, lo cual no se ha confirmado en este
estudio. Para corroborar esto, deberian incluirse, técnicas de amplificacion y
secuenciacion de segmentos virales trabajadas con herramientas filogenéticas.

8. CONCLUSIONES

e Se evalud la presencia de material gendmico deNorovirus(NVs) en cuatro
de las 64 muestras analizadas en aguas de la Institucidon Universitaria,
obteniéndose un porcentajede 6,3% lo que significa aceptar la presencia de
fragmentos de material gendmico del virus en el agua potablede la
Institucion.

9. RECOMENDACIONES

Evaluar el tratamiento de agua realizado en la planta de acueducto y alcantarillado
de Bogot4, con el fin de evidenciar si los métodos utilizados son efectivos 0 no
para la eliminacion de NVs y de otros virus entéricos.

Se propondria trabajar para mejores resultados con PCR en tiempo real, la cual
ademas de ser mas sensible, ha sido propuesta como alternativa para trabajar
virus no cultivables en células, como Norovirus [39][40]. Ya que en ésta
investigacion no se utiliz6. Puede ser probable que se hayan presentado falsos
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negativos, pues la cantidad de virus no alcanz6 a ser detectada con las pruebas
utilizadas.
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