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RESUMEN

En los ultimos afos las enfermedades de transmision hidrica han cobrado gran importancia a
nivel mundial debido al aumento de los consumidores que se han visto afectados por
diferentes fuentes de agua contaminada. EI agua al ser un elemento fundamental para
muchos procesos vitales requiere de un alto grado de pureza, la cual radica en la ausencia
de microorganismos patdgenos causantes de enfermedades infecciosas como la
gastroenteritis. Dentro de los agentes microbianos causantes de estas enfermedades se
encuentran los virus, que comparados con las bacterias presentan una mayor incidencia. Se
sabe que el Rotavirus es el principal agente etioldgico causante de diarrea en la poblacion
infantil. En estudios realizados en los afios 2000 y 2002 en el agua del municipio de
Facatativa, se ha demostrado la presencia de Rotavirus contribuyendo con el aumento de las
infecciones gastrointestinales en esta poblaciéon. Mediante el presente estudio, se pretendio
determinar si el agua del municipio continuaba siendo un vector de transmision de este virus.
Para probar este objetivo, se recolectd un total de 500L, provenientes de tres puntos del
acueducto del municipio: antes de la entrada a la planta de potabilizacion, durante el proceso
de potabilizacion y un punto al cual es surtida el agua luego de ser tratada. Luego se realizé
una concentracion de las particulas virales mediante la técnica de Ultrafiltracion a partir de
las muestras tomadas. Se realizé la deteccién de Rotavirus grupo A mediante la técnica de
ELISA. Finalmente, se obtuvo como resultado la no deteccién de estas particulas virales

durante el periodo del afio en el que se realizé el muestreo.

ABSTRACT

In the last years hydric transmission diseases, have received great importance at world-wide
level due to the increase of the consumers who have been themselves affected by different
contaminated water sources. The water being a fundamental element for many vital
processes requires of a high degree of purity, which is based in the absence of pathogenic
microorganisms causes of infectious diseases like the gastroenteritis. Within the microbial
agents causes of these diseases are the virus, that compared with the bacteria they present
a greater incidence. One knows that the Rotavirus is the main etiologic agent cause of
diarrhea in the infantile population. In studies made in 2000 and 2002 in the water of the
municipality of Facatativa, the presence of Rotavirus has been demonstrated contributing
with the increase of the gastrointestinal infections in this population. By means of the present

study, it was tried to determine if the water of the municipality continued being a vector of



transmission of this virus. In order to prove this objective, a total of 500L, originating of three
points of the aqueduct of the municipality was collected: before the entrance to the
purification plant, during the process of purification and a point to which the water after being
treated is provided. Soon a concentration of viral particles by means of the technique of
Ultrafiltration from the taken samples was made. The detection of Rotavirus group A was
made by means of the ELISA technique. Finally, the no detection of these viral particles was

obtained like result during the period of the year in which the sampling was made.
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1. Introduccion

Las afecciones que se propagan por el agua se conocen como "enfermedades de
transmision hidrica". Sus agentes causales pueden ser biolégicos, quimicos. Las
enfermedades que provocan los agentes bioldgicos casi siempre son contagiosas. A causa
de las enfermedades de origen hidrico y el interés por controlarlas, los estudios
microbioldgicos del agua se han orientado en su mayor parte hacia los aspectos sanitarios.
Uno de los criterios utilizados para determinar la calidad sanitaria del agua es la clase y
numero de microorganismos que se encuentran presentes (OMS, 1995). La falta de higiene,
la carencia y/o el mal funcionamiento de los servicios sanitarios, son algunas de las razones
por las que la gastroenteritis continua representando un importante problema de salud en los
paises en desarrollo. Los procedimientos sanitarios pueden aplicarse bien para evitar la
contaminacién del agua o para destruir al patégeno que ya se encuentra presente en ella.
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 patégenos (OMS, 1995) entre éstos los virus entéricos, que cominmente contaminan el
agua subterranea debido a la descarga de aguas contaminadas. Dependiendo de factores
tales como la temperatura, precipitacion, estructura del suelo, pH, concentracion cationica,
los virus pueden moverse considerablemente en el ambiente y persistir por varios meses

cuando las temperaturas son bajas y el suelo es humedo (Borchardt, M. et al. 2004).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Rotavirus (RV)

2.1.1 Generalidades de los Rotavirus

Los Rotavirus (RV) pertenecen a la familia Reoviridae y causan infecciones intestinales en
varias especies (hombre, simios, equinos, porcinos, caninos, bovinos, ovinos y aves). Las
infecciones en humanos por RV tienen una distribucién mundial, siendo estos los causantes
del 50-60% de las gastroenteritis agudas en nifios hospitalizados en el mundo, lo que lo sitta
como el agente mas importante de gastroenteritis en nifos pequefios. Los Rv se propagan
via fecal- oral, a través de via respiratoria o por contacto persona a persona (Gray and
Desselber. 2000, Fischer, 2002).

La particula es de simetria icosahédrica con un tamafio de 75nm. El genoma esta
compuesto por una doble cadena de RNA (dsRNA) dividida en 11 segmentos, con extremos
5’y 3" conservados. Estos segmentos tienen un tamafio entre 667 bp (segmento 11) y 3302
bp (segmento 1). El tamano total es de aproximadamente 18.555 bp (varia segun los

cambios transcripcionales) y tiene un peso de 6120 kDa (Bluff et al., 2003).

Casi todos los segmentos son monocistronicos a excepcion de los segmentos 9y 11 (Gray
and Desselberg, 2000). Los RV poseen 6 proteinas estructurales (VPs: VP1, VP2, VP3, VP4,
VP6 y VP7) y 5 proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5). Las mas
importantes que forman parte de la estructura viral son la VP4, VP6 y VP7 por estar
asociadas a la estructura antigénica de estos virus. La VP6 contiene los determinantes de la
especificidad del grupo (A hasta el G) y subgrupo (SG-1 y SG-2), la VP7 es una glicoproteina

que contribuye con la especificidad del huésped (Nuseti et al., 2001)

El RV consta de tres (3) capsides. La Interna esta formada por las proteinas VP2, VP1 (la
RNA polimerasa dependiente de RNA) y VP3 (guanilil transferasa y metilasa). La capside
intermedia esta formada por 260 trimeros de la proteina VP6 y la Capside externa esta
formada por 260 trimeros de la VP7 y 60 dimeros de VP4 (Gray and Desselber, 2000;
Caballero et al., 2004). La proteina VP2 tiene como funcion el andamiaje para la capside
interna (Gray and Desselber. 2000).
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Figura No 1. Esquema de la estructura del Rotavirus. Fuente: Villena 2001.

2.1.2. Patogenia y Cuadro Clinico.

Los rotavirus tienen la capacidad de adherirse al revestimiento epitelial del tracto
gastrointestinal. Su principal sitio de replicaciéon del Rotavirus son los enterocitos maduros
sobre las vellosidades del intestino delgado, pero también se disemina hasta el ileo. Las
lesiones en la mucosa se producen como resultado de la destruccion selectiva de las puntas
de las vellosidades del intestino (OPS, 2007).

En las personas infectadas con RV, se observa una vacuolizacién de los enterocitos, una
distension tanto del reticulo endoplasmico como de las mitocondrias, causando un
borramiento de las microvellosidades. Hay alteracion funcional y luego destruccion celular
con reemplazo acelerado de células epiteliales de absorcién por células secretoras de las
criptas vellosas. También se observa una interferencia en la absorcién de agua, sales y
glucosa y niveles reducidos de enzimas digestivas luminares, todo lo cual se mantiene con la
diarrea. No se observan cambios inflamatorios ni invasion viral subepitelial. La produccion de
antigenos virales tiene su maxima expresion a las 48-72 horas post-infeccion y la morfologia
celular intestinal retorna a la normalidad en aproximadamente 7 dias (Gratacap- Cavallier, B.
et al. 2000).
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Existen evidencias de un mecanismo de induccion de la diarrea por la actuacién de una
glicoproteina no estructural del RV (NSP4) como una enterotoxina viral. Esta glicoproteina
conduce a elevaciones de niveles de calcio e induce una diarrea secretora, de manera

semejante a las infecciones intestinales bacterianas, como Shigelosis y Cdlera (OPS, 2007)

En la cumbre de la enfermedad, mas de 10" particulas de virus/g se han encontrado en
muestras fecales, contaminando las células susceptibles en un periodo muy corto. La
necrosis de las vellosidades apicales reduce la digestion, causando diarrea primero por la

mala absorcion y segundo por la atrofia de las células (Gray and Desselberg. 2000).

Las infecciones originadas por RV no estan limitadas al intestino; algunos reportes de RV en
liqguido cefalorraquideo y en muestras de sangre de nifios infectados sugieren la posibilidad
de que los RV pueden escapar del intestino hacia el sistema circulatorio produciendo una
antigenemia y una viremia. Este descubrimiento fue importante para el entendimiento de la
patogénesis, inmunologia y las manifestaciones clinicas de la infecciéon. La deshidratacion
debida a la induccion de diarrea y vomito trae como consecuencia una alta mortalidad y

carga econOmica en paises en desarrollo (Bluff et al., 2003).

Las infecciones clinicas se manifiestan por deposiciones liquidas abundantes, vomitos y
fiebre en la mitad de los casos. La via de transmision mas importante es la fecal-oral, pero
también se transmiten los virus por medio del agua y de alimentos contaminados. La
presentacion en forma de brotes epidémicos estd demostrada en instituciones cerradas

(guarderias, etc.) y en el ambiente hospitalario (Gratacap- Cavallier, B. et al. 2000).

El periodo de incubacion del virus varia entre 1 y 3 dias. En recién nacidos la infeccion es
usualmente asintomatica pero entre el 8 y el 24% de los neonatos pueden tener una minima
diarrea y vomito asociado con fiebre. En infantes y nifios pequefios tiene un comienzo
abrupto, un vémito severo y una fuerte diarrea. El vémito usualmente precede el comienzo
de la diarrea. La diarrea es acuosa y puede presentar moco en el 25% de los casos y el
sangrado se presenta en muy raras ocasiones. Se observa una deshidrataciéon suave o
moderada en el 80% de los casos y una pérdida severa de fluidos y electrolitos pueden ser

mortal en las personas no tratadas (Broor et al., 2003).
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Figura No 2. Carga global de la enfermedad causada por Rotavirus. Fuente: OPS 2007.

2.2. Ocurrencia de Rotavirus.

A nivel mundial se ha reportado que mas de 700 millones de casos de enfermedades por
diarrea acuosa en nifios menores de cinco afos presentan como agente mas notable al RV
(Gonzales, M. y Torres, L. 1994; Kapikian, A. y Chonock, R. 1990).

En paises en via de desarrollo, los RV causan un estimado de 870.000 muertes por afio y
son detectados en 20-70% de muestras fecales a partir de nifios hospitalizados con diarrea
aguda (Laws 2000). En Colombia, reportes han indicado prevalencias del 48% en Medellin
(1981), 48% en Bogota (1984) y en afios mas cercanos en una proporcion aproximadamente
17 a 18% en Bogota en muestras de materia fecal (Chaparro et al., 2004), y en muestras de
agua en un 11.6% en Facatativa (Martinez, E. 2002). En un gran porcentaje de los estudios
realizados se ha determinado que el RV ha sido el agente mas encontrado en fuentes de
agua potable (Deetz et al., 1984; Keswick et al., 1984, Gratacap-Cavallier et al., 2000) y en
otras fuentes de agua y a su vez se ha determinado la capacidad de originar epidemias por

consumo de agua contaminada (Hopkins, R. et al. 1984, Hung, T. et al. 1984).
RV también ha sido detectado en aguas residuales (Mehenert y Stewin 1993), en agua de

rio (Gilgen et al., 1997), aguas subterraneas (Abbaszadegan et al., 1999), y agua potable
(Deetz et al., 1984; Keswick et al., 1984, Gratacap-Cavallier et al., 2000). La contaminacion

15



de agua potable, agua de recreacion, agua superficial y efluentes contaminados con virus
entéricos representa un problema de salud publica, principalmente, porque estos virus
pueden mantenerse estables durante largos periodos de tiempo en el agua y pueden ser
transmitidos por via fecal oral gracias al consumo de aguas o alimentos contaminados
(Queiroz et al., 2001).

En aguas superficiales, los RV se han detectado en un 60% de muestras y hasta en 20% de
muestras procedentes de aguas subterraneas. Se ha atribuido a la descarga de aguas
residuales no tratadas en las fuentes de aguas (Gerba et al., 1996), problema que
representa un alto riesgo para las comunidades que se alimentan de esas fuentes de agua
(Ver Tabla 2).

potabilizacion en un 27% (Ver Tabla 3), confirmando la alta resistencia que presenta al

Los RV también han sido detectados en aguas tratadas por procesos de

proceso de potabilizacion. Por otro lado, detectar a RV A en fuentes de agua puede no ser
del todo entendido como un riesgo de salud publica, principalmente porque numerosos
estudios han demostrado que su infectividad depende de la presencia de la capa externa; de
manera que tratamientos de agua que utilizan agentes quelantes como el calcio (Kapikian y
Chonock 1990 y Mandel 1991) hacen que pierdan esta propiedad. A pesar de esto,
numerosos estudios han demostrado la baja susceptibilidad a las desinfecciones por cloro,
aunque se ha demostrado que los Rotavirus sobreviven a los tratamientos estandares, que
se realizan en los procesos de potabilizacion del agua (Mandel 1991, Gratacap-Cavallier et
al., 2000, Queiroz et al., 2001).

Pais Tipo de Agua Procedencia |N° de | Porcentaje Volumen
Ciudad Muestras positivas (%) | muestra (ml)
Sudafrica Superficial Rio - 32 -
Arizona Superficial Rio 41 7.5 -
Brasil Superficial Riachuelo 55 91 -
Colombia Superficial Rio 2 100 -
México Superficial Lago 21 48 100
Canada Superficial Rio 5 100 20-40
Estados Unidos Superficial Bahia 10 40 287
Bolivia Subterranea - 6 -
Arizona Subterranea - 21 200-300
México Subterranea - 2 50 20

Tabla 1. Ocurrencia de Rotavirus en Fuentes de agua Superficiales (Estudios puntuales).
Fuente: Water Research. Vol 30 N° 12. 1996.
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Pais Tipo de Tratamiento N° de Porcentaje Volumen de

muestra | positivas (%) muestra (mL)
s

Bolivia Convencial 5 40 10-100

México Convencial 64 25 100

Puerto Rico Convencial 5 1 >100

Colombia Convencial Agua de 7 28.5 10-100

grifo 11 27
Espana Convencial 11 9.1 400-1000
México Convencial 25 48 20

Tabla 2. Ocurrencia de Rotavirus en Aguas potables. (Estudios puntuales).
Fuente: Water Research. Vol 30 N° 12. 1996.

2.3. Brotes Ocasionados por Virus Transmitidos por el Agua

Los brotes epidémicos causados por el consumo de agua de suministro publico tienen una
gran repercusion sobre la salud publica debido al gran numero de personas potencialmente
expuestas. Las caracteristicas y la etiologia de estos brotes han variado con el tiempo. Asi
coincidiendo con una 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 protozoos y virus. Desde el punto de vista
de salud publica, los virus entéricos son el grupo de microorganismos patégenos mas
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.

El nimero de brotes y casos esporadicos de enfermedades causadas por virus asociados a
consumo de aguas contaminadas es mucho mayor que los asociados a bacterias y
protozoos. Sin embargo, no se cuenta con informacién adecuada debido a que los virus son
mas dificiles de detectar en los medios acuaticos, se confunden a menudo con infecciones
no especificas y la epidemiologia se hace dificil por la escasa cantidad de informacién que

es reportada a las autoridades sanitarias (Espigares 2006).

Los brotes de infecciones asociados al agua de bebida son usualmente el resultado de una

inadecuada eliminacién de microorganismos durante el tratamiento y/o una contaminacion
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cruzada, causada por la mala adecuacion de redes de alcantarillado y por el alto contacto
entre aguas servidas y aguas utilizadas para potabilizacion (Borchardt et al., 2004).

Se han encontrado cerca de cien diferentes virus en aguas contaminadas, los cuales causan
una gran variedad de enfermedades en el hombre que incluyen, hepatitis, gastroenteritis,
meningitis, fiebre, conjuntivitis e incluso diabetes (Tabla 1). Esta contaminacién es causada
por el ingreso de las particulas virales al ambiente acuatico a través de |la descarga de aguas
contaminadas. Los virus son excretados en altas cantidades en las heces de individuos
infectados; los pacientes que sufren de gastroenteritis o hepatitis pueden excretar entre 10°
a 10" particulas por gramo de materia fecal. Sin embargo, solo unos pocos de estos
patdgenos virales son reconocidos por ser de gran importancia epidemiolégica debido a su
transmision en el agua. Algunos de estos no generan una proteccidon inmunitaria a largo
plazo, por lo que la infeccién y las enfermedades causadas pueden repetirse durante toda la

vida (Cardenas y Guerrero 2000).

GENERO

NOMBRE COMUN

ENFERMEDAD CAUSADA

Enterovirus

- Poliovirus

- Coxsackievirus A, B

- Paralisis, meningitis, fiebre.
- Herpangina, fiebre, meningitis, enfermedades
enfermedades del

respiratorias, miocarditis,

corazon y diabetes.

- Echovirus - Meningitis, fiebre, enfermedades respiratorias,
gastroenteritis
Hepatovirus - Hepatitis A - Hepatitis
Reovirus - Reovirus humano - Desconocida
Rotavirus - Rotavirus humano - Gastroenteritis

Mastadenovirus

- Adenovirus humano

- Gastroenteritis, enfermedades respiratorias y

conjuntivitis.

Calicivirus - Calicivirus humano - Gastroenteritis
- Virus Norwalk - Gastroenteritis, fiebre
- SRSV - Gastroenteritis
- Hepatitis E - Hepatitis
Astrovirus - Astrovirus humano - Gastroenteritis
Parvovirus - Parvovirus humano - Gastroenteritis

Coronavirus

- Coronavirus humano

- Gastroenteritis y enfermedad respiratoria

Torovirus

* Torovirus humano

* Gastroenteritis

Tabla 3. Virus entéricos humanos transmitidos por el agua. Fuente: Bosch, A. et al. 1998.
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Recientes estudios de monitoreo de virus entéricos en agua se han enfocado en los
sistemas de agua publica. Se ha encontrado que el 11% de la diarrea acuosa de etiologia no
definida esta atribuida al consumo de agua potable contaminada, indicando que
aproximadamente 1.2 millones de casos en paises desarrollados estan asociados al

consumo de esta clase de agua (Borchardt et al., 2002).

2.4. Calidad Microbioldgica del Agua.

El agua es indispensable para la vida y por esto se hace necesario poner a disposicion de
los consumidores un abastecimiento satisfactorio y seguro, disminuyendo los riesgos
causados principalmente por agentes bioldgicos. Lamentablemente, muchas actividades
contaminantes constituyen algunos factores de riesgo, es decir, situaciones que alteran la
estabilidad de los sistemas e inciden en el incremento de las enfermedades y de la
mortalidad. Ello da origen a grandes inversiones en mecanismos de preservacion de la
salud, pues los costos para implementar la infraestructura son muy altos (Gonzales et al.,
1992).

La finalidad principal del tratamiento del agua es proteger al consumidor contra los agentes
patégenos y las impurezas que pueden resultarle desagradables o ser perjudiciales para su
salud. La primera linea de defensa es proteger al agua de la contaminacion, y para ello el
mejor método es casi siempre la proteccién de las fuentes primarias, frente al tratamiento de

las fuentes de agua contaminadas (OMS, 1995).

Los sistemas de abastecimiento de agua disefiados, administrados, operados y mantenidos
convenientemente constituyen una de las principales barreras para prevenir la transmision
de enfermedades a la poblacién, y por lo tanto, para el mejoramiento de la salud y de la
calidad de vida. La existencia de riesgos sanitarios asociados con estos abastecimientos

tiene relacién con la calidad del agua consumida (Gonzalez et al., 1992).

Las plantas de tratamiento de agua deben ser capaces de producir un producto final de
considerable calidad independientemente de cual sea la demanda. Las aguas provenientes
de fuentes subterraneas profundas o manantiales pueden ser entregadas directamente al
consumo siempre que sean quimicamente apropiadas y si se tienen en cuenta todas las
previsiones necesarias en su captacién para evitar su contaminacion. Es decir, estas aguas
son en general potables. Solo se recomienda un tratamiento con cloro para resguardarlas de

cualquier contaminaciéon accidental dentro de la red de distribucién. Se considera agua
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potable al agua incolora e inodora que contiene oxigeno y sales disueltas en una
concentracion adecuada, que este libre de microorganismos patégenos y sustancias toxicas
que ponen en peligro la salud y que a su vez pueda ser usada con seguridad para bebida,

cocina, lavado y otros usos domésticos (Spelman y Drinan 2004).

El objetivo del tratamiento fisico es eliminar la turbiedad y el color, es decir, la eliminacion de
la materia en suspension que no es facilmente sedimentable acompafiada muchas veces de
materia organica disuelta, que no es retenida por la simple filtraciéon. Para ello es necesario
un tratamiento previo con coagulante quimico, seguido de decantacion o clarificacién y luego
una filtracién, a través de un manto de arena u otro material inerte y finalmente un
tratamiento de desinfeccidon segun el grado de contaminacién. El tratamiento quimico hace
referencia a la correccion del pH, reduccion de la dureza, eliminacién de elementos nocivos
o al agregado de ciertos productos quimicos buscando siempre mejorar la calidad del agua.
La correccién del pH puede hacerse agregando cal o carbonato de sodio antes o después de
la filtracién. La reduccién de la dureza puede hacerse por métodos simples (adicion de cal,

soda, zeolita o resinas).

Uno de los criterios utilizados para determinar la calidad sanitaria del agua es la clase y
nuamero de microorganismos que se encuentran presentes. Tradicionalmente se han usado
ensayos para la determinacién de microorganismos indicadores mas que para la
determinacion de patdégenos. Aun cuando se cuenta con métodos sensibles, en general son
dispendiosos y costosos; ademas, hay patdogenos que no pueden determinarse en
laboratorios no especializados, como por ejemplo el virus de la hepatitis A. Estas dificultades
han hecho que se utilicen grupos de microorganismos mas faciles de detectar. Estos grupos
se denominan ‘“indicadores”. Estos son organismos habitualmente asociados al tracto
intestinal, cuya presencia en el agua indica que el agua ha recibido una contaminacion de
origen intestinal. El grupo de bacterias coliformes ha sido siempre el principal indicador de
calidad de los distintos tipos de agua; el numero de coliformes en una muestra se usa como
criterio de contaminacion y por lo tanto de la calidad sanitaria de la misma (Cardenas y
Guerrero 2000). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que estos indicadores no
estan correlacionados con la presencia de virus causantes de enfermedades de origen
hidrico (Hot et al., 2003), particularmente por diferencias de éstos en términos de estructura,
morfologia, resistencia al tratamiento de potabilizacién del agua y a factores ambientales.
Por esto, en la actualidad la investigacion va orientada a la identificacién, deteccién y
cuantificacién de patégenos como los virus entéricos humanos, Poliovirus, Coxsackievirus,

Echovirus y Rotavirus entre otros (Cardenas y Guerrero 2000).
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Generalmente, la influencia mas importante sobre la calidad sanitaria del agua es la
descarga de agua de desecho a partir de fuentes municipales y la excesiva precipitacion en
épocas de lluvia. Los niveles de indicadores y patdgenos presentes en estos efluentes
disminuyen cuando las distancias a partir de los puntos de descarga aumentan, debido a
factores como dilucién, sedimentacién e inactivacion. Ademas, la desinfeccion del agua de
desecho antes de la descarga a partir de diversas fuentes ha servido para proteger la salud
publica mediante la inactivacion de microorganismos causantes de enfermedades de alto
riesgo (Burkhardt Ill et al., 2000).

La eficiencia de las plantas de tratamiento para la descontaminaciéon de agentes virales no
esta del todo bien entendida. Los estudios virologicos han demostrado que el tratamiento
permite reducir considerablemente el nivel de virus pero no eliminarlos por completo en
grandes volimenes de agua. La calidad sanitaria de las plantas de tratamiento sobre el
ambiente es cominmente monitoreada con indicadores bacterianos (E. coli y S. faecalis); sin
embargo, los contaminantes parasitarios y virales no estan automaticamente asociados.
Desde 1966 se ha propuesto el uso de bacteriéfagos como indicadores virales por reunir
todas las caracteristicas de los microorganismos indicadores (Cardenas y Guerrero 2000) y
en la actualidad se siguen realizando estudios acerca de la relacién de la presencia de estos

agentes con los virus patégenos.

La OMS y otros organismos han propuesto una estrategia complementaria para garantizar la
inocuidad microbiologica de los abastecimientos de agua potable. Asi se contribuye a
asegurar la eliminacion de patdgenos fecales, especificando las condiciones que se deben
observar y los tratamientos que se deben realizar. Por ejemplo, los quistes de protozoos
como los de Giardia y Cryptosporidium se eliminan eficazmente mediante el uso de filtros
lentos de arena. De manera analoga, los virus entéricos se inactivan manteniendo un residuo
desinfectante de por lo menos 0.5mg/L de cloro libre durante un minimo de 30 minutos en
aguas de baja turbidez y pH menor de 8.0 (OMS, 1995).

2.5. Contaminacion Microbiologica del agua.

Por lo general, los agentes patdgenos pertenecen al grupo de los microorganismos que se
transmiten en las heces excretadas por individuos infectados o por ciertos animales. Asi que
estas enfermedades se suelen contraer al ingerirlos en el agua o en alimentos contaminados
por esas heces (via fecal-oral). Los patégenos humanos transmitidos por el agua incluyen
muchos tipos de microorganismos tales como bacterias, virus, protozoos y en ocasiones

helmintos (lombrices), todos ellos muy diferentes en tamano, estructura y composicién. En el
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plano ideal, el agua de beber no debe contener ningiin microorganismo del que se sepa que

es patégeno ni ninguna bacteria indicadora de contaminacién fecal (OMS, 1995).

El agua tratada puede irse deteriorando al ingresar en el sistema de distribucion antes de
alcanzar el grifo del consumidor. La contaminacién por microorganismos puede ocurrir a
través de valvulas de aire, hidrantes, bombas propulsoras, depdsitos de servicio, conexiones
cruzadas, sifones de retorno o a través de reparaciones incorrectas o roturas en las tuberias
(Abbaszadegan et al., 1997). En teoria, con un buen tratamiento y una adecuada
desinfecciéon con cloro, se aseguraria un control del crecimiento de patdégenos dentro del
sistema de distribucion; sin embargo, realizar estos procesos a nivel practico no es tan
sencillo. Lamentablemente, se ha demostrado que muchas bacterias, virus y quistes de
protozoos son mas resistentes a los sistemas de potabilizacion actualmente utilizados que
las bacterias indicadoras utilizadas para analizar la eficacia de la desinfeccion (Ehler et al.,
2005, Ali et al., 2004, Brassard et al.l, 2005).

De acuerdo a estudios epidemioldgicos, el consumo de agua contaminada, ha sido asociado
con brotes de enfermedades como la gastroenteritis, Hepatitis A (Grabow, A. 1997), Hepatitis
E (Smith. 2001) y de algunos protozoarios como Giardia y Criptosporydium. La presencia de
estos patdgenos en el agua, aunque sea en numeros muy bajos, representa un alto riesgo

para el consumidor (Rose, 1990).

2.6. Importancia de La Potabilizacion del Agua

En la mayoria de los paises, los principales riesgos para la salud humana asociados al
consumo de agua contaminada son de indole microbiolégica. Como indica la "Orden del dia
21" de la CNUMAD, "aproximadamente un 80% de todas las enfermedades y mas de una
tercera parte de las defunciones en los paises en desarrollo tienen por causa el consumo de
agua contaminada". El riesgo de contraer una infeccion transmitida por el agua aumenta con
el nivel de contaminacidon con microorganismos patégenos. El agua potable ha sido
considerada como uno de los vehiculos de transmisidon de agentes como Salmonella thipy,
Vibrio cholerae, Giardia lamblia y el virus de la Hepatitis A (OMS, 1995). El mejoramiento de
la calidad del agua puede contribuir en reducciones considerables de la prevalencia de estas
enfermedades. Los organismos transmitidos por el agua habitualmente crecen en el tracto
intestinal y abandonan el cuerpo por las heces. Dado que se puede producir la
contaminacién fecal del agua al consumirla, el organismo patégeno puede penetrar en un

nuevo hospedador. Como el agua se ingiere en grandes cantidades, puede ser infecciosa
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aun cuando contenga un pequefio numero de organismos patdégenos. El agua contaminada
tiene una gran importancia en la transmisién de patdgenos causantes del sindrome diarreico,
por lo que se hace necesario tener estrategias que permitan un manejo adecuado de ella
(OMS, 1995; Gonzalez et al., 1992).

La OMS ha estimado que las enfermedades de transmisiéon hidrica causan la muerte a
aproximadamente 5 millones de personas en todo el mundo; siendo el Rotavirus el mayor
contribuyente ya que éste es el responsable de alrededor de 6 millones de muertes de nifios
cada ano en los paises en desarrollo. Esto no es un problema serio en Europa debido a una
mejor higiene, nutriciéon y cuidados médicos (Gray 1994). Las enfermedades de transmision
hidrica no han podido ser erradicadas con los tratamientos convencionales, por mucho que
hayan sido mejoradas las condiciones sanitarias, ni siquiera en las partes mas
industrializadas del mundo, principalmente debido a que los sistemas de depuracién del

agua estan dirigidos en su mayoria a patégenos bacterianos (Spelman y Drinan 2004).

Las investigaciones epidemioldgicas indican que el comportamiento higiénico y el
saneamiento de los servicios de abastecimiento de agua influyen en la salud. De la misma
manera, se ha comprobado que los indicadores de la calidad de estos servicios resultan
uUtiles para orientar la accién correctiva y medir los indicadores de las practicas de higiene
(OMS, 1995).

Los métodos compuestos (cal-soda; cal zeolita, cal-resinas); y la eliminaciéon de elementos
nocivos puede referirse a la disminucion de los contenidos excesivos de hierro, manganeso,
fluor, arsénico o vanadio. Finalmente, el tratamiento microbioldgico se lleva a cabo con
procesos de desinfeccién, siendo el cloro el agente utilizado por excelencia. Este se utiliza
en diferentes sistemas de desinfeccion en forma de cloro puro, sales clorégenas o
hipocloritos. La dosis generalmente se fija en base al cloro residual, cuyo valor debe estar
entre 0.05 mg/L y 0.1 mg/L. (Tebbutt, T.H.Y. 1990).

Los programas de depuracion de agua han sido responsables de la disminucion de las
infecciones transmitidas por agua. La eliminacion de la turbidez del agua por filtracion
proporciona un descenso significativo en la carga microbiana del agua, pero la filtraciéon por
si sola tiene un valor parcial porque muchos organismos son filtrables. A diferencia del
tratamiento con cloro que ha demostrado ser eficaz en la disminucion de la incidencia de
enfermedades transmitidas por agua. Para prevenir y controlar la contaminacion biolégica

del agua deberia realizarse un seguimiento de la calidad bacteriolégica de las aguas de
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suministro en zonas rurales, asi como desarrollar y adaptar metodologias que permitan
detectar la presencia de microorganismos patdgenos que no pueden aislarse por métodos
convencionales (Gonzales et al., 1992). El agua no es un medio para el desarrollo de
microorganismos patdgenos, sino un medio de conduccion o transporte del patégeno hasta

el lugar donde se consume inadvertidamente y causa enfermedad (Spelman y Drinan 2004,).

Para realizar una vigilancia epidemiolégica o un estudio de campo para determinar la calidad
microbioldgica del agua suministrada por el servicio publico, es necesario realizar muestreos
en puntos que sean representativos como la fuente primaria, la estacion de tratamiento, las
instalaciones de almacenamiento, la red de distribucion y los puntos donde el agua llega al
consumidor final (OMS, 1995). Ademas de la fuente de agua cruda, es necesario realizar
muestras para evaluar la eficiencia de las unidades de tratamiento tales como
sedimentacion, filtracién y desinfeccion. También se hace necesario, realizar una medicion
de la temperatura que debe medirse en el campo (Gonzélez et al., 1992), medir el pH al
mismo tiempo que el cloro residual ya que la eficacia de la desinfeccién con cloro depende
en alto grado del pH: cuando el pH pasa de 8.0, la desinfeccién es menos eficaz (OMS,
1995). El agua debe siempre potabilizarse antes del consumo humano, cumpliendo con lo
exigido desde los puntos de vista fisico, quimico y microbioldgico, para poder asi descartar el

posible origen hidrico de algun brote relacionado.
2.7. Generalidades del Municipio de Facatativa

El municipio de Facatativa se encuentra en el extremo occidental de la sabana de Bogota a
36 Km de la capital del pais. Se encuentra a 2641 m sobre el nivel del mar y tiene una
temperatura promedio de 14°. Tiene una extension total de 159.60 szy cuenta con 97.673
habitantes, entre ellos 9000 nifios menores de 5 anos. No hay estaciones y la temperatura
oscila muy poco durante todo el afio; sin embargo, hay fuertes cambios de temperaturas
durante todo el dia, con temperaturas cercanas al congelamiento alrededor de las 3 a.m. y
tan altas de hasta 20 — 22°C durante el medio dia. El promedio de la humedad es de 70% y

se incrementa con las altas temperaturas (Gutierrez et al., 2006).

El Servicio Estatal de salud muestra que Facatativa tiene altas tasas de EDA tal y como
sucede en otros municipios de similar tamafio alrededor de Bogota. Segun el informe
CED/IRA de 1999, se determind que este municipio presentaba el mayor indice de ésta
enfermedad con un 33.7% en toda Cundinamarca. Se ha determinado que el Rotavirus es el

principal agente causante de estos episodios con una proporcion del 13% (Gutierrez et al.,
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2005 y 2006). A pesar de contar con un sistema de tratamiento de agua para su
potabilizacién, esta se sigue considerando una de las posibles fuentes de transmision de

este agente viral.

La principal fuente de agua de abastecimiento del municipio de Facatativa es la cuenca
hidrografica del rio de los Andes que en las inmediaciones del area toma el nombre del rio
Botello que recorre 25 kildbmetros hasta verter sus aguas a las quebradas del Mufia, San
Rafael, el Vino, el Pozo de la Mirta y rio la Pava. La Unica fuente de agua que surte a la
planta de tratamiento del municipio para consumo de la poblaciéon urbana y rural del
municipio es la entregada por este rio. Este sistema lleva sus aguas a la laguna de la
Herrera y de alli al rio Subachoque para posteriormente desembocar en el rio Bogota

(http.//www.facatativa.gov.co/facatativa-4.htm).

2.8. Impacto Social

La contaminacion de los recursos hidricos domiciliarios con heces introduce algunos
patogenos virales a los sistemas acuaticos. Estos representan un alto riesgo para los
consumidores que estan en contacto con agua recreacional, agua de bebida y productos
agricolas contaminados. La disponibilidad de métodos de alta sensibilidad y reproducibles
para la deteccion de patdégenos microbianos es importante para la determinacién de la
contaminacién hidrica, los tipos de patégenos involucrados y la correlacion entre el
aislamiento de agentes microbianos y los factores ambientales (Caballero et al., 2004;
Gratacap-Cavallier et al., 2000; Kittigul et al., 2001, Queiroz et al., 2001).

Las EDA (Enfermedad diarreica aguda) de origen viral constituyen un importante problema
sanitario a escala mundial, pues en paises desarrollados presentan una incidencia superior
al de EDAS bacterianas y parasitarias (en aproximadamente un 40%) siendo el agua un
importante vehiculo de transmision (15% aproximadamente) aunque en la mayoria de los

casos no son diagnosticadas ni reportadas (Gratacap- Cavallier et al., 2000).

Comparado con la contaminacién entre humanos, el agua potable juega un papel importante
como vehiculo de infecciones esporadicas (Kittigul et al., 2001), brindandole importancia a
las politicas de calidad y a la seguridad de sistemas de calidad del agua (Caballero et al.,
2004). Recientes estudios de monitoreo de aguas para virus entéricos han enfocado su
interés en los sistemas de aguas publicas, debido a que diferentes poblaciones son muy

vulnerables a contaminaciones virales causadas por el poco o nulo mantenimiento de las
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tuberias de desecho y al nulo monitoreo de estas particulas como indicadores de calidad de
agua (Borchardt et al., 2002).

2.9. Técnicas de concentraciéon de virus a partir de muestras de agua.

Los RV son excretados en gran cantidad en las heces (1011 particulas/g de heces) y cuando
estas particulas ingresan a los ambientes acuaticos pasan por procesos de dilucion y
adhesion a material. La busqueda de virus en aguas es mas compleja que la de otros
microorganismos por las dificultades que conllevan su concentracidon y deteccion. La
densidad de los virus entéricos en las aguas limpias suele ser tan baja que se hace
necesaria la concentracion de los mismos (Gratacap- Cavallier et al., 2000, Broor et al.,
2003). Los métodos de concentracion de los virus son a menudo capaces de procesar
volumenes limitados de agua de una calidad determinada basandose en su composicion

fisico-quimica.

A la hora de elegir el método de concentracion debe tenerse en cuenta la probable densidad
del virus, las limitaciones de volumen de un determinado tipo de agua y la existencia de
componentes susceptibles de interferir en el proceso. En las aguas residuales la cantidad de
virus presentes puede ser suficiente para permitir la deteccion sin concentracion previa. Sin
embargo, en la mayoria de las aguas se encuentran demasiado diluidos como para poder

realizar un andlisis directo (Espigares 2006).

La concentracion y deteccién de virus a partir de muestras de aguas es particularmente
problematica debido a factores como la sensibilidad de la técnica de recuperacion, los
diferentes virus recuperados, la calidad del agua, el costo y el tiempo que se necesita para
llevar a cabo estos métodos. Una de las actuales estandarizaciones de métodos para la
concentracion de virus utiliza filtros de membranas con tamafios menores a los de las
particulas virales (Winona et al., 2001, Olszewski et al., 2005). Las propiedades de las
particulas como su tamaio, forma, composicion y estabilidad pueden afectar en la absorcion
de las mismas. La absorcion también se ve afectada por caracteristicas como la calidad del
agua, el pH, los niveles de carga organica y el volumen de agua filtrada. En aguas con
calidad deteriorada la eficiencia en la recuperacion de los virus generalmente desciende
(Winona, L. et al. 2001).
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Basandose en las propiedades del agua se han desarrollado numerosos métodos para la
concentracion de virus (Ver tabla N° 4). Un método éptimo de concentracion debe cumplir
con los criterios de sencillez y brevedad, alta tasa de recuperacion, amplio rango de
retencion de virus, volumen pequefio concentrado, economia, capacidad para procesar

diferentes volumenes de agua y reproducibilidad (Espigares 2006).

Los virus actuan como particulas coloidales. Presentan polaridad y pueden ser adsorbidos a
una gran cantidad de matrices cargadas (membranas, vidrio, resinas, etc.), por lo que
pueden ser concentrados de esta forma. Por otra parte, las particulas virales tienen una
masa molecular relativamente alta, asi que pueden ser sometidos a ultracentrifugacion y
ultrafiltraciéon (Espigares 2006).

Método Principio Ventajas Desventajas Bibliografia
Plataforma de gasa Adsorcion a una matriz de Aplicable a grandes Recuperacion virica muy Fattal, 1974
o algoddn algodén y posterior plucién a pH  volimenes y en aguas baja y no reproducible.
8-9. altamente contaminadas.
Econémico
Hidroextraccion Adsorcion a una bolsa de didlisis  Simple y econdmico. Recuperacion entre el 3- Wellings et al.,
fabricada con un polimero de PM - Aplicable en etapa de 30% con PEG. Incubacidéna 1976;

entre 4.000 y 20.000 (PEG).

También se utiliza el Carbowanx
20.000 {tamafic de poro de 25

A).

reconcentracion. Volumen
inicial pequefio.
Recuperacion del 90-100%
con Carbowax.

4°C para evitar inactivacién
virica.

Carbowax solo aplicable en
aguas con muy poca carga
viral.

Lewis y Metcalf,
1988
Bitton, 1980

Separacion en dos

fases

Captura virica en uno de los 2
polimeros organicos (FEG y
DEAE) disueltos con el agua.

Proceso dependiente del pH y de

la fuerza idnica.

Simple y economico.
Volumen inicial pequefio.

Recuperacion muy variable
(5-100%). El DEAE puede
inactivar ciertos virus. El
proceso es lento.

Lund y Hedstrom,
1966; Schuval et

al., 1969; Payry ef
al., 1988

Ultracentrifugacion  Sedimentacion virica a alta Alta recuperacion. Alto coste. Mehnert et al.,
velocidad. 1987
Congelacién Incubacion a -15°C en continua  Simple y econdmico. Inviable. Bitton, 1980
agitacién. Los virus no son
atrapados en los cristales de
hielo y pueden ser recogidos en
la fase acuosa no congelada.
Ultrafiltracién Retencion de las particulas en Gran recuperacion virica. Mo aplicable en aguas Bitton, 1980

funcién de su tamafio.

Aplicable en etapa de
reconcentracion.

turbias por colapso de los
poros. Necesaria una
prefiltracion.

Tabla No 4. Técnicas de concentracion viral a partir de muestras de agua. Fuente: Villena,
C. 2001.

27



Métoda Principio Veanlaps Desventajas Biblografia
Electroforesis Migracién de los virus hacia el Buen sistema en Inviable para grandes Bier y Cooper,
anodo en tampan pH neutro. combinacién con las volumenes. 1987.
Elucion cambiando la polaridad ~ membranas de dialisis.
de |a corriente.
Adsorcion a Retencién por fuerzas Eficiente retencion. Coexisten dos limitaciones:  (tabla 1.3.)
superficies: electroestaticas. Los virus son capacidad de adsorcién y

particulas hidrofilicas coloidales

con carga eléctrica dependiendo
del pH del medio. En los medios
acuosos naturales se encuentran

capacidad de elucicn.
Mayar manipulacion de la
muestra. Algunos
componentes san
inhibidares de técnicas

cargados negativamente.

moleculares posteriores.

Tabla No 4. Técnicas de concentracién viral a partir de muestras de agua. Fuente: Villena,

C. 2001.
Matado Ventajs Desventajas Bibliografia
Filtros de membrana Aplicables a grandes volimenes  Antes requiere ajustar la Metcalf, 1961; Wallis y
cargados y en aguas altamente concentracion de sales Melnick, 1967

negativamente

contaminada

catidnicas y el pH

Filtros de membrana
cargados positivamente

Aplicables a grandes volimenes
de agua

Salo utilizados en aguas limpias

Socbsey y Glass, 1980;

Polielectralitos
insclubles

Aplicables a grandes volimenes
de agua

Eficiencia de recuperacion
variable

Wallis et al., 1968

Precipitados de sales,
hidréxido de aluminio,
hidréxido férrico

Aplicable a pequefios volimenes
y en aguas altamente
contaminadas

Elucidn con proteina y
eficiencia de recuperacion
variable

Wallis y Melnick, 1967

Palvo de talco

Aplicable a grandes volimenes

Elucién con proteina a pH 9.
Inhibicion de posteriores
técnicas moleculares

Sattar y Westwood,
1976, Sattar y Ramia,
1979

Oxidos de hierro
(Fez0s, FeaOy)

Aplicable a pequefios volimenes
y en aguas altamente
contaminadas

Elucion con proteina a pH 9.
Inhibicion de posteriores
técnicas moleculares

Bitton y Mitchell, 1974

Palvo de vidrio

Aplicables a grandes volimenes
de agua. Recuperacion alta

Necesidad de ajuste del pH
antes y después de la
concentracisn.

Schwartzbrod y
Lucena, 1978

Lana de vidrio

Aplicables a grandes volimenes
de agua

Eficiencia de recuperacion
variable

Vilaginés ef al., 1993

Bentonita

Aplicable a pequefios velimenes
y en aguas altamente
contaminadas

Recuperacion maxima del 50%

Moore et al., 1979

Sulfate de Protamina

Aplicable a pequefios volimenes
y en aguas altamente
contaminadas

Eficiencia de recuperacion
variable segin el virus

England, 1972

Tabla No 4. Técnicas de concentracién viral a partir de muestras de agua. Fuente: Villena,

C. 2001.

28



2.10.2 Ultrafiltracion

Este método se basa en la filtracion del agua a través de membranas de polisulfonato o
material similar cuyo limite de peso molecular es de 10.000 Da. Este es un proceso en el
cual los virus son fisicamente retenidos mediante el uso de un filtro con tamafo de poro
menor que los virus. Muchos laboratorios utilizan ahora membranas o cartuchos de filtracion
con un tamano de exclusién de 30-100 kDa. En estos sistemas en que el agua pasa
directamente a través del filtro, los componentes no filtrables ocluyen la superficie del filtro,
por lo que sélo son Uutiles para pequenos volumenes de muestra (<1000 mL), por lo que se
han desarrollado modificaciones tales como la filtracion con flujo tangencial o la
ultrafiltraciéon-vortex. Una amplia variedad de virus pueden ser concentrados incluidos los
bacteriéfagos. La ultrafiltracién por membrana depende de una fuerza impulsora, presién y
de una membrana que es permeable a algunos de los componentes de una disolucion
liquida o mezcla impermeable a otros. El mecanismo de concentracién por ultrafiltracion se
realiza a través de un sistema basado en la exclusiéon de particulas, donde las moléculas
mas pequenas que el tamafo del poro pasan a través de la membrana y salen del sistema y
las moléculas de tamafio mayor al poro como los virus son concentradas en el retenido.
Mediante este sistema debido a la presion generada, los coloides, las particulas y las
especies solubles de elevada masa molecular son retenidas por su tamafio. La ultrafiltracion
generalmente permite pasar a la mayoria de las especies idnicas inorganicas y retiene
particulas discretas de materia y especies organicas idnicas y no iénicas, dependiendo del

peso molecular (Olszewski et al., 2005).

Para llevar a cabo la concentracién viral, la membrana de ultrafiltracion debe tener un
margen de separacion de pesos moleculares y un flujo de disolvente por unidad de superficie
alto, para presiones diferenciales bajas. En cuanto a los materiales de las membranas de la
ultrafiltraciéon, se han empleado una variedad de polimeros sintéticos (resinas de
policarbonato, olefinas sustituidas, entre otros). Muchas de esas membranas pueden
manejarse en seco, tienen una resistencia a los disolventes organicos mayor y son menos

sensibles a la temperatura y al pH (Weber 1980, Olszewski et al., 2005).

La ultrafiltracion por membrana es un proceso singular muy efectivo para concentrar
materiales organicos solubles en agua, lo mismo que contaminantes microbioldgicos, ya que
todas las membranas de ultrafiltracion son capaces de filtrar protozoos y bacterias con gran
eficiencia, es por esto que el proceso ofrece una buena retencién de microorganismos a

partir de muestras ambientales (Weber 1980)
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2.11. Técnicas 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. Dentro de las técnicas mas utilizadas en
la actualidad para realizar la deteccion viral se encuentran la PCR, ELISA y Microscopia
Electrénica. Estas técnicas requieren que el virus esté presente en una concentracion de 10*
" 10° particulas en el caso de ELISA, 10° para PCR y de 10° - 10" en el caso de
Electroforesis de ARN (Rivera et al., 1995).

2.11.1. PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica ampliamente utilizada para la
deteccion y cuantificacion de fragmentos de DNA especificos, incluso en presencia de otras
moléculas de DNA. Como su nombre lo indica, se basa en la actividad de la enzima DNA
polimerasa la cual fabrica una cadena complementaria de DNA a partir de una existente, sus
unicos requerimientos son la presencia de nucleétidos en el medio y una cadena de DNA
que sirva como primer la cual se unira a la cadena que se desea copiar (ljizerman et al.,
1997).

Para la deteccion de particulas virales es necesario realizar la extraccion del acido nucleico
del virus antes de realizar la amplificacion. Para el caso de los virus RNA, se realiza un paso
anterior a la PCR en el que, usando una enzima transcriptasa inversa, se transcribe el RNA
a su correspondiente DNA complementario (DNAc) y éste se utiliza como base para una
posterior PCR. ElI RNA es facilmente degradable por su propia naturaleza, asi como por la
accion de enzimas RNAsas, lo que se evita mediante la congelacion de la muestra (Shieh et
al., 1995; lizerman et al., 1997).

La sensibilidad de la técnica de la PCR es muy alta y suficiente para detectar todos los virus
entéricos, sin embargo, presenta algunos inconvenientes para ser usada en muestras de
agua ambiental entre ellos la presencia de acidos organicos e inorganicos como los acidos
hamicos y fulvicos que inhiben a las proteinas utilizadas para la amplificaciéon del genoma
viral (lizerman et al., 1997; Shieh et al., 1995). El volumen bajo que se utiliza, puede arrojar
falsos negativos, debido a que el titulo de los virus es bajo en aguas contaminadas

(Abbaszadegan et. al., 2003). Recientemente, se han desarrollado técnicas de PCR que
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presentan una mayor sensibilidad que la técnica de ELISA, pero que por su complejidad y

costos solo son utilizadas para la caracterizacion de cepas. (Gentile, A; et al. 2006).
2.11.2. ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay).

La técnica de ELISA se basa en el uso de anticuerpos marcados con una enzima, de forma
que los conjugados resultantes tengan tanto actividad inmunolégica como enzimatica. Al
estar el anticuerpo marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
inmunoadsorbente la reacciéon de antigeno- anticuerpo queda inmovilizada vy, por lo tanto
facilmente revelada mediante la adicién de un sustrato especifico que al actuar con la
enzima produce un color observable a simple vista y cuantificable mediante el uso de un

espectofotémetro (Dahling 1991).

La técnica de ELISA ha sido el método mas utilizado para detectar RV ya que no requiere de
equipos especializados. Esta técnica puede detectar desde una cantidad de 10* particulas
virales; por lo que se considera util a la hora de usarla en la deteccion de estos agentes.
Existe una gran variedad de kits de ELISA disponibles para la detecciéon de varios virus en
general. Dentro de las ventajas que ofrece se encuentran su costo relativamente bajo,
resultados rapidos (cercano a 90 min) y la intensidad de la reaccion puede dar una

aproximacion real de la concentracion de virus presente en la muestra (Dahling et al., 1991).

Numerosos estudios han demostrado la capacidad de la técnica para detectar particulas
virales a partir de muestras ambientales, entre ellos, estudios realizados por Martinez, E
(2002) a partir de muestras de agua procedentes del municipio de Facatativa. Esta técnica
es muy utilizada tanto en paises desarrollados como en paises en via de desarrollo gracias a
su alta sensibilidad, especificidad, facilidad de manejo y a su relativo costo y vida Gtil. En el
caso de esta técnica, las variaciones observadas en sensibilidad y especificidad se
relacionan aparentemente con factores tales como manejo de la muestra (transporte,
conservacion, tiempo entre recoleccion y procesamiento), calidad de los anticuerpos de
captura y presencia de enzimas que degraden proteinas o acidos nucleicos en la muestra
(Rivera et al., 1995).
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3. Justificacion de la investigacion

Facatativa presenta el mas alto indice de EDA en toda Cundinamarca segun el informe
CDE/IRA de 1999 en un 33.7% y se ha demostrado que Rotavirus es el principal agente
causante de esta enfermedad en un 13%. Numerosos estudios han tratado de demostrar la
relacion existente entre T°, humedad relativa, calidad de vida de los habitantes y fuente de

agua para consumo con la presencia de virus.

Con el presente estudio se pretendié demostrar la presencia de Rotavirus grupo A en el
agua suministrada por la planta de acueducto del municipio de Facatativa mediante la
técnica de Elisa y poder determinar si esta actia como vehiculo de transmision
contribuyendo con el aumento de las infecciones gastrointestinales reportadas en la
poblacidon. Gracias a los resultados de este estudio, se podran tomar medidas de caracter
epidemiolégico para prevenir el aumento de estas infecciones dentro de la poblacién mas

vulnerable (nifios menores de 5 afios).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

- Determinar si el agua de Facatativa funciona como vector de transmisién de Rotavirus
Grupo A.

4.2. Objetivos especificos

- Recolectar muestras de agua potable y no potable del municipio de Facatativa.

- Aislar y concentrar los Rotavirus que posiblemente se encuentren en el agua del
municipio de Facatativa mediante la técnica de ultrafiltracion.

- Determinar la presencia de Rotavirus Grupo A en el agua del municipio de Facatativa

mediante la técnica de ELISA.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Seleccion de los puntos de muestreo

La planta de tratamiento del municipio de Facatativa se encuentra ubicada dentro del
municipio y maneja un sistema de tratamiento convencional. Siguiendo la distribucion del
caudal, se realiz6 la seleccion de los puntos de muestreo, diferenciandolos de la siguiente

forma:
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- Antes de la planta de tratamiento: Se tomaron muestras de los efluentes que llevan el

agua hacia la planta de tratamiento del municipio. Entre estas esta el rio Botello, el cual
se caracteriza por presentar aguas de corrientes de nacederos, siendo la union de tres
rios, el Mancilla (montafia), Andes (Alto de la tribuna) y Pava (Quebrada).

- Dentro de la planta de tratamiento: Se tomaron muestras de diferentes puntos en la

planta de tratamiento como lo son camara de aquietamiento, floculacion,
sedimentadores, filtros, tanques de succién, agua de lavado de filtros y en el tanque de
almacenamiento del agua.

- Después de la planta de tratamiento: las muestras se tomaron en zonas aledafnas que

reciben el agua proveniente de la planta. Se seleccionaron dos puntos, uno cercano que
hace referencia a la zona mas cercana que recibe el agua, siendo la urbanizaciéon San
Carlos y la toma se realizd en la llave del jardin antes del ingreso a la vivienda y uno
lejano, que hace referencia a la zona mas lejana que recibe el agua; se seleccioné el

salon de belleza "Yodiz" en el barrio Cartagenita en las afueras del municipio.

5.2. Muestreo

Se realizd un muestreo por conveniencia recolectando 5L de muestra por punto cada
semana en frascos plasticos hasta su procesamiento final en el laboratorio de Virologia de la
Pontificia Universidad Javeriana. Las muestras recolectadas fueron obtenidas de la siguiente
manera: 1 muestra antes del ingreso a la planta, 7 muestras dentro de la planta y 2 muestras
después del tratamiento en la planta. El muestreo se realizé entre Marzo y Mayo del 2005,
meses en los que las corrientes de agua elevan su caudal y se observan mas indices de
infecciones gastrointestinales. En total se recolectaron 50L por semana, 500L al finalizar las
diez (10) semanas de muestreo. En el momento del muestreo se tomaron mediciones del pH
y la temperatura del agua con el fin de relacionar estos parametros con la incidencia del virus

en los puntos muestreados.
5.3. Manejo y traslado de las muestras
Después de realizar la recoleccién de las muestras, estas fueron transportadas hacia el

laboratorio de virologia de la Pontificia Universidad Javeriana donde se filtraron y se

concentraron el mismo dia de su recoleccidon mediante la técnica de Ultrafiltracion tangencial.
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5.3.1 Filtracion

Las muestras recolectadas, se filtraron mediante el uso de una membrana Opticap ™
Capsule Disposable Cartridge de 0.45 ym y de 0.2 ym, con el fin de eliminar materia
organica y microorganismos contaminantes (bacterias, hongos y parasitos). Por los filtros se
pasaron las muestras de 5 litros, de las cuales se tomé 1L del filtrado. Este volumen fue

almacenado en frascos ambar de 1L a 4°C hasta el momento de la ultrafiltracion.

5.3.2 Ultrafiltracion de las muestras

Después de retirar las particulas contaminantes o sustancias que pudieran saturar el sistema
de ultrafiltracién fue necesario realizar la concentracion de las particulas virales presentes en
la muestra. Esto se llevé a cabo utilizando un filtro TFF Cartridge de 1.000 Da (el cual retiene
particulas entre 5y 200 nm) (Mestre 2001), disminuyendo el volumen de la muestra a 10mL

los cuales fueron almacenados en tubos falcén de 15mL bajo cdmara de flujo laminar.

5.3.3 Almacenamiento de las Muestras

Las muestras concentradas contenidas en los tubos falcon, se almacenaron a 4°C hasta el

procesamiento total de las muestras.

5.3.4 Técnica de Elisa para Rotavirus Grupo A

Cuando la totalidad de las muestras se encontraron concentradas, estas se descongelaron a
temperatura ambiente dentro de la camara de flujo laminar para realizar luego la deteccion

de Rotavirus grupo A mediante la técnica de Elisa.

La deteccion de los antigenos de RV A se realizé mediante el uso de un Kit comercial para
Rotavirus IDEIA TK siguiendo el procedimiento recomendado por el productor. Se realizé la
técnica en fase sdlida tipo sandwich utilizando un anticuerpo policlonal para detectar al
antigeno especifico de grupo que se encuentra en la proteina VP6 del RV grupo A. Al
evaluar cada pozo, por medio de espectrofotometria a 450 nm, se determina la presencia o
ausencia del virus, ya que un valor de absorbancia menor o igual al del valor de punto de
corte, indica la ausencia del virus en la muestra (Rivera et al., 1995; Cepeda y Hassidoff
1998).
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6. Resultados y Discusion de Resultados.

Segun el informe CED/IRA de 1999, Facatativa fue catalogado como el municipio con
mayor indice de EDA en Cundinamarca con un 33.7%. En estudios anteriores se demostré
que el RV es el principal agente causante de esta enfermedad en un 13% (Gutierrez et al.,
2000) y se ha tratado de asociar con factores ambientales tales como temperatura,
humedad, pH, precipitacion y fuentes de agua de consumo; por lo que en el presente estudio
se pretendié detectar al RV A en el agua suministrada al municipio para determinar si el

agua actuaba como vehiculo de transmision de estos agentes virales.

A partir del agua recolectada en el municipio no se obtuvieron muestras positivas para RV
grupo A. (Figura No 3. Técnica de ELISA). Al no detectar a RV mediante la técnica de
Elisa, presuntamente se penso en la posibilidad de que las particulas virales hubieran sido
eliminadas del sistema de tratamiento durante el proceso; o por otro lado que hubieran

sufrido algun dafo estructural.

Figura No 3. Técnica de ELISA (IDEIA) Dako Cytomation.

La transmisién de enfermedades virales a través del agua contaminada depende de la
sobrevivencia del agente infeccioso por un periodo de tiempo suficiente para infectar a un
huésped susceptible (Ward et al., 1986). Numerosos estudios han demostrado la incidencia
de virus entéricos causantes de brotes asociados a agua potable no tratada (Shield et al.,
1995; Abbaszadegan et al., 1993, Metcalf et al., 1995, Borchardt et al., 2002, Martinez, E;

2002), y en agua potable tratada, siendo RV el agente etioldgico mas comun (Borchardt
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2004, Chaparro et al., 2004, Abbaszadegan et al., 1999, Queiroz et al., 2001, Caballero et
al., 2004, Gratacap-Cavallier, B. et al. 2000, Kittigul, L. et al. 2001, Gonzales, M. y Torres, L.
1994, Abbaszadegan et al., 1993).

Una pregunta critica en virologia es si los virus pueden o no sobrevivir largos periodos de
tiempo y si pueden causar enfermedad después de estar en contacto con aguas
recreacionales o con agua potable contaminada. La sobrevivencia de los virus entéricos en
el ambiente ha sido ampliamente documentada, conociéndose que los virus pueden persistir
periodos mas amplios que las bacterias (Bosch, A. 1998, Gratacap-Cavallier, B. et al. 2000 y
Kittigul, L. et al. 2001) debido a la estabilidad de estos, a condiciones fisico quimicas
adversas como pH y temperatura en conjunto con su resistencia a los desinfectantes
disponibles comercialmente y a los tratamientos de potabilizacién del agua, lo que contribuye

significativamente a su persistencia en el ambiente (Payment, 1999; Sair et al., 2002).

La presencia de estos patdégenos en el agua aunque sea en nimeros muy bajos, representa
un alto riesgo para el consumidor ya que presentan una baja dosis minima de infeccién
comparada con la de otros patdgenos. Se realizé la seleccion de la técnica de ultrafiltracion
como método de concentracién viral, ya que numerosos estudios han demostrado la
eficiencia de este sistema para la recuperacion viral a partir de voliumenes pequenos de
agua (Farrah et al. 1984, Farrah et al. 1982; Yerba et al. 1984 y Olszewski et al., 2005).
Estudios anteriores han demostrado la habilidad de las membranas de ultrafiltracion para
concentrar virus eficientemente en muestras de agua (Madaeni 1997, Gratacap-Cavallier et
al. 2000, Voorthuizen et al, 2001 y Olszewski et al., 2005), incluyendo estudios anteriores en
fuentes del agua del municipio en los que se demostrd la presencia de RV con una
prevalencia de 11.6% (Martinez 2002, Ajaim 2000).

Se realiz6 un muestreo por conveniencia, ya que se ha demostrado que para analisis de
agua se puede obtener una muestra de minimo 100 ml (Maunula, L; 2003). Estudios
realizados por Gratacap-Cavallier et al., (2000), demostraron que la técnica de concentracion
viral mas eficiente en el momento de recuperar y concentrar virus presentes en muestras de
agua es la ultrafiltracién. Aunque la técnica mas comunmente usada para realizar
concentracién de virus a partir de muestras de agua es la de Adsorcion-Elusion, presenta
ciertas desventajas. Entre estas se encuentran la alta manipulacién de la muestra, esta
limitada para volumenes pequenos y es muy dependiente del pH del medio; en comparacion

con la técnica de Ultrafiltraciéon, la cual ha venido siendo ampliamente utilizada para
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concentrar particulas virales a partir de muestras ambientales (Gilgen et al. 1997; Winona et
al. 2001, Gratacap-Cavallier et al., 2000, Olszewski, J et al., 2005).

La técnica utilizada para la deteccion de las particulas virales fue la técnica de ELISA, ya que
se ha demostrado la eficiencia de esta para la deteccién de Rotavirus (Dahling 1991),
Mediante el uso de esta técnica los resultados se pueden obtener rapidamente y la
intensidad de la reaccion puede dar una aproximacion de la cantidad de virus presentes en
la muestra. Se ha documentado que la técnica usada es efectiva ya que diversos autores
han comprobado la alta sensibilidad a la hora de detectar RV (Rivera et al., 1995) y a su vez
estudios en el agua del municipio de Facatativa han detectado otras particulas virales como
Calicivirus y Hepatitis A a partir de las mismas muestras de agua (Resultados no

publicados).

Una primera eliminacién parcial de las particulas virales pudo haber ocurrido en la etapa de
floculacion, en la cual se forman agregados de gran tamafo, los cuales incluyen materia
organica y esta a su vez puede atrapar las particulas virales (Woessner et al. 2001)
sedimentandolas y eliminandolas asi del cuerpo de agua, haciendo imposible su deteccion.
Esta posibilidad ha sido re-evaluada debido a los resultados obtenidos por Herrera, Serrano
y Alvarado en el mismo periodo de tiempo en el cual se realiz6 la deteccién de Norovirus
(4.3%) y Astrovirus a partir de las mismas muestras, virus de tamafo inferior a los RV (RV:

75nm, Calicivirus: 27-35nm y Astrovirus: 28-35nm).

Otra de las posibilidades por las cuales se pudieron haber obtenido estos resultados pudo
ser debido a procesos de inactivacion viral en el agua, aunque las causas de inactivacion no
estan del todo determinadas. En la mayoria de los estudios, factores como enzimas
bacterianas, turbidez, luz, adsorcién a material en suspension y otros factores han mostrado
influencia en la pérdida de la estabilidad viral en agua fresca. Sin embargo, el factor
dominante sugerido ha sido la temperatura (Ward et al. 1986). Estudios relacionados a la
inactivacion de virus por la temperatura han demostrado que los titulos virales permanecen
estables a temperaturas entre 4 y 20°C por un periodo de 64 dias (Ward et al., 1986;
Panangala et al. 1997). Durante el periodo muestreado, la temperatura promedio dentro del
municipio fue de (14°C). Las investigaciones realizadas con respecto a la presencia de RV
asociadas al clima muestran que el comportamiento estacional es diferente presentandose
durante todas las épocas del afio, mientras que en paises estacionales como Estados
Unidos, Canada e India aumenta la prevalencia de Rv en la época de invierno (Dossetor, J.

1989 y Zinsser 1994) a diferencia de paises no estacionales como Guatemala (Panikelc. et
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al. 1982), Ecuador, Venezuela (Zinsser 1994) y Colombia (Gutierrez 2002.) en los que se ha
demostrado que permanece durante todas las épocas del afio. Aunque es mas comun en
meses frios, esto no significa que los aumentos en su prevalencia sean comunes en estos
meses. En Costa Rica, donde la temperatura es cercana a los 20° y constante durante todo
el afno, el aumento de la prevalencia ocurre en los meses mas secos (Diciembre a Febrero)
para continuar excretandose a lo largo del afo. La prevalencia de RV esta asociada a
épocas de invierno en paises estacionales, pero no en paises ecuatoriales (Zinsser 1994),

por lo cual el tiempo de muestreo no tuvo influencia en los resultados obtenidos.

Se ha documentado acerca del dafio que causa el cloro en altas concentraciones durante el
proceso de desinfeccion debido al deterioro de las proteinas de la capside externa de RV,
incrementando la susceptibilidad del virus a otros factores presentes en el agua. Se ha
demostrado que a pH de 6, los RV son mas facilmente inactivados a concentraciones bajas
de cloro (Vaughn, 1986). Entre los principales factores que afectan la desinfeccion por cloro
se encuentran el pH (Pancorbo et al., 1987), el tipo de exposicion y el tipo de virus.
Pesavento et al (2005) encontraron que la proteina VP4 se ve afectada por un cambio
conformacional a pH mayores de 7; ademas, que cuando el pH se incrementa, la capacidad
infectiva se reduce porque influyen en la agregacion viral permitiendo que las particulas sean
expuestas a otros factores presentes en el agua facilitando su inactivacién (Pancorbo et al.,
1987); lo que descartaria la inactivacion por pH, ya que las mediciones realizadas durante el

muestreo indican que el pH se mantuvo cercano a 6.

En estudios realizados por Martinez y Orozco (2001) en la planta de potabilizacion del
municipio de Facatativa se demostré que el ion ferrico no se oxida completamente en el
proceso de preoxidacion. Muchos iones metalicos (como el ion ferrico) pueden inactivar al
virus por dafios sobre proteinas o acidos nucleicos, disminuyendo la estabilidad de la

proteina y aumentando la susceptibilidad del virus (Abad et al., 1994).

Aunque se ha documentado acerca de la capacidad de RV de sobrevivir cerca de 2 meses y
medio a temperatura tropical cercana a los 30°C (Fischer et al., 2002), no se tiene evidencia
de que RV permanezca estable en aguas durante largos periodos de tiempo. Es por esto
que aunque se ha determinado la presencia de RV en diferentes fuentes de agua, el factor
fundamental en los resultados obtenidos pudo haber sido la formacion de agregados por
parte del virus con los sdlidos suspendidos, debido a la capacidad de las particulas virales
de adherirse a sdlidos organicos e inorganicos presentes en el agua (Schwab y Sorber

1976), los cuales son retirados en el proceso de floculacion.
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La concentracion de las particulas virales en las muestras de agua recolectadas fue un factor
determinante en los resultados, debido a que la sensibilidad de la técnica utilizada ELISA es
de 10* (Martin. y Follet 1987), lo que indicaria que los resultados obtenidos en este estudio
no concluirian la ausencia de las particulas virales en el agua analizada, sino una

concentracion menor a la detectada mediante esta técnica.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se determiné que durante el periodo muestreado
comprendido entre Marzo y Mayo del 2005, el agua del municipio no contenia Rotavirus
Grupo A en cantidades iguales o superiores a 10* que pudieran ser detectadas mediante la
técnica de ELISA, con lo cual no se puede concluir que el agua del municipio no representa
un vehiculo de transmision de este virus. Se recomienda continuar realizando un
seguimiento a la calidad del agua suministrada a la poblacién como ayuda en el sistema de

vigilancia epidemioldgica.
7. Conclusiones

- En el periodo comprendido entre Marzo y Mayo del afio 2005, no se observo la presencia
de Rotavirus grupo A en concentraciones iguales o mayores que 10* en el agua del

municipio de Facatativa.

- Los resultados obtenidos demuestran posibles dafios en la estructura viral lo qué dificultd

la deteccion de la proteina VP6 del Rv grupo A mediante la técnica de ELISA.
8. Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se hace necesario un seguimiento del
comportamiento de estas particulas virales durante periodos mas amplios de tiempo, para
garantizar que esta no represente un riesgo potencial de infeccién a los consumidores;
siguiendo las recomendaciones proporcionadas por la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) en su documento sobre la vigilancia epidemiolégica de la diarrea causada por

Rotavirus.
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