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INTRODUCCION

El agua es un elemento esencial para los ecosistemas naturales y el desarrollo de las sociedades
(Espinosa-Garcia et al., 2004). Brinda numerosos beneficios como la regulacion del clima en el
planeta, el mantenimiento de la homeostasis en los seres vivos, se utiliza como fuente de energia,
es indispensable para la produccién de alimentos, por mencionar solo algunos. Sin embargo,
también puede actuar como matriz transportadora de microorganismos como bacterias y virus que
pueden ser patdgenos para humanos y asi afectar la salud de las poblaciones que hacen uso del

recurso (Martos, 2015).

Dentro de los virus que son transportados por agua, los virus entéricos (VE) son el grupo de virus
més importante debido a que son causantes de brotes de gastroenteritis, hepatitis infecciosa,
meningitis y conjuntivitis, entre otras enfermedades (Saavedra et al., 2012). Entre los VE
comunmente asociados con enfermedad en humanos y capaces de persistir en el ambiente se
encuentran los adenovirus, astrovirus, calicivirus, enterovirus, virus de la hepatits A, virus de la
hepatitis E y rotavirus (Espinosa-Garcia et al., 2004). Estos virus infectan las células del tracto
gastrointestinal de su hospedero humano y alli se replican, posteriormente son excretadas junto
con las heces de individuos infectados Ilegando al drenaje o al ambiente. EI manejo que se le dé a
las aguas residuales puede favorecer la contaminacion de agua superficial o subterranea que
eventualmente sea destinada al consumo humano o a diferentes actividades que implican el riesgo
de ingerir agentes infecciosos contenidos en ella (Pelaez et al., 2016). Asi mismo, se ha demostrado
la contaminacion en aguas superficiales de rios y lagos por virus entéricos debido a descargas de
aguas residuales sobre los mismos afectando la calidad de vida de diversos organismos vivos

(Bofill-Mas et al., 2005).



El analisis de VE en ambientes acuaticos sirve para varios propdsitos, entre ellos investigar la
incidencia y comportamiento de virus en aguas, determinar la presencia de virus y el riesgo de
infeccion y el monitoreo rutinario para determinar la calidad del agua (Grabow, 2007). La
deteccion de estos agentes esta relacionada, a su vez, con dos procesos. El proceso de toma de
muestra y el proceso analitico. Ambos procesos son esenciales, y en conjunto proporcionan
resultados fiables que ayudaran a la toma de decisiones por parte de los organismos competentes,
por lo que es indispensable que las muestras se obtengan de forma correcta, esto se refiere a
garantizar que la muestra mantiene condiciones muy similares a las del agua del sitio de muestreo.
Paraello, el proceso pre-analitico debe incluir no s6lo el proceso de toma de muestra, sino aspectos
tales como el disefio y empleo de registro de datos, aspectos relacionados con las condiciones de
transporte y almacenamiento que eviten la alteracion o degradacion de la muestra, y aspectos

relacionados con la custodia de las muestras ambientales (Galan Madruga et al., 2018).

Debido a la importancia que tiene la fase pre-analitica en monitorizar y proponer soluciones
para poder disminuir tanto el nimero de infecciones humanas que afectan el sector pablico, como

el impacto que los virus tienen en el ambiente, se desarrolla el presente trabajo.



MARCO TEORICO

Antecedentes

Para entender mejor el desarrollo de este manual para la deteccidon de virus en agua es
necesario hacer un recorrido por los hechos mas relevantes dentro de la historia de la virologia, ya
que sin dichos descubrimientos no seria posible llegar a las investigaciones actuales en el estudio
de virus. Asi como el desarrollo de las diversas metodologias que hoy en dia se emplean para el

estudio de estos.

Aunque no existe un registro exacto de la primera epidemia producida por un virus, gracias a
evidencias arqueoldgicas en momias del Antiguo Egipto y grabados antiguos donde se muestran
lesiones caracteristicas de viruela y poliomielitis, podemos afirmar que los virus han afectado la
salud humana desde hace miles de afios. Sin embargo, por mucho tiempo estas enfermedades se
atribuyeron a efectos de los planetas o bien, al enojo de los dioses ante las conductas humanas

(Ossa L, 2001).

La historia de la virologia inicia a finales del siglo X1X, en esta época se habia descrito ya el papel
de los hongos y bacterias en enfermedades humanas y se habia descubierto un método para obtener
cultivos puros de ellos. Sin embargo, quedaban muchas enfermedades de las que no se conocia
una etiologia definida. En 1892, con la aparicion del “mosaico del tabaco”, enfermedad que
impedia el crecimiento de las plantas de tabaco y daba a las hojas una apariencia manchada, Dimitri
Ivanowsky, un botanico ruso, demostré que la savia de dichas plantas, aln después de pasar por

un filtro que retenia bacterias, seguia siendo infecciosa (Solomon et al., 2011).



Unos afios después, en 1898, Martinus Beijerinck, un microbidlogo holandés, present6 a la
Academia de Ciencias de Amsterdam sus investigaciones sobre el agente del mosaico del tabaco.
Beijerinck describi6 al agente causal como un contagium vivum fluidum o “virus”, siendo esta la
primera vez que se emplea el término haciendo referencia a un agente infeccioso bioldgico. El
fundamento de su descubrimiento fue que este agente podia atravesar los filtros de porcelana
desarrollados por Chamberland y que el mismo era capaz de provocar enfermedad al ser inoculado
en plantas de tabaco previamente sanas, misma conclusion a la que lleg6é Ivanowsky afios antes.
Beijerinck también postuld que el virus se convertia en parte del metabolismo celular, que
interaccionaba con éste y que requeria de algo mas complejo que el microscopio éptico para poder

observar su estructura (Ossa L, 2001).

A principios del siglo XX, cientificos en todo el mundo reportaron enfermedades causadas por
agentes infecciosos semejantes al del mosaico del tabaco, pues pasaban a través de los filtros que
removian todos los microorganismos conocidos y eran tan pequefios que no podian verse con un
microscopio optico. Un ejemplo claro es la primera pandemia del virus de influenza A, producida
por una cepa del subtipo HIN1 en 1918. Esta enfermedad, denominada gripe espafiola, se disemind

a todo el planeta y produjo aproximadamente 50 millones de muertes (Solomon et al., 2011).

Fue hasta 1930, con el desarrollo del microscopio electronico que fue posible visualizar un virus
por primera vez (Arraiza et al., 2009). Debido a su pequefio tamafo y a su parasitismo intracelular
obligado, que impide su multiplicacion en medios axénicos (carentes de células vivas), los virus
pudieron ser estudiados hasta mediados del siglo XX, cuando se desarrollaron los cultivos

celulares y el microscopio electronico. El desarrollo de células vivas en cultivo fue posible a partir



de la década de 1940, cuando se comenzaron a emplear los antibioticos, lo que permitié mantener
a las células en cultivo libres de contaminacién bacteriana (Cashdollar & Wymer, 2013). Asi
comenzo la edad moderna de la Virologia cuando en 1948, Seller y Enders lograron por primera

vez la replicacion de un virus en cultivo (Solomon et al., 2011).

En la década de 1940, una vez identificado el virus causante de la epidemia de polio o poliovirus,
se creia que la Gnica manera en que este podia transmitirse era mediante el contacto directo con
una persona infectada (Alberto et al., 2013). Sin embargo, se demostré que el virus podia
transmitirse también mediante agua, pues al alimentar ratas sanas de laboratorio con agua
contaminada con poliovirus estas resultaban enfermas también. A este hallazgo no se le dio gran
relevancia hasta 1955 con la epidemia de hepatitis E ocurrida en Nueva Delhi, India, donde se

reafirmo que el agente viral era transmitido mediante agua (Botto, 2005).

En las décadas siguientes, gracias a una gran cantidad de estudios, se volvié claro que algunos
virus como el poliovirus, adenovirus, norovirus, rotavirus, virus de la hepatitis A y el virus de la
hepatitis E, podian ser transmitidos por agua poniendo en peligro la salud humana (Van Heerden
et al., 2005). Lo que propici6 el desarrollo de métodos para su cuantificacidn y caracterizacion en
diferentes tipos de agua. Los primeros estudios que investigaron el proceso de filtracion de
muestras de agua se basaban en un proceso de adsorcion por membranas coloidales, cuyo principal

proposito era determinar el tamafio de las particulas virales (Moore et al., 1981).

En 1952, con la aparicion de las resinas de intercambio idnico se pudo llevar a cabo la

concentracion de poliovirus y un afio mas tarde, en 1953 se demostro que estas resinas eran capaces



de concentrar virus en muestras de aguas residuales (Murray et al., 2018). Posteriormente, usando
procesos de floculacion en muestras de agua de rio, se demostro que se podian analizar grandes
volimenes de agua. Durante la década de 1960 y 1970, surgié un gran interés en desarrollar
técnicas para aislamiento y deteccion de virus en muestras de agua, expandiendo asi el campo de

la virologia ambiental (Pierce, 2008).

En 1965, durante un simposio sobre la transmision de virus en agua, se discutieron los principales
problemas que implicaba la presencia de virus en agua, los métodos existentes de deteccion y como
se podia proteger la salud de la poblacién de la exposicion a los virus (Cashdollar & Wymer, 2013).
En 1975, la Organizacién Mundial de la Salud form6 un grupo de expertos en bacteriologia y
virologia para el analisis de agua, el cual determin6 algunos métodos para el aislamiento de virus
en muestras de agua (Hurst et al., 1998). Més adelante, en 1981 se publico la décimo quinta edicion
de los Métodos Estandarizados para la Examinacién de Agua, incluyendo métodos para la

concentracion y deteccion de virus en agua (Haramoto et al., 2004).

En julio de 1997, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos comenzo el estudio
Requisito de Recopilacién de Informacion o ICR por sus siglas en inglés (Informacion Collection
Requirement) con el fin de compilar la informacion existente sobre los virus en agua y crear una
estandarizacion sobre los limites permisibles para diferentes parametros en el agua de consumo
humano (Donaldson et al., 2002). Finalmente, durante los siglos XX y XXI se desarrollaron
diversas técnicas moleculares que permitieron el desarrollo de nuevos y eficaces métodos
diagndsticos para las enfermedades virales e identificacion de virus, incluyendo aquellos de la

matriz agua (Ossa L, 2001).
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Fig. 1. Linea del tiempo con los eventos mas importantes en el estudio de virus en agua.




Caracteristicas de los virus

Etimologicamente, virus significa veneno en latin. Aunque no todos los virus son patdgenos,
muchos de ellos son causantes de una amplia gama de enfermedades humanas (Pavén, 2020). Las

caracteristicas generales de los virus son:

Tamano

La mayoria de los virus posee un tamafio muy inferior al de las bacterias. Las bacterias se miden
en micrones (1um = 10 © metros). Para los virus se utiliza una medida inferior al micrén, llamada
nanémetro (nm) o milimicron (mu) = 10° metros, equivalente a la milésima parte de un
micrometro (Negroni & Gonzalez, 2018). Su tamafio varia desde 20 hasta 300 nm (Solomon et al.,

2011)

Estructura

Un virus se compone de un centro de &cido nucleico, puede ser ADN o ARN. El &cido nucleico
puede ser de cadena simple (cs), como el ARNCcs; o de cadena doble (cd), como el ARNcd. El tipo
de &cido nucleico y la estrategia de replicacion son importantes para clasificar a los virus (Solomon

etal., 2011).

El acido nucleico se encuentra rodeado por un recubrimiento proteico llamado cépside, la capside
estd conformada por subunidades proteicas denominadas capsomeros (Fig. 2), dependiendo su
organizacion, los capsomeros determinan si el virus tendréd forma helicoidal o poliédrica. Ademas,
algunas familias de virus poseen otra estructura, de composicion lipoproteica, llamada envoltura.

Los virus que presentan envoltura se denominan envueltos, en contraposicion aquellos que carecen
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de envoltura se les denomina desnudos. La envoltura es lipoprotéica, de composicién similar a la
de la membrana de la célula infectada, ya que los virus la adquieren de esta. La particula viral
completa con su capacidad infectante se denomina virion, que es la forma en que el virus se traslada
desde la célula huésped donde fue sintetizado hasta una nueva célula huésped donde pueda

replicarse (Negroni & Gonzalez, 2018).

Acido nucleico

Capsomeros

>

20-300 nm

Fig. 2. Estructura general de un virus desnudo.

Parasitos intracelulares obligados

Los virus carecen de los sistemas enzimaticos productores de energia necesarios para la sintesis
de &cidos nucleicos y de proteinas indispensables para el crecimiento y multiplicacion como los
que poseen las células procariotas o eucariotas. Por esta razén deben necesariamente utilizar los
sistemas de las células que parasitan y por ello se definen como parasitos genéticos intracelulares

obligados (Ossa L, 2011).



Los virus se consideran entidades bioldgicas inertes, porque no estan compuestos de células y no
pueden realizar actividades metabdlicas o reproducirse por cuenta propia. Ademas, carecen de los
componentes necesarios para realizar respiracion celular o para sintetizar proteinas y otras
moléculas (Pavén, 2020). Al estudio de los virus se le denomina virologia y a aquellos

profesionales que estudian los virus se les denomina virologos.

Virus transmitidos por agua

Los virus de transmisién hidrica son responsables de manifestaciones clinicas diversas, desde
infecciones asintomaticas a gastroenteritis, conjuntivitis, cardiopatias, hepatitis, meningitis y
encefalitis (Tabla 1). Las tasas de infeccion varian considerablemente de una zona a otra, segun
las condiciones sanitarias y socioecondémicas (Garcia, 2006) y en un sentido mas amplio, las
condiciones del socioecosistema gue contribuyen en mayor o menor medida a la vulnerabilidad de
los individuos. Debido a su impacto en la salud humana, entre los virus mas estudiados presentes
en agua se encuentran los adenovirus, astrovirus, calicivirus, enterovirus, virus de la hepatitis A,

virus de la hepatitis E y rotavirus (OMS, 2011).

Adenovirus

Clasificacion y morfologia: la familia Adenoviridae comprende los géneros Mastadenovirus

(infecta a mamiferos) y Aviadenovirus (infecta a las aves). Hasta la fecha, se han descrito 51 tipos
de adenovirus humanos (adH), clasificados en 6 grupos (A-F). Constan de un genoma de ADN
bicatenario en una capside icosaédrica sin envoltura, con un didmetro de 80 nm (Chapron et al.,

2000).
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Epidemiologia: los patrones epidemioldgicos varian entre los diferentes serotipos, la mayoria es
responsable de infecciones respiratorias y oculares, aunque algunos pueden provocar infecciones
gastrointestinales. Los adenovirus son una fuente importante de gastroenteritis infantil. En general,
los lactantes y los nifios son los grupos de edad méas vulnerables a infecciones por adenovirus, y
muchas infecciones son asintomaticas (Guerrero-Latorre et al., 2011). La dosis infectiva se estima

entre 10 y 100 virones (Bellido, 2007).

Vias de contagio: el contacto entre personas es una de las principales vias de transmisién de

adenovirus. Otra via es la transmision fecal-oral, oral-oral y por contacto mano-ojo, asi como la
transferencia indirecta por medio de superficies contaminadas. Aunque no hay evidencia de
epidemias por contaminacion por agua de bebida o alimentos, se atribuye a los adenovirus un alto

porcentaje de los brotes de origen hidrico (Diesch, 2009).

Prevalencia en agua: los adenovirus se excretan en cantidades abundantes en las heces humanas y

se ha comprobado su presencia en aguas residuales y en aguas de consumo tratadas en todo el
mundo. Son mas resistentes a la accién de la luz ultravioleta que los enterovirus, e incluso, en
aguas residuales inoculadas con adenovirus se han detectado virus después de 60 dias a 15° C y 4°

C, que es mas de lo que resisten los enterovirus (Espigares, 2006).

Astrovirus

Clasificacion y morfologia: los astrovirus pertenen a la familia Astroviridae. Son virus de ARN

monocatenario rodeados por una capside icosaédrica sin envoltura con 28 nm de diametro. Se han

descrito ocho serotipos de astrovirus humanos (astVH) (Nadan et al., 2003).
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Epidemiologia: los astVH causan gastroenteritis, sobre todo diarrea, principalmente en nifios

menores de cinco afios, aunque también se ha notificado en adultos. La enfermedad tiene corta
duracion y su incidencia méxima es en invierno. Los astVH son los causantes de sélo una pequefia
parte de las gastroenteritis notificadas. Sin embargo, dado que la enfermedad es normalmente leve
y muchos casos no se notifican, es posible que se esté subestimando el nimero de infecciones (Vu
et al., 2017). La dosis infectiva es baja ya que entre 10 y 100 particulas del virus pueden causar

una infeccion (Bellido, 2007).

Vias de contagio: los astVH se transmiten por via fecal-oral. La transmision de persona a persona

se considera la via de transmision més frecuente. También puede tener importancia la ingestion de

agua o alimentos contaminados con materia fecal que contenga los virus (OMS, 2006).

Prevalencia en agua: las personas infectadas generalmente excretan gran cantidad de astVH en las

heces, de modo que estos virus se encuentran presentes en las aguas residuales. Aunque también
se han detectado astVH en fuentes de agua y en sistemas de abastecimiento de agua de consumo.

Ademas, su morfologia cambia ante un pH elevado (Vu et al., 2017).

Calicivirus

Clasificacion y morfologia: la familia Caliciviridae esta formada por cuatro géneros de virus de
ARN monocatenario con cépside (de 35 a 40 nm de didmetro) sin envoltura. Los calicivirus

humanos (CVH) incluyen los géneros Norovirus y Sapovirus (Blanton et al., 2006).
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Epidemiologia: los CVH son una de las causas principales de gastroenteritis virica aguda en todos

los grupos de edad. Los sintomas incluyen nduseas, vomitos y célicos. Habitualmente, alrededor
del 40% de las personas infectadas presentan diarrea; algunas tienen fiebre, escalofrios, cefalea y
mialgias, y algunos enfermos presentan solo vomitos, pero no diarrea. La enfermedad se conoce
también como «enfermedad de los vomitos de invierno». Los sintomas suelen ser relativamente
leves y rara vez duran mas de tres dias (Blanton et al., 2006). Su dosis infectiva es muy baja, ya

que se calcula que 10 particulas viricas son suficientes para causar una infeccion (Fernandez-

Gomez, 2010).

Vias de contagio: las vias de transmisién mas frecuentes son el contacto persona a persona y la

inhalacion de particulas de polvo y aerosoles contaminados, asi como de particulas de vomito
transportadas por el aire. Se han confirmado como fuentes importantes de exposicién el agua de
consumo Yy una gran variedad de alimentos con contaminacién fecal humana. También se han
asociado numerosos brotes con diversas fuentes de aguas contaminadas, como agua de consumo,

hielo y aguas recreativas (Montero, 2015).

Prevalencia en agua: los CVH se excretan en las heces de las personas infectadas, por lo que estaran
presentes en aguas residuales domésticas y en alimentos y agua con contaminacion fecal (OMS,

2006).

Enterovirus

Clasificacion y morfologia: el género Enterovirus, perteneciente a la familia Picornaviridae,

comprende 69 serotipos que infectan al ser humano. Constan de un genoma de ARN
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monocatenario rodeado por una capside icosaédrica sin envoltura con un diametro de 20 a 30 nm.

Los enterovirus se localizan entre los virus mas pequefios conocidos (Grabow et al., 2007).

Epidemiologia: los enterovirus son una de las causas mas frecuentes de infecciones virales
humanas. Se ha calculado que causan cerca de 30 millones de infecciones al afio en los Estados
Unidos de América (E.U.A). El espectro de enfermedades causadas por los enterovirus es amplio
y varia desde fiebre leve hasta miocarditis, meningoencefalitis, poliomielitis, herpangina,
exantema virico de manos, pies y boca e insuficiencia multiorganica neonatal. Se ha descrito la
persistencia de los virus en enfermedades crénicas como la polimiositis, la miocardiopatia dilatada
y el sindrome de fatiga crénica (OMS, 2011). Bastan dosis de una sola unidad infecciosa de

enterovirus para inducir una infeccion en un adulto (WHO, 1979).

Vias de contagio: entre las principales vias de transmision se encuentra el contacto entre personas,

la inhalacion de virus transportados por el aire y el consumo de agua contaminada por heces

humanas (Bracho, 2008).

Prevalencia en agua: las personas infectadas por enterovirus los excretan en las heces. De los tipos

de virus detectables mediante técnicas convencionales de aislamiento en cultivo celular, los
enterovirus son, por lo general, los que se encuentran en mayor abundancia en aguas residuales,

recursos hidricos y aguas de consumo tratadas (OMS, 2011).

Virus de la hepatitis A
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Clasificacion y morfologia: el virus de la hepatitis A (VHA) es la Unica especie del género

Hepatovirus, familia Picornaviridae. Constan de un genoma de ARN monocatenario rodeado por

una capside icosaédrica sin envoltura con un diametro de 20 a 30 nm (Saiz, 2007).

Epidemiologia: El virus causa la hepatitis A, también llamada «hepatitis infecciosa» es muy
contagioso. Se ha reportado que la gravedad de la enfermedad aumenta con la edad y después de
un periodo de incubacion de 28 a 30 dias, la enfermedad se manifiesta con sintomas como fiebre,
decaimiento, nauseas, anorexia, molestias abdominales y, finalmente, ictericia (OMS, 2011). Si
bien la dosis infectante exacta del virus de la Hepatitis A es desconocida, ésta se presume baja,

entre 10 y 100 particulas virales (Gust, 1992).

Vias de contagio: la via de transmision mas comun es de persona a persona, pero los alimentos y
el agua contaminados con heces humanas, son fuentes de infeccién importantes. Las pruebas
epidemiolégicas de la transmision por el agua del VHA son mas concluyentes que las
correspondientes a cualquier otro virus. Las personas que viajan de zonas con buen saneamiento a

zonas con saneamiento deficiente se exponen a un riesgo de infeccion elevado (OMS, 2006).

Prevalencia en agua: el VHA se excreta en la materia fecal de las personas infectadas. En zonas

con saneamiento deficiente los nifios a menudo se infectan a una edad muy temprana y adquieren
inmunidad permanente sin manifestar sintomas clinicos de la enfermedad. En zonas con un buen

saneamiento la infeccion tiende a producirse en etapas posteriores de la vida (Cuthbert, 2001).

Virus de la hepatitis E
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Clasificaciéon y morfologia: el Virus de la hepatitis E (VHE) pertenece a la familia Hepadnavi-

ridae, del género Orthohepadnavirus. ElI genoma del VHE es de ARN monocatenario, en una

capside icosaedrica sin envoltura de unos 27 a 34 nm de didmetro (OMS, 2011).

Epidemiologia: el VHE causa hepatitis, similar en muchos aspectos a la causada por el VHA. No

obstante, el periodo de incubacion tiende a ser mas largo (40 dias en promedio). EI VHE es
endémico y ocasiona enfermedades clinicas en ciertas partes del mundo en desarrollo, como la
India, Nepal, Asia central, México y partes de Africa (OMS, 2011). La dosis infectante exacta del
virus de la Hepatitis E es desconocida, sin embargo, se ha reportado que este virus requiere una
mayor dosis infectiva que la requerida para la transmision del VHA, aproximadamente 250

particulas infecciosas (Dreier et al., 2018).

Vias de contagio: en un bajo porcentaje de casos, se ha notificado la transmisién secundaria del

VHE mediante el contacto persona—persona. La baja tasa de transmision entre personas sugiere
que el agua contaminada fecalmente tiene un papel importante en la transmision del VHE. Los

reservorios animales también pueden servir como vias de exposicion (Vidal et al., 2020).

Prevalencia en agua: el VHE se excreta en las heces de las personas infectadas y se ha detectado

en aguas residuales, sin tratar y tratadas. La caracteristica distintiva del VHE es que es el Unico
virus entérico con un reservorio significativo en animales, incluidos los domésticos, en particular

el ganado porcino, también el vacuno y el caprino, e incluso en roedores (Pelaez et al., 2016).
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Rotavirus

Clasificacién y morfologia: el genoma de las especies del género Rotavirus es de ARN bicatenario

segmentado, contenido en una capside icosaédrica sin envoltura con 50 a 65 nm de didmetro
rodeada por una capa doble que confiere al virus aspecto de rueda, de ahi el nombre rotavirus. El
virus completo tiene unos 80 nm de diametro. El género Rotavirus, se encuentra en la familia
Reoviridae; y es dividido en siete grupos seroldgicos (A-G). Los grupos A-C infectan humanos,

siendo los del grupo A los agentes patdgenos méas importantes (Baggi & Peduzzi, 2007).

Epidemiologia: los rotavirus humanos (RVH) son la principal causa de mortalidad infantil en el

mundo. Tipicamente, 50 a 60% de los nifios hospitalizados con gastroenteritis aguda estan
infectados por rotavirus humanos. La infeccion aguda se manifiesta repentinamente con una
diarrea acuosa intensa, acompafiada de fiebre, dolor abdominal y vomitos; pueden producirse
deshidratacion y acidosis metabdlica, y si la infeccidn no se trata adecuadamente puede ser mortal.
(Pelaez et al., 2016). La dosis infectante minima parece ser de 10 a 100 particulas virales, y como
una persona con diarrea por rotavirus frecuentemente excreta un niimero elevado de virus (102 a
1.0% particulas infectantes/ml de heces), esa dosis puede ser facilmente adquirida a través de

manos, objetos o utensilios contaminados (WHO, 2011).

Vias de contagio: se transmiten por la via fecal-oral. Se ha reportado que la transmision de persona

a persona e inhalacion de rotavirus humanos atmosféricos son mucho mas importantes que la
ingestion de agua o alimentos contaminados. Sin embargo, se han descrito brotes ocasionales de

origen hidrico o alimentario (OMS, 2006).
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Prevalencia en agua: los enfermos excretan rotavirus humanos en concentraciones de hasta 10!

virus por gramo de heces durante periodos de 8 dias. Los virus han sido detectados en aguas
residuales, rios, lagos y agua de consumo humano potabilizada. Son estables a pH é&cido y

mantienen su infectividad meses a temperaturas entre 4° y 20°C (OMS, 2011).
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Tabla 1. Caracteristicas de los principales virus en agua

WL s

Adenovirus

Actrovirus

Calcivirus

Enterovirus

Wirus de la
hepatitis &

Virus de la
hepatitis £

Rotavirus

Clasificacién v morfologia Epidemiologia
Familia: Adenoviridae
GEneros:
Mastadenovirus vy
Aviadenovirus,
Serotiposde adH: 51
Genomade ADN
bicatenario, capside
icosaédrica sin envoltura
de 80 nm.
Familia: Astroviridae

oculares y

Género: Astrovirus
Serotipos de astWH: 8
Genomade ARN
monocatenario, capside nifios.
icosaédrica sin envoltura
de 28 nm.
Familia: Calciviridae
Géneros: Marovirus y
Sapovirus.
Genomade ARN
monocatenario, capside edad.

sinenvoltura de 35 a 40

nim.

Familia Picornaviridae.

Desdefiehre leve hasta

Género: Enterovirus
Serotipos: 69
Genomade ARMN
monocatenario, capside

miocarditis,

poliomielitis e

) L , insuficiencia
icosaédrica sin

multiorgdnica neanatal.

envoltura, de 20 a 30 nm.,

Familia: Picornaviridae,
Género: Hepatowirus
Genomade ARM o
) . Hepatitis &
monocatenario, capside
icosaédrica sin envoltura
de 20 a30nm.

Familia Hepadnaviridae,
Género:Orthohepa-
dnavirus,
Genomade ARN
monocatenario, capside

Hepatitis E

icosaédrica sin envoltura
de 27 a3dnm,

Familia: Reoviridae
Género: Rotavirus
Serotipos: 3
Genomade ARMN
bicatenario segmentado,
capside icosaédrica sin
envaltura, de 20 nm.

Infecciones respiratorias,

gastrointestinales,

Gastroenteritis,
principalmente en

Gastroenteritis aguda en
todos los grupos de

meningoencefalitis,

Gastrointeritis aguda,
principalm ente en nifios

Yias de contagio

Contacto persona -
persona, wia fecal-oral,
oral—oral.

Aoua vy superficies
contaminadas

Contacto persona-
persona, via fecal-oral,
Agua vy alimentos
contaminados,

Contacto persona-
persona, inhalacian de
particulas de polvo y

aerosoles contaminados,

Alimentos vy agua
contaminada

Contacto persona-
persona, inhalacidgn de
wirus en el aire v
consumo de agua
contaminada

Contacto persona-
persona, &gua y
alimentos
contaminados,

Contacto persana-
persona, &gua
contaminada

Contacto persona-
persona, via fecal-oral,
inhalacian de rotavirus

atm osféricos, Agua vy

alimentos
contaminados.

Prevalencia en agua

Aguasresiduales y de
COnsumo.

Aguasresiduales vy de

consumao.

Aguasresiduales vy de
consumo,

Aguasresiduales y de
COnsumo.

Aguasresiduales y de
COnsumo.

Aguasresiduales vy de

consumao.

Aguasresiduales y de

consumao,
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Los patdgenos virales difieren de las bacterias transmitidas por agua o alimentos en que son inertes
en el ambiente, no se replican en agua, alimentos o ambiente; son estables y resistentes a la mayoria
de los métodos tradicionales utilizados para el control bacteriano, pues en general, sobreviven en
agua no clorada a 4° C por un periodo de entre 30 y 90 dias. Ademas, tienen dosis infecciosas
notablemente bajas, la mayoria necesita tan solo entre 10 y 100 particulas infecciosas para

enfermar a un adulto (Betancourt et al., 2006).

Salud Publica

En la mayoria de los paises todavia predominan los peligros para la Salud Publica que guardan
relacion con el medio ambiente, como alimentos y aguas insalubres, contaminacion microbiana
del ambiente y en general, saneamiento deficiente (OMS, 2011). EI aumento de la poblacién y su
concentracion en las ciudades se han traducido en una presion cada vez mayor sobre los recursos
naturales, incluyendo el abastecimiento de agua potable a la poblacion, ademas de dificultar la
evaluacion apropiada de aguas residuales, excretas y residuos solidos. Estas condiciones favorecen

la alta incidencia de enfermedades diarreicas y epidemias (Espinosa-Garcia et al., 2004).

El agua como primer recurso de supervivencia y salud debe cumplir con un saneamiento eficiente
y gestionarse adecuadamente. Los estudios de rutina de calidad microbioldgica se limitan al
control bacterioldgico sin tener en cuenta la importancia de los virus transmitidos por agua como
causa de enfermedad esporadica o epidémica, la resistencia viral a la mayoria de los tratamientos
convencionales usados en agua para consumo O en aguas residuales y su persistencia en
condiciones extremas en el ambiente (Orozco, 2009).
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Impacto ambiental

Se plantea por numerosos autores y expertos en el tema, que los factores ambientales, como la
calidad del aire y del agua, son clave en la salud humana (Romero, 2007). Investigaciones sobre
el impacto que tienen los factores ambientales en los individuos y las poblaciones, ha demostrado
que la interaccidn de elementos naturales y sociales juega un papel importante en problemas de
salud y el incremento o reduccion de la morbimortalidad para enfermedades transmisibles como
la hepatitis, el dengue, la fiebre tifoidea, la tuberculosis, la leptospirosis y la malaria, entre otras,
y no transmisibles como el cancer, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, las cardiopatias y

las enfermedades cerebrovasculares (Salas-Plata Mendoza, 2006).

Sin lugar a duda, la salud humana depende de la voluntad y la capacidad de una sociedad para
mejorar la interaccién entre la actividad humana y el ambiente quimico, fisico y bioldgico. Pues
se estima que en paises industrializados un 20 % de la incidencia total de enfermedades puede
atribuirse a factores medioambientales (Hidalgo, 2010). Aunado a esto, la sobreexplotacion de
recursos Yy el inadecuado manejo de residuos, han favorecido el brote de nuevas enfermedades,

muchas de ellas virales (Medina, 2010).

Normatividad

Con el fin de asegurar agua de calidad para la poblacion y cuidar el ambiente, En la agenda 2030
de la Organizacion de las Naciones Unidas en su objetivo No. 6 sienta las bases para garantizar la
disponibilidad, saneamiento y gestion del agua para todos (ONU, 2018). En Meéxico, la

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos el Articulo 4 menciona que toda persona
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tiene derecho al acceso, disposicion y saneamiento de agua para consumo personal y doméstico en
forma suficiente, salubre, aceptable y asequible (Constitucion Politica De los Estados Unidos

Mexicanos, 2021).

Ademas, existen Normas Oficiales Mexicanas enfocadas a la vigilancia y gestion del agua, como
laNOM-127-SSA1-1994, "Salud ambiental, agua para uso y consumo humano-limites permisibles
de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion". Esta Norma Oficial
Mexicana establece los limites permisibles de calidad y los tratamientos de potabilizacidn del agua
para uso y consumo, que deben cumplir los sistemas de abastecimiento publicos y privados o

cualquier persona fisica o moral que la distribuya, en todo el territorio nacional.

La NOM -014-SSA- 2009 “Procedimientos sanitarios para el muestreo de agua para consumo
humano en sistemas de abastecimiento de agua publicos y privados”. Ofrece una guia detallada
para el muestreo de agua para uso y consumo humano en los elementos de un sistema de
abastecimiento publicos y privados, incluyendo aspectos bacteriol6gicos y fisicoquimicos, asi
como criterios para manejo, preservacion y transporte de muestras. Mientras que la NMX-A-A-3-
1980 “Aguas residuales- muestreo”, anteriormente NOM-AA-3-1975. Establece los lineamientos
generales y recomendaciones para muestrear las descargas de aguas residuales, con el fin de

determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas.

Por otro lado, la Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009 “Servicios preventivos de
seguridad y salud en el trabajo-Funciones y actividades”. Establece las funciones y actividades
que deberan realizar los servicios preventivos de seguridad y salud para prevenir accidentes y
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enfermedades de trabajo. En el apartado 5.6, se menciona que el responsable de seguridad y salud
en el trabajo debe: “Establecer los procedimientos, instructivos, guias o registros necesarios para
dar cumplimiento al programa de seguridad y salud o a la relacion de acciones preventivas y

correctivas de seguridad y salud en el trabajo” (DOF, 2007).

Bioseguridad

Se define como bioseguridad al conjunto de normas disefiadas para la proteccion del individuo, de
la comunidad y del ambiente contra el contacto accidental con patdgenos bioldgicos, quimicos o
elementos radiactivos (Escalona et al., 2019). El tema de bioseguridad es bastante complejo, pues
comprende aspectos como: niveles de seguridad, clasificacion de agentes por grupo de riesgo,
equipo de proteccidn personal (barrera primaria), instalaciones (barrera secundaria), capacitacion
del personal, manejo de residuos peligrosos, sefializacion y cddigo de colores, desinfeccion,

esterilizacion y planes de contingencia (Murray et al., 2018).

Los laboratorios microbiolégicos son lugares de trabajo que presentan riesgos identificables de
contagio de infecciones a personas que trabajan dentro o cerca de ellos. La identificacion del virus
del VIH significd un estimulo para la aplicacién de manuales de laboratorio que trataran sobre
medidas de seguridad para el personal dentro del laboratorio. La OMS public6 en 1983 la primera
edicion del manual de Bioseguridad en el laboratorio, en donde se plasman lineamientos y normas
generales especificos para cada uno de los 4 niveles de bioseguridad (Garcia Rubio & Santiago
Rodriguez, 2020). Todos los virus capaces de infectar al humano deben ser manipulados a un nivel
2 0 mayor de seguridad, los virus de otras especies animales deben ser también manipulados a
estos niveles, ya que en ocasiones pueden infectar y causar alguna patologia en humanos, zoonosis

(Allende et al., 2008). A continuacion, se menciona la clasificacion correspondiente a virus,
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especificamente aquellos que se encuentran en agua, asi como el equipo de seguridad que se

requiere para cada grupo.

Grupo de riesgo 1: Riesgo individual y poblacional escaso o nulo. Microorganismos que tienen
pocas probabilidades de provocar enfermedades en el ser humano o los animales. Equipo de

seguridad: Bata, cubrebocas y guantes.

Grupo de riesgo 2: Riesgo individual moderado, riesgo poblacional bajo. Agentes patdgenos que
pueden provocar enfermedades humanas o animales pero que tienen pocas probabilidades de
entrafiar un riesgo grave para la poblacién o el medio ambiente. En este grupo se incluye a los
adenovirus, astrovirus, virus de la hepatitis A, virus de la hepatits E y rotavirus. Equipo de

seguridad: Bata, cubrebocas y guantes.

Grupo de riesgo 3: Riesgo individual elevado, riesgo poblacional bajo. Agentes patdgenos que
suelen provocar enfermedades humanas o animales graves, pero que de manera usual no se
propagan de un individuo a otro. Equipo de seguridad: Bata, cubrebocas y guantes, medios de

contencion primaria.

Grupo de riesgo 4: Agentes causantes de enfermedades humanas serias o letales, para las cuales
normalmente no hay disponibles medidas preventivas y/o terapéuticas. El contagio entre
individuos infectados se da facilmente (alto riesgo individual, alto riesgo a la comunidad) (Lara et
al., 2007). Equipo de seguridad: batas o traje de una sola pieza, guantes, mascarillas o respirador

y gafas protectoras.
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No obstante, los lineamientos existentes se centran en el trabajo que se realiza dentro del
laboratorio y muchas veces se omiten los procedimientos de bioseguridad para la etapa pre-
analitica (Botto, 2005) que no solo protege al personal involucrado sino también la integridad de
las muestras. Por lo cual, con el fin de crear un ambiente de trabajo més seguro y saludable para
laboratoristas, personal de apoyo y comunidad en general, asi como proteger la integridad de las
muestras de agua para andlisis viroldgico, en el presente trabajo, se incluyen las medidas que deben
tomarse en cuenta para la proteccion del individuo contra el contacto accidental con patégenos

virales y la obtencion de muestras ambientales de agua confiables.
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JUSTIFICACION

Conocer la calidad del agua es importante para comprender mejor los problemas de infecciones
por ingesta de agua contaminada, contaminacion de ecosistemas y tratamiento de agua (Guerrero,
2019). Para determinar la calidad del agua se realizan andlisis cuantitativos de parametros

fisicoquimicos y de microorganismos y virus en el laboratorio (Pedret et al., 2007).

En su mayoria, los microorganismos y virus de ambientes acuaticos son poco conocidos para el
publico, excepto en el contexto de patogenicidad o descomposicion de alimentos (Pace, 1997).
Aun cuando expertos en microbiologia han descubierto que los ecosistemas acuaticos poseen una
diversidad microbioldgica y viral mayor a todas las especies de plantas y animales descritas hasta
el momento. En particular, la abundancia de virus en agua es de 5 a 25 veces la abundancia de
bacterias, lo que coloca a los virus como los agentes infecciosos mas abundantes y, segun Fuhrman
(1999) mas diversos del mundo. Es por esto por lo que el presente manual se enfoca a la deteccion
de virus en sistemas acuaticos, haciendo énfasis en los virus entéricos que representan un riesgo

para la salud puablica.

Para la deteccidn de virus en agua, antes de ser procesada en el laboratorio y dependiendo del tipo
de analisis al que sera sometida, la muestra de agua usualmente pasa por una fase pre-analitica que
contempla acciones como: condiciones de colecta, fijacion, almacenaje, condiciones de transporte
y concentracion. Es muy importante que cada uno de los pasos involucrados en la fase preanalitica
se realice de la manera adecuada, pues se ha reportado que entre 46 y 68.2% del total de errores

en el proceso del laboratorio son debidos a un mal manejo de la muestra (Donayre et al., 2013).
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Resultados erréneos pueden afectar las decisiones que se tomen en torno a la salud de la poblacion,

de los ecosistemas y, por ende, también al sector econémico.

En México, los protocolos para la toma, transporte, almacenaje y concentracion de muestras
ambientales de virus en agua son escasos, debido principalmente a que la virologia se enfoca al
andlisis en laboratorio y al desarrollo de vacunas, no al manejo previo de la muestra (Trujillo et
al., 2017). Esta falta de protocolos para la fase pre-analitica, al tratarse de virus, puede exponer la
salud del personal involucrado en el manejo de la muestra. Por todo lo mencionado anteriormente,
surge la necesidad de crear un manual sobre la toma, transporte, almacenaje y concentracion de
muestras que pueda ser utilizado en México para aquellos que pretenden incursionar en el campo

de la virologia ambiental.
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OBJETIVOS

General
Integrar un manual que establezca las bases para la fase pre-analitica del analisis de virus en
muestras de agua: toma, transporte, almacenaje y concentracion de muestras, para asegurar la

integridad de la muestra y la confianza en los resultados

Particulares

- Establecer la relevancia de la virologia ambiental ante las condiciones actuales de deterioro
ambiental.

- Describir protocolos de bioseguridad y normatividad existente respecto al tema.

- Describir el equipo para la colecta de muestras y condiciones para su esterilizacion.

- Describir el proceso para la toma de muestras de agua.

- Definir las condiciones para el transporte y almacenaje de muestras.

- Describir los principales métodos utilizados para la concentracion de virus en agua.
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DESARROLLO

[ Plan de muestreo ]

l

[ Esterilizacion ]

l

l
|

l
)

l

[ Concentracion ]

Fig. 3. Etapas descritas en el manual para la toma y procesamiento de muestras de agua hasta su

concentracion.

29



Plan de muestreo

Esterilizacion

Toma de muestras

Transporte

Almacenaje

Concentracion

Previo al muestreo

Definir el plan de muestreo. Cuando se trate de
un sitio de muestreo nuevo, se recopilara toda la
informacion posible del area antes de realizar el
trabajo. Si es posible incluir croquis, mapa o
dibujo del sitio con el fin de ejecutar el muestreo
de la forma mas adecuada (Otzen & Manterola,
2017). Es importante que se tramiten los permisos
con las autoridades en caso de ser necesarios, Si se
trabajaréd con una institucion publica, por ejemplo,
para evitar complicaciones durante la toma de

muestras.

Determinar la fuente de agua. Los virus
mencionados en la tabla 1 se pueden encontrar en
diferentes fuentes de agua. Cualquier tipo de agua
puede ser considerada fuente de agua para la
obtencion de muestras. Para fines de este manual,
el agua se clasificara, con base en su origen, como

agua subterranea, superficial y residual.
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Entendiendo como agua subterranea aquella que se encuentra bajo la superficie del suelo. Como
agua superficial a la cual se encuentra circulando o en reposo sobre la superficie de la tierra;
comprendiendo dentro de esta definicion a los rios, lagos, lagunas, humedales, estuarios, océanos
y mares. Y como agua residual aquella de composicién variada proveniente de usos municipal,
industrial, comercial, agricola, pecuario o de cualquier otra indole, ya sea publica o privada y que
por tal motivo haya sufrido degradacion o alteracion en su calidad original; incluyendo plantas de
tratamiento de aguas residuales y/o domésticas, puntos de descarga internos o externos de

industrias y redes de alcantarillado (DOF, 1992).

Seleccionar los puntos de muestreo. La seleccion de puntos de muestreo debe considerarse
individualmente para cada cuerpo de agua, fuente de abastecimiento o sistema de distribucion que
sea de interés. Sin embargo, existen criterios generales que deben tomarse en cuenta para ello. Los
puntos de muestreo deben ser representativos considerando los lugares mas susceptibles de
contaminacion o puntos con antecedentes de problemas de contaminacion; puntos con fugas
frecuentes, densamente pobladas o mas alejadas de las instalaciones de potabilizacion, asi como
sitios donde la influencia humana sea baja o nula. Considerando siempre una distribucion uniforme

de los puntos de muestreo a lo largo del sistema (DOF, 1992).

Determinar el tipo de muestra. La vigilancia de la calidad el agua se basa en la toma y analisis
de muestras puntuales y compuestas. Una muestra puntual es aquella que se toma en un momento
determinado, resulta adecuada para informar de la calidad del agua en un momento especifico.
Mientras que las muestras compuestas se preparan mezclando varias muestras puntuales o

mediante la recoleccion de una fraccion continua de la descarga o cuerpo de agua o sistema a
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muestrear; las porciones individuales se recogen a intervalos de tiempo previamente establecidos.
El tipo (puntual o compuesta) y nimero de muestras a recolectar y los pardmetros a determinar en
cada una de ellas, determinaran los contenedores (nUmero y caracteristicas) y equipos de medicion

y muestreo necesarios (Arraiza et al., 2009).

Equipo de muestreo. Las generalidades para una correcta toma de muestra incluyen: contar con
todo el material necesario previamente esterilizado, verificar que las tapas de los contenedores
sean herméticas para evitar derrames, realizar un adecuado lavado de manos, utilizar guantes
estériles, y rotular los contenedores con los datos correspondientes al lugar, fecha y hora de la toma
de muestra (Botto, 2005). Es posible que se necesite una variedad de aparatos de muestreo para
detectar virus en aguas ambientales. Estos incluyen frascos, botellas, baldes, bidones, bombas,
filtros de cartucho y sus soportes, y mangueras. Si es necesario almacenar muestras de gran
volumen (5 L o mas), incluso un bote de basura nuevo de pléstico esterilizado con una tapa
hermética se puede usar como recipiente de almacenamiento de agua (L6pez Casas et al., 2011).

Es preferible que los recipientes utilizados para las muestras de agua sean de polipropileno, ya que
puede reducir la adsorcidn de las particulas virales a las paredes del recipiente (Moore et al., 1981).
Alternativamente, se sugiere que el aparato esté hecho de acero inoxidable, latén o un polimero
quimicamente resistente. Esto ayuda en términos de robustez para uso en operaciones de campo,
facilidad de limpieza y resistencia a la corrosién quimica que puede ser causada por sal o pH
extremos (Hurst et al., 2007). En el mercado existe una amplia diversidad en cuanto a volumen de

contenedores de polipropileno.
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Esterilizacion de material de
colecta

Se define esterilizacion como  aquel
procedimiento que logra la ausencia total de
microorganismos viables, ya sea por calor,
adicion de ciertos quimicos, exposicion a
radiacion, entre otras técnicas. Es de vital
importancia que todo el material que se utilice
durante cualquier procedimiento en el
laboratorio de microbiologia se encuentre
esterilizado antes y cuidar que permanezca asi
hasta que sea usado (Mitchell & Gu, 2010).
Existen diversos agentes (temperatura, luz
ultravioleta, pH, medio iénico y solventes
lipidicos), que pueden actuar sobre los
constituyentes del virus produciendo su
inactivaciéon (Hurst et al., 2007). Las formas
mas comunes para esterilizacion de material en
laboratorios de microbiologia se describen a

continuacion:

33



1. En estufa de esterilizaciéon: mantener el material a 200°C durante 1 hora; 180°C durante 1
% hora 0 160°C durante 2 horas.
2. En la autoclave las condiciones de esterilizacion son: 120°C durante 20 minutos a 1,1

atmosferas o 15 lb/pulg?.

200°C- 1 hora

—9 180°C- 1.5 horas

160°C- 2 horas

Vidrio

Instrumental metdlico

Tela
120°C
Material de goma
’ ‘9 20 - 30 min
Soluciones
tamponadas sin 1.5 atm
proteinas

Fig 4. Proceso de esterilizacion en laboratorio para instrumental utilizado en el analisis de agua.

El método por elegir depende del material a esterilizar; para ropa, material de goma y soluciones
tamponadas sin proteinas debe utilizarse la autoclave, ya que esos elementos no resisten el calor
seco de la estufa. Para aquellos materiales que resisten el calor (vidrio, instrumental metélico)
puede emplearse la estufa de esterilizacion o la autoclave. Antes de esterilizar cualquier material
se debe asegurar que el producto es esterilizable (y que puede introducirse en la autoclave), esa
informacion se obtiene del fabricante. En materiales que no resisten el calor (plasticos

principalmente) se utiliza el 6xido de etileno o la radiacion ionizante (Hurst et al., 2007).
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Esterilizacion en campo

Si se requiere esterilizar contenedores en campo, la opcion mas sencilla es sumergir los
contenedores en agua limpia y dejar hervir. Si por algin motivo es imposible llevar a cabo esta
accion, a continuacion, se describe un proceso alternativo en el que se utiliza un agente quimico
que, de acuerdo con el tiempo de exposicion, asegura que nNo permanezcan Microorganismos

viables en el contenedor de muestreo o materiales que se requieran (Hurst et al., 2007).
Contenedores

1. Llenar el recipiente completamente con agua limpia (sin turbidez evidente) y agregar una
solucion de hipoclorito de calcio al 0.5% al agua a una tasa de 3.8 ml por galon. Una
solucion al 10% de blanqueador liquido doméstico estandar (vendido como 5.25% de
hipoclorito de sodio en peso) se puede utilizar como sustituto de la solucion de hipoclorito

de calcio.

2. Mezclar completamente la solucion de hipoclorito con el agua y dejar que el agua
permanezca en el recipiente de almacenamiento durante al menos 15 minutos.

3. Vaciar el agua del recipiente de almacenamiento, y enjuagar el recipiente a fondo con agua
limpia, posteriormente, llenar completamente con agua limpia.

4. Agregar una solucion estéril de tiosulfato de sodio al 50% a este segundo llenado de agua
a una razén de 10 mL por galon.

5. Mezclar la solucion de tiosulfato de sodio con el agua y dejar en el recipiente de
almacenamiento durante al menos 5 minutos.

6. Finalmente, vaciar el recipiente y llenar con la muestra de agua prevista.
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Fig. 5. Técnica de esterilizacion de contenedores en campo para la toma de muestras de agua en un grifo.
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Y

Concentracion

Toma de muestras

El muestreo ambiental es el primer paso para
evaluar las caracteristicas de un ecosistema a
través de la medicion de parametros
fisicoquimicos y biol6gicos (Cashdollar &
Wymer, 2013). Previo a un muestreo es importante
tener definida la forma como seran tomadas las
muestras, teniendo en cuenta el presupuesto, el
personal con que se cuenta, la capacitacion del
personal, el transporte, los costos de inversion, los
costos de operacién y mantenimiento, la vida util
de los equipos, los requerimientos de energia,
espacio y la disponibilidad de los mismos, entre

otros (Alberto et al., 2013).
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Toma de muestra de agua de un grifo.

Siguiendo lo indicado por la NOM -014-SSA 1. “Procedimientos sanitarios para el muestreo de
agua para consumo humano en sistemas de abastecimiento de agua publicos y privados”. Es
importante que el agua de los grifos provenga directamente del sistema de distribucion. No debe
efectuarse toma de muestra en grifos que presenten fugas, ya que el agua puede correr por la parte
exterior del grifo y contaminar la muestra. De ser posible, deben removerse los accesorios o
aditamentos externos como mangueras, boquillas y filtros de plastico o hule antes de tomar la
muestra. Si se requiere tomar muestras de agua de un pozo profundo, se utiliza una tuberia de

desfogue y se utiliza el procedimiento descrito a continuacion.

1. Limpiar el orificio de salida con una torunda de algodon impregnada de solucién de
hipoclorito de sodio con una concentracién de 100 mg/L.

2. Dejar correr el agua de 3 a 5 min para asegurar que el agua estancada que contenian las
tuberias ha sido removida.

3. Cerca del orificio de salida, quitar la tapa del frasco, mantener la tapa hacia abajo para
evitar contaminacion.

4. Tomar la muestra lo antes posible y sin enjuagar el frasco; dejar el espacio libre
requerido para la agitacion de la muestra previa al analisis (aproximadamente 10% de

volumen del frasco) y colocar la tapa al contenedor.
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Fig. 6. Procedimiento para la toma de muestras de agua de un grifo

Toma de muestra de un cuerpo de agua superficial

1. Lavar manos y antebrazos con agua y jabon.

2. Sumergir el frasco en el agua con el cuello hacia abajo hasta una profundidad de 15 a
30 cm, abrir y enderezar el cuello hacia arriba. En todos los casos debe evitarse tomar
la muestra de la capa superficial o del fondo, donde puede haber sedimento y en el caso
de captacion en cuerpos de agua superficiales, no deben tomarse muestras muy
proximas a la orilla 0 muy distantes del punto de extraccidn; si existe corriente en el
cuerpo de agua, la toma de muestra debe efectuarse con la boca del frasco en
contracorriente.

3. Sacar el frasco del agua y colocar la tapa.

Con el objeto de conocer las variaciones de las condiciones particulares del cuerpo receptor, y si
las condiciones del estudio lo permiten, se recomienda establecer un ciclo anual de muestreo que
cubra las épocas de precipitacion pluvial y estiaje (DOF 1992). Esto dependiendo del objetivo de

estudio.
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Fig. 7. Procedimiento para la toma de muestras de agua superficial o tanque de almacenamiento.

Toma de muestras de aguas residuales

Muestreo en puntos de descarga de agua residual

Ubicar la toma, de preferencia en un punto con buena presion y que permita el facil acceso al

muestreo.

1. Dejar fluir un volumen igual a 10 veces el volumen de la muestra.

2. Cerca del orificio de salida, quitar la tapa del frasco, mantener la tapa hacia abajo para
evitar contaminacion y proceder a la toma de muestra lo antes posible y sin enjuagar el
frasco; dejar el espacio libre requerido para la agitacion de la muestra previa al analisis
(aproximadamente 10% de volumen del frasco).

3. Colocar la tapa al contenedor.
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Fig. 8. Procedimiento para muestreo en tomas de aguas residuales

Colecta en puntos de descarga de agua residual

1.

2.

3.

Enjuagar repetidas veces el recipiente muestreador e introducirlo en la descarga.
Transferir la muestra con el recipiente muestreador.

Transferir la muestra del recipiente muestreador al recipiente para la muestra.

1 2 3

'\_—> o -

Fig. 9. Procedimiento para muestreo en aguas residuales en forma de chorro

41



Controles

Para efectuar el seguimiento analitico de las condiciones de las muestras durante los procesos de
almacenamiento y transporte, se llevan a los sitios de muestreo seleccionados los siguientes

controles:

- Testigo: solucion de concentracion conocida del analito de interés; su funcion es soportar
y hacer seguimiento de las condiciones de transporte, preservacion y almacenamiento de
las muestras.

- Blanco: muestra que no contiene el analito de interés, pero que debe contener todos los
reactivos que se utilizan en el método de muestreo y anélisis, y debe ser sometido a las
mismas condiciones y al mismo procedimiento que las muestras. Su funcion es demostrar
que las muestras no sufrieron procesos de contaminacion cruzada, ni alteraciones en el
transcurso del muestreo y almacenamiento (verifican el estado de limpieza de los envases)

(Lbpez Casas et al., 2011).

Réplicas

Toda replica tiene por objetivo realizar un muestreo en la misma ubicacion para aumentar la
precision del procedimiento y reflejar las variaciones propias de un cuerpo de agua. También se
utilizan en laboratorios para medir la precision de cierto método analitico empleado. Se espera que
los resultados por analisis de duplicados sean muy similares dentro del margen de error establecido

(Blancas & Medina, 2000).
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Cantidad de muestreo
Para el muestreo de aguas residuales, el volumen recomendado de muestra es de 1L, debido a que
en el agua residual se encuentran altas concentraciones de microorganismos. Para aguas
superficiales, un volumen util minimo probablemente seria de 100 litros, siendo preferibles de 150
a 200 litros (Hurst et al., 2007). Mientras que para el agua de grifo el volumen minimo de muestra
es de 1 litro (NMX-AA-3, 1992). Sin embargo, el volumen de la muestra de AR es muy variable,
depende en gran medida del objetivo del trabajo. Debe considerarse que la calidad del AR es
afectada por la poblacion emisora, temporada del afo, si se trata de agua de drenajes separados o
mezclados. Y algo muy importante es la experiencia que tenga el grupo de trabajo al respecto, la
cual nos puede llevar a muestras menores a 1 litro. Si se trata de la primera vez que se realiza es

muy recomendable consultar a grupos con experiencia.

Identificacion de las muestras

Cada frasco sera rotulado con el nombre y datos del punto de muestreo, incluyendo fecha y hora
de recoleccion, tipo de muestra (puntual o compuesta), parametros medidos en el sitio y cualquier
observacidn que contribuya a esclarecer las condiciones de la muestra. En lo posible se recomienda
establecer puntos de muestreo permanentes, tratando de asegurar condiciones de muestreo
reproducibles.

Para concluir el procedimiento de muestreo, es recomendable registrar los datos que corresponden
a cada muestra, esto puede realizarse en una libreta o bitacora de campo o en formatos previamente
disefiados. Es fundamental que todos los términos que incluyan los formatos sean claros para los
técnicos de muestreo. Es altamente recomendable que los formatos no sean hojas sueltas y que

cuenten con folios o cédigos Unicos para cada muestra.
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Datos generales de la muestra

Fecha de toma Hora de toma Tomada por
Siq)
Punto de toma concertado No () Codigo de punto de toma concertado Cadigo de la muestra
o
Tipo de agua Cruda( ) Tratada ( ) Coagulante Desinfectante
Fuente de abastecimiento Rio ( ) Quebrada ( ) Pozo profundo ( ) Oftros ( ) Nombre fuente
Cual

Objeto de analisis Vigilancia ( ) Analisis solicitado Fisicoguimico { ) Microbiologico ()
Diagndéstico ( ) Metales ( ) Plaguicidas { )
Contro ( | Otros () Cuales

Resultado Método de ensayo Realizado por
pH
Andlisis en el sitio | Temperatura (°C)

Cloro libre (mg de Cl, /L)
Turbiedad (UNT)

Observaciones de campo

Informacion del solicitante

Nombre Teléfono Correo electronico Direccidn

Localizacién del punto de toma

Localidad o vereda Lugar Direccién
Descripcian Coordenadas geogréficas Latitud
Longilmi
Recepcion de muestra en el laboratorio
Fechaderecepcion ________ Horaderecepcion—— Cédigo asignado a la muesira
Nombre de quien entrega Firma
c.C

Nombre d . ib Firma

ombre de quien recibe ce.

Fig. 10. Ejemplo de un formato para identificacion y control de muestras.

Determinacion de parametros in situ

Se mediran directamente en el cuerpo de agua. En los casos que esta operacién se dificulte y se
tenga que efectuar la medicion en un contenedor de la muestra, estos pardmetros deben medirse a
la mayor prontitud posible para minimizar cualquier error (Pepper & Gerba, 2004). Esto se puede
realizar con ayuda de una sonda multiparamétrica, tal como la sonda EXO 1 de YSI, instrumento
de parametros multiples que recopila informacion acerca de la calidad del agua a través de cuatro

sensores intercambiables. Cada sensor mide determinados pardmetros (temperatura,

44



conductividad, oxigeno disuelto, materia organica disuelta, nitratos, cloro, PH (Potencial de
Hidrogeno) /ORP (Potencial de Oxido Reduccién), clorofila y BGA (pigmentos de algas
verdeazuladas), turbidez y sélidos suspendidos totales por medio de un conjunto de métodos de
deteccion electroquimica, Optica o fisica. Aunque se puede utilizar cualquier equipo similar que

mida los parametros de interés de acuerdo con los objetivos de estudio.

De manera general, el primer paso al usar una sonda para la medicion de parametros fisicoquimicos
es la calibracion del equipo. Posterior a la calibracion, la sonda esta lista para introducirse en el
cuerpo de agua directamente o en cierta muestra de agua colectada. Segun la configuracion
definida, la sonda recopila datos y los almacena para después transmitirlos a una plataforma de
recopilacién de datos (DCP) o los transmite directamente a la PC. Si se requiere hacer mediciones
adicionales es necesario enjuagar los sensores de la sonda entre cada medicion para obtener
resultados confiables. Una vez que se termina de usar la sonda, los sensores se enjuagan con agua
destilada, y se coloca la sonda en la solucién de almacenamiento. Finalmente, tanto la sonda como
el controlador portatil se guardan en el estuche con interior de goma espuma para proteger el

equipo en periodos de desuso y asegurar la durabilidad del equipo.
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Las muestras de agua son susceptibles a cambios
quimicos, fisicos y bioldgicos en el tiempo que
transcurre entre el momento del muestreo y el
analisis. Por lo que, si no se toman precauciones
necesarias antes y durante el transporte, asi como
en el tiempo que las muestras se preservan en el
laboratorio antes de su andlisis, los resultados
finales de los parametros medidos seran
significativamente diferentes a los pardmetros que
existian en el momento de muestreo (Lopez Casas

etal., 2011).
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Los virus son termolabiles, es decir, su estructura puede romperse al alcanzar una temperatura
elevada. Por eso, entre los 50-65 °C expuestos 30 minutos, la mayoria de los virus se inactivan.
Esto se debe a que las altas temperaturas provocan la desnaturalizacién de las proteinas que
componen la cdpside. Aunque existen excepciones, como el virus de la hepatitis B que se inactiva
a los 120°C durante 30 minutos. En cambio, los virus son estables a temperaturas bajas. A -75°C
se mantienen activos durante meses mientras que a -196°C pueden conservarse activos durante

afios (Montoya Villafane, 2008).

Es por ello que, el mantenimiento de la cadena de frio es sustancial para garantizar la integridad
de la muestra. Se denomina cadena de frio a un proceso organizado de transporte, manipulacion,
conservacién y almacenamiento en condiciones 6ptimas de luz y temperatura, garantizando en
todo momento la integridad de la muestra, desde que es tomada hasta su analisis correspondiente
(Barber-Hueso et al., 2009). Si es necesario almacenar una muestra de agua antes de que se
procese, la muestra debe mantenerse en un lugar fresco para reducir la inactivacion viral hasta que
se pueda procesar para garantizar su integridad (Pierce, 2008). Para la conservacion adecuada de
las muestras, estas deben ser preservadas a 4°C y enviadas lo antes posible al laboratorio en hielo
granizado o con enfriadores de uso doméstico (Fig. 11). Es importante evitar la congelacion ya
que muchos virus, en especial aquellos con envoltura son muy sensibles a la congelacion y
descongelacion (Berrios & llabaca, 2019). Teniendo en cuenta que, la temperatura de refrigeracion
es aquella comprendida entre 4°C y 8°C. Mientras que, la temperatura de congelacion se encuentra

por debajo de los -18 °C (Lopez Rojas, 2009).
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Para muestras de agua subterrdnea y superficial,
las muestras de agua deben almacenarse en
refrigerador con una temperatura no mayor a 4° C.
Si se trata de aguas residuales crudas, la muestra
debe almacenarse una noche en refrigeracion,
preferiblemente a 1° C, para permitir que los
solidos sedimenten, después de lo cual
aproximadamente la mitad superior del volumen
sobrenadante se decanta y se desecha (Hurst et al.,
2007). Para el almacenamiento prolongado (para
un periodo mayor a 15 dias que abarque meses e
incluso afnos), el acopio de la muestra se realiza en
una sala refrigerada, dentro de los ultra
congeladores por debajo de los - 80°C, evitando

periodos de congelacion y descongelacion.
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En cuanto a las precauciones que se deben tomar en el laboratorio para almacenar muestras
potencialmente contaminadas con virus, es importante mencionar que, cumpliendo con el nivel de
bioseguridad 2 en el laboratorio (por tratar con virus capaces de infectar al humano) siempre se
debe usar bata, cubrebocas y guantes desechables al manipular las muestras, asi como tener un
buen etiquetado de las mismas donde se exprese explicitamente que la muestra puede ser
potencialmente contaminada con virus para asegurar la proteccion del individuo contra el contacto

accidental con patogenos virales (Escalona et al., 2019).

Transporte Almacenamiento

Sala Refrigerada

Fig. 11. Transporte y almacenamiento de la muestra.
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Concentracion de muestras

Las densidades de virus entéricos en el agua
residual y tratada suelen ser muy elevadas por lo
tanto no resulta necesario llevar a cabo una
concentracion de muestras, contrario a lo que
sucede a las muestras de agua para uso y consumo
humano. Existen mas de treinta métodos validados
para la concentracion de virus, lo que indica que
no hay una técnica universal (Peléez et al., 2010).
Un método eficiente de concentracion debe reunir
los siguientes criterios: simplicidad, sensibilidad,
alto rendimiento, que sea aplicable a diferentes

tipos de virus e implique el menor costo posible.
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Los métodos de concentracion de virus a menudo son capaces de procesar solo volumenes
limitados de agua de una calidad determinada. Un volumen de muestra de menos de un litro y
posiblemente tan pequefio como unos pocos mililitros puede ser suficiente para la recuperacion de
virus de aguas residuales sin tratar o tratadas primariamente. Para el agua potable y otras aguas
relativamente no contaminadas, es probable que los niveles de virus sean tan bajos que se deben
tomar muestras de cientos o quizas miles de litros para aumentar la probabilidad de deteccion del
virus (Katayama et al., 2002). Los métodos para concentrar virus contenidos en muestras de agua

pueden ser separados en 4 grandes categorias (Hurst et al., 2007). Descritas a continuacion:

Adsorcion - elucion
Los métodos de concentracion por adsorcion- elucion, se basan en la capacidad de los virus para
asociarse a diferentes materiales como membranas o cartuchos filtrantes. Ya que la mayor parte
de los virus presentes en el medio hidrico son virus desnudos, es decir, sin envoltura lipidica. La
capside proteica compuesta de aminoacidos con grupos ionizables confiere a los virus una carga
eléctrica dependiente del pH. Una gran parte de los virus al pH natural del agua, poseen una carga
global negativa que les permite unirse sobre un soporte cargado positivamente mediante
atracciones de tipo electrostatico. Los filtros electropositivos estan compuestos de celulosa con
carga modificada y permanecen cargados positivamente con un pH inferior a 6. Estos filtros
permiten la adsorcién de virus a pH de 5,5-7,5, con una eficiencia de recuperacion media de 64%

(Girones, 2001).

La utilizacion de filtros microporosos con carga neta electronegativa requiere la acidificacion de
la muestra de agua o la adicién de sales (NaCl, MgCl) para promover la adsorcion, lo cual
contribuye a eliminar las fuerzas electrostaticas de repulsion entre los viriones y la superficie de
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los filtros. Aunque es necesario mencionar que, la utilizacién de esta técnica se ve limitada por la
inactivacion de ciertos virus a valores de pH &cidos (Haramoto et al., 2004). La elucion de los virus
a partir de los soportes se hace con soluciones alcalinas, preferiblemente conteniendo extracto de

carne o glicina con un pH entre 9 y 11 (Hurst et al., 1998).

Floculacidn fisicoquimica directa y separacion de fases
Esta categoria de metodologia de concentracion viral se basa en: la floculacion fisicoquimica (los
virus se asocian con un precipitado que se forma cuando se agregan sustancias quimicas al agua);
separacion de fases poliméricas (reparto selectivo de los virus con una de las dos fases acuosas
gue se generan y se separan gravimétricamente cuando se afiaden sustancias poliméricas solubles
a la muestra de agua); o hidroextraccion (colocar la muestra de agua en un tubo hecho de
membrana permeable, con ese tubo a su vez empaquetado en una sustancia polimérica
hidroscdpica que extrae agua a través de los poros de la membrana), lo que da como resultado que
los virus y solo una pequefia cantidad de agua residual se retenga dentro del tubo (Vivier et al.,

2014).

Cromatografia de afinidad
La cromatografia de afinidad es el proceso mediante el cual los virus se retienen durante el paso
de la muestra de agua a través de una columna de particulas de gel de polisacarido que porta
anticuerpos unidos covalentemente, los cuales reconocen y se unen especificamente a un tipo de
virus en particular. A continuacion, los virus se liberan de la columna por alteraciones en la
composicién o fuerza ionica del fluido/tampdn usado para mantener la hidratacion del gel de

polisacarido (Cashdollar & Wymer, 2013).

52



Ultrafiltracion
La ultrafiltracion implica la retencion de virus en la muestra de agua original mediante una
reduccion de su volumen lograda por la exclusion del tamafio de los poros, en virtud de que, el
tamario de los poros es lo suficientemente pequefio como para eliminar moléculas que tienen masas
del orden de 10,000 a 100,000 Da. Esto se logra recirculando el agua, bajo presion, a través de
filtros de fibra hueca. Como se menciond anteriormente, la capside proteica compuesta de
amino&cidos con grupos ionizables confiere a los virus una carga eléctrica dependiente del pH.
Una gran parte de los virus al pH natural del agua, poseen una carga global negativa que les permite
unirse sobre un soporte cargado positivamente mediante atracciones de tipo electrostatico. Lo cual
favorece un eluyente que pasa a través de la misma unidad de concentracién para facilitar la

recuperacion del virus (Donaldson et al., 2002- Katayama et al., 2002).

La adsorcion de los virus sobre la superficie de filtros microporosos se ve afectada por la
temperatura, el pH, la turbidez y la concentracion de materia organica en suspension, que hacen
variar la eficiencia de la recuperacién. La materia organica disuelta y las particulas coloidales en
suspension presentes en las muestras puede provocar la saturacion de los filtros, limitando asi el
volumen méaximo que se puede procesar. Estas pueden, ademas, competir con los virus en la

adsorcion sobre los filtros (Girones, 2001).

Para decidir qué técnica de concentracion emplear, se debe considerar el tipo de muestra ambiental
gue se examina. Es decir, si se trata de aguas ambientales (dulce o salina), agua potable o aguas

residuales. También debe tomarse en cuenta el virus de interés y el equipo disponible.
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Concentracion de agua subterranea y superficial

Cumpliendo con los criterios para un método eficiente de concentracion, dada su simplicidad,
sensibilidad, alto rendimiento y el bajo costo una vez instalado el equipo, el método que se describe
en este manual para la concentracion de agua ambiental y potable es el método de ultrafiltracion.
De acuerdo con Polakcyk et al. (2008) en su articulo” Ultrafiltration-based techniques for rapid
and simultaneous concentration of multiple classes of microbes from 100L tap water samples”, los

pasos a seguir para la concentracion de una muestra de 100 L son los siguientes:
Pretratamiento

1. Preparacion de la unidad de filtracién como se muestra en la figura 12.

Bomba
peristaltica

Filtro de polisulfona

3:D

Fig. 12. Preparacion de la unidad de ultrafiltracion. Adaptado de Diagrama del sistema de ultrafiltrado
usado para concentrar particulas virales, de Hjort Colunga, Erick Ricardo (2013).
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Preparacion del filtro. Colocar un filtro para hemodialisis y hacer correr en el sistema 1L
de agua con una concentracion de un gramo por litro de NaPP durante 30 min. Esto con el
fin de favorecer la carga electronegativa dentro del filtro y evitar que los virus se queden
adheridos al mismo.

Agregar 1g de Polifosfato de sodio (NaPP), a la muestra de agua de 10 L para lograr una
concentracion de 0.1%. En caso de que cambie la cantidad de muestra a concentrar, ajustar
la cantidad de NaPP para que la concentraciéon final sea de 0.1% de NaPP en la muestra.
Tomando en cuenta que los volimenes optimos de muestra para la concentracién oscilan
entre 10 y 20 L para agua superficial; y entre 50 y 100 L si se trata de agua para uso y
consumo humano.

Inactivar el cloro residual que puede estar presente en el agua mediante la adicion de 50 mi
de tiosulfato de sodio (40 mg/ml) para lograr una concentracion final de 20 mg de tiosulfato
por litro de agua. Posteriormente, medir el cloro residual de la muestra con un dispositivo
Hach DPD Free, Kit de cloro o espectrofotometro DR/2400 para garantizar que no quede
cloro residual. Este paso se efectla solo si la muestra es agua para uso y consumo humano

y colectada en un sistema de distribucion.

Procedimiento

Pasar la muestra de agua por la unidad de filtracion hasta que se reduzca a un volumen
aproximado de 1 litro. Al final de este paso, se recomienda pasar la muestra a un contenedor
mas pequefio para tener una mejor manipulacién de esta.

Pasar el volumen restante de la muestra por la unidad de filtracion y detener cuando queden

alrededor de 100 ml. Este volumen sera el resultado de la concentracidn primaria.
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Fig. 13. Sistema de ultrafiltrado para la concentracion de muestras. Adaptado de Diagrama del sistema de
ultrafiltrado usado para concentrar particulas virales, de Hjort Colunga, Erick Ricardo (2013).

Reuso de filtros

Los filtros se pueden usar hasta 5 veces para concentrar agua para uso y consumo humano
y hasta 3 veces para agua superficial. Los pasos para la desinfeccién de filtros son los
siguientes:

Recircular por el sistema un litro de agua con 5 ml de cloro para lograr una concentracion
de 0.5% por 30 min.

Agregar a la muestra de agua 1 g de Tiosulfato de Sodio, para inactivar el cloro. Recircular
por 45 min.

Medicion en el espectrofotdmetro para verificar que esta debajo de lo indicado en la norma.

Método de DPD de Hatch.
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Concentracion secundaria
En este apartado cabe mencionar que no siempre es necesario efectuar una concentracion
secundaria, su realizacion depende del protocolo elegido y de los objetivos de estudio. Usualmente
se emplea este procedimiento cuando se analizan muestras de agua con bajas densidades virales
como el agua para uso y consumo humano, o superficial de cuerpos de agua sin turbidez evidente.
En caso de que se haya optado por emplear la concentracion secundaria los pasos a seguir son los

siguientes:

1. Colocar 15 ml de la muestra en un filtro para centrifuga, se recomiendan los filtros para
centrifuga Amicon Ultra-15, utilizados para la concentracion de proteinas o virus.

2. Secoloca la unidad tapada en el rotor de la centrifuga equilibrando con una unidad de peso
similar en el espacio contrario y se centrifuga a 5000 x g durante 30 min.

3. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante dejando aproximadamente 10 ml sobre el
sedimento empaquetado para no perturbarlo y resuspender.

4. Transferir aun tubo de 50 ml agregando 5 ml solucidn al 2,5% de albdmina de suero bovino
estéril (BSA).

5. Centrifugar a 4000 x g durante 30 mina 15°C

6. Desechar el sobrenadante.

7. Eluir el concentrado con PBS

8. Se separar en tubos de 1 ml.
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Fig. 14. Concentracion secundaria por ultrafiltracién

Concentracién de agua residual.

Debido a la alta concentracion de microorganismos que se encuentran en el agua residual, debido
a su composicion variada proveniente de usos municipal, industrial, comercial, agricola, pecuario
o de cualquier otra indole. Generalmente no se requiere realizar una concentracion. Basta con
realizar una filtracién de la muestra, con una malla o gasa para remover residuos. Si, de acuerdo
con los objetivos del estudio y el protocolo elegido, se requiere concentrar la muestra se puede
realizar una concentracion secundaria utilizando filtros para centrifuga. Estas muestras
concentradas se pueden almacenar a -70° C antes del ensayo si los virus de interés son estables
cuando se congelan. De lo contrario, las muestras concentradas deben almacenarse en
refrigeracion, preferiblemente a no mas de 4° C (Hurst et al., 2007).
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CONCLUSIONES

Se logr6 producir un manual que explica, de manera detallada, los pasos a seguir para la toma,
transporte, almacenaje y concentracion de muestras de agua para el analisis de virus; el cual
permite asegurar la integridad de la muestra y la confianza en los resultados. De igual manera, se
explico la relevancia de la virologia ambiental para resolver problemas de salud puablica y de
restauracion del ambiente, ademés de sus contribuciones en investigacion sobre la incidencia y
comportamiento de virus en agua, la determinacion la presencia de virus y el riesgo de infeccién
en distintas fuentes de agua, especialmente por virus entéricos. Haciendo énfasis en como estos

problemas afectan a la sociedad y la necesidad de un continuo analisis de calidad del agua.

Dentro del trabajo se describieron protocolos de bioseguridad y normatividad existente respecto a
la vigilancia de calidad del agua. Se mencionaron los componentes de un plan de muestreo
incluyendo la investigacién previa y la determinacion de la fuente de agua, puntos de muestreo,
tipo de muestra y equipo de muestreo. Se presento el proceso de esterilizacion del material y de la
posterior toma de muestra, dependiendo el tipo de agua segun su origen, incluyendo ilustraciones.
Se mencionaron las condiciones en las que se debe transportar y almacenar una muestra de agua.
Y finalmente, se expusieron diversos métodos para la concentracion de muestras, explicando a

detalle el método de ultrafiltracion.

En conclusion, aunque anteriormente se han escrito manuales para el analisis de virus en agua en
muestras ambientales. Hasta este momento, no se habia reportado un manual enfocado Unicamente
a la toma, transporte y concentracion de muestras con base en lo establecido en las Normas

Mexicanas referentes a la vigilancia de calidad del agua. Por lo cual, este trabajo ofrece una guia
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Unica que puede emplearse en futuros analisis en el campo de la virologia ambiental. Tal es el caso
de su aplicacion practica al proyecto “Etiqueta chinampera” (vease Anexo 2) donde se utiliza como
guia para el analisis de muestras del agua de los canales de Xochimilco en Ciudad de México. para

ayudar a resolver problemas de salud publica y de conservacion del ambiente.
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ANEXO 1. TABLA DE CONSULTA RAPIDA

Tabla de consulta rapida

Tipo de agua Subterranea Superficial Residual
(Con base en su origen)

Cantidad de muestreo 50- 100 L 10L <1L
Temperatura de 4°C

transporte

Almacenamiento corto <4°C 1°C

plazo (hasta 15 dias)

Almacenamiento -80°C

prolongado

Método de Adsorcion — elucion / Floculacidn fisicoquimica Filtrado con gasa
concentracién primaria directa y separacion de fases / Cromatografia de

afinidad/ Ultrafiltracion

Meétodo de
concentracién Filtros para centrifuga
secundaria

Nota: ElI método a elegir depende de los objetivos de estudio. No siempre es necesaria una concentracién
secundaria.
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ANEXO 2. APLICACION DEL MANUAL

La utilidad de este manual la podemos apreciar en su aplicacion al proyecto “La etiqueta
chinampera como promotora del fortalecimiento econémico, alimenticio y la restauracion integral
de la zona lacustre de Xochimilco a través del modelo chinampa-refugio”. Trabajo coordinado por
el Dr. Luis Zambrano Gonzélez del Instituto de Biologia. UNAM y que ha sido financiado por

Secretaria de Educacion, Ciencia, Tecnologia e Innovacion de la Ciudad de México (SECTEI).

El proyecto se enfoca en el lago de Xochimilco, Gltimo remanente de los cinco grandes lagos que
conformaban la Cuenca del Valle de México (el Lago de Chalco y Xochimilco compuestos por
agua dulce; el de Texcoco, Zumpango y el Xaltocan de agua salobre). Este ecosistema se identifica
como humedal, lo que seguin el comité para la caracterizacion de humedales de los Estados Unidos
define como: un ecosistema que depende de un proceso constante o recurrente de inundacién poco
profunda o de saturacién en o cerca de la superficie del sustrato (Veas-Ayala et al., 2018). Los
humedales proveen importantes servicios ecosistémicos, entre los que destaca el mantenimiento
de la biodiversidad, la produccion de alimentos y el mantenimiento de la calidad del agua
(SEMARNAT, 2012). Ademas, actian como zonas importantes de filtracion y recarga de aguas
subterraneas, reducen la erosion del suelo, suministran areas de refugio para la fauna, captura de
carbono y contribuyen a la retencion de sedimentos, fomentando la fertilidad del suelo (Landgrave

etal., 2012).

En el caso especifico del humedal de Xochimilco, este es de gran importancia al ser habitat de una

gran cantidad de especies de flora y fauna, algunas de las cuales son endémicas. Ademas de su
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participacién el ciclo hidrico de la ciudad. Y al resguardar una forma de cultivo que ha sido

considerada como Unica en el mundo: la chinamperia (Toledo et al., 2005).

La palabra “chinampa” proviene del ndhuatl chinamitl = seto de cafias y apam = terreno plano.
Este término se acufio debido a que los entrelazados y tejidos de cafia son el sustento principal de
las chinampas. Las dimensiones de la chinampa son variables. Morfoldégicamente pueden
describirse como parcelas estrechas de forma rectangular construidas por encima del nivel del
agua, lo que permite el flujo permanente de la humedad evitando la salinizacion de su superficie

(Toledo et al., 2005).

El modelo chinampa — refugio busca construir una simbiosis entre la produccion agricola y la
conservacion del ajolote, una de las especies mas afectadas por el deterioro de Xochimilco. Pues
los requerimientos ecoldgicos Yy las caracteristicas fisiologicas de este anfibio lo hacen altamente

sensible a los cambios en su habitat (Duellman et al., 1994).

En vista de la acelerada pérdida de esta valiosa especie y la urgente necesidad de establecer
programas estratégicos para la salvaguardar al ajolote. Zambrano y colaboradores (2010)
realizaron un andlisis de la viabilidad de la poblacién y determinaron que la mejor manera de
restaurar las poblaciones de ajolote es aumentando la supervivencia de los huevos y las larvas,
junto con la restauracion del habitat y el control de los depredadores, en lugar de la reintroduccion
de crias reproducidas en cautiverio. Bajo esta logica, propusieron la creacion del modelo refugio-
chinampa, involucrando la conservacion in situ del ajolote y en donde los organismos puedan
llevar a cabo su ciclo de vida sin las amenazas que representan las condiciones actuales del Lago

de Xochimilco.
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Pues, aunque se han tomado distintas lineas de accion para fomentar su conservacion. Desde su
declaracion como Patrimonio Cultural de la Humanidad por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO). Su nombramiento como Area
Natural Protegida (ANP) bajo la categoria de Zona Sujeta a Conservacion Ecolégica. Su inclusion
en la Lista de Humedales con Importancia Internacional (Sitio RAMSAR). Su reconocimiento
como Sistema Importante del Patrimonio Agricola Mundial por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). A pesar de todos los instrumentos
gubernamentales y mecanismos de proteccion que se han desarrollado para proteger el ecosistema,
resulta una paradoja que hasta el dia de hoy no se han documentado experiencias exitosas que
reflejen una transformacion evidente en Xochimilco Esto se debe, quiza, a la falta de espacios que
permitan la participacion comunitaria, puesto que, generalmente la poblacién local no es
considerada en ninguna parte del proceso de gestién y planeacion de las areas destinadas a
conservacion. Por lo cual, surge la necesidad buscar formas alternativas de conservacion bajo

mecanismos incluyentes que tomen en cuenta sus necesidades y demandas.

Entre los mecanismos de conservacion se encuentran las etiquetas ecologicas. El “etiquetado
ecologico”, “eco-etiquetado” o “sello verde” es un instrumento de politica ambiental con
potencialidad para atraer a consumidores preocupados por el impacto que tiene su patrén de
consumo en el medio ambiente y que estarian dispuestos a modificar determinados héabitos al
adquirir productos que generen un menor impacto ambiental, siempre que tuvieran una

informacion veraz al respecto (Jurjo et al., 2007).
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El etiquetado ecoldgico enfocado a la industria alimenticia certifica que dichos productos poseen
atributos que los distinguen de otros productos convencionales, como la eficiencia energética, la
gestion forestal sostenible, los sistemas integrales de gestion de residuos, el reciclaje, el no uso de
agroquimicos, la conservacion de la vida silvestre, entre otros. Los productores que se encuentren
interesados en obtener la Etiqueta Chinampera deberan ingresar una solicitud al organismo
certificador. Una vez aceptada la solicitud, personal asignado realizard una visita previa a la unidad
productiva del interesado para realizar una entrevista y e inspeccion de las condiciones de la
chinampa. Ello, permitira identificar el grado de avance del productor en cuanto a dos cuestiones:
produccion agricola y refugios para el ajolote, también se deberan tomar muestras de agua, suelo
y hortalizas para enviar a laboratorio para, en conjunto con la entrevista, se obtenga un diagnostico
inicial. Aquellos productores que resulten con un grado de avance mayor en sus chinampas podran
iniciar el proceso para la concesion de la Etiqueta Chinampera. Para los productores que no
cumplan con la totalidad de los criterios, deben ser identificadas sus necesidades y limitantes a fin
de determinar el tipo de asistencia técnica que se requiere para trabajar en conjunto y que asi,
puedan contar con una chinampa en condiciones 6ptimas para iniciar el proceso de certificacion y

se les otorgue la Etiqueta Chinampera.

Esto con el fin de conservar los humedales y los ajolotes de Xochimilco, pero también de ayudar
a los productores de la zona. Pues se han reportado diversas problematicas que los aquejan. En
primer lugar, la cuestion ambiental; donde es evidente que existe una perturbacion del sistema
lacustre, principalmente por la incidencia de aguas negras en los canales, que incide directamente
en la produccion agricola de la zona. Se debe trabajar en conjunto con el gobierno de la Ciudad

de Meéxico para plantear iniciativas y dar solucion en materia de drenaje, saneamiento e
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infraestructura hidraulica que permitan contar con buena calidad del agua en Xochimilco para uso
agricola. Por otro lado, pese a que el ANP cuenta con un plan de manejo que prohibe el desarrollo
de asentamientos dentro de su poligono, es claro que no se han tomado las medidas necesarias para

frenar su avance y a establecer e implementar medidas de gestion y vigilancia dentro de la zona.

En segundo lugar, en el ambito social, se encontraron dos factores que vulneran a la zona
chinampera. Primero, existe un fuerte abandono de chinampas. Las actividades agricolas en
Xochimilco cada dia son menos apoyadas y reconocidas. Las nuevas generaciones han optado por
buscar en otros puntos de la ciudad mejores oportunidades de desarrollo académico y laboral.
(Castro et al.,1998) patron que se repite en la mayoria de las comunidades campesinas de nuestro
pais. En la actualidad, s6lo son los padres y los abuelos quienes se han quedado a trabajar sus
chinampas. En este sentido, la Etiqueta Chinampera podria ser un detonador para el retorno de las
familias xochimilcas al mejorar la economia local, ofrecer mejores oportunidades para la
comercializacion de sus productos y ser un mecanismo que involucre y genere empleo para los

jovenes que estén interesados en la agricultura.

Aunado a esto, existe una desvalorizacion del trabajo del chinampero, gracias a la creencia de una
produccion agricola contaminada. Debido a la falta de informacion vy la tergiversacion por parte
de los medios de comunicacién. Este Gltimo factor también estd ligado con los problemas de
comercializacion que enfrentan, pues al ser referido su producto como “contaminado” la demanda
es menor y terminan por malbaratar su producto para lograr una ganancia (aungue menor) por sus
hortalizas. De acuerdo con lo anterior, es necesario impulsar una serie de acciones que fomenten

el reconocimiento del trabajo del sector agricola en nuestra sociedad. Por ultimo, existe una
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marcada competencia con la produccion convencional, los productores, al no contar con una
garantia que avale a sus productos libres de agroquimicos tienen que competir con los bajos precios

de otros productores.

De acuerdo con Vazquez (2018) en su tesis “Etiqueta Chinampera: una herramienta para la
conservacion de Xochimilco y del ajolote, Ciudad de México, México”, se detectdé que los
chinamperos consideran util la implementacion de un mecanismo de etiquetado ecoldgico para
acceder a mejores condiciones de trabajo y mejorar las vias de comercializacion para sus productos
de la chinampa. Asi mismo se encuentran dispuestos a integrar un refugio para ajolotes y trabajar
bajo estandares de calidad que les permitan obtener la Etiqueta Chinampera. Ademas, su estudio
refleja que diversos consumidores conocen la situacion ambiental de Xochimilco y el ajolote,
motivo por el cual, tienen una alta disposicion a apoyar el proyecto a través de la compra de los

productos de la chinampa, siempre y cuando, se les ofrezca informacién veridica.

En resumen, el proyecto “Etiqueta Chinampera” propone una herramienta viable para la
conservacion de la vida silvestre, especificamente del ajolote, una especie emblematica mexicana
y, al mismo tiempo, dignifica el trabajo de los productores chinamperos. Retomando el proceso
para la obtencion de la etiqueta, como se ha mencionado anteriormente se requiere de un
diagndstico inicial de las chinampas que implica examinar muestras de agua, suelo y hortalizas. El
presente manual contribuye al proyecto describiendo la metodologia que debe emplearse para
obtener resultados confiables al analizar virus presentes en agua. A continuacion, se muestra la

aplicacion del manual en el desarrollo del proyecto junto con evidencia fotogréfica.
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Previo al muestreo

Definicion del plan de muestreo. Se recopil6 informacion sobre los humedales de Xochimilco,
de los productos agricolas chinamperos de la Zona Lacustre de Xochimilco y San Gregorio
Atlapulco, y la problemética actual que enfrentan los productores del area. Incluyendo un mapa

del sitio con el fin de ejecutar el muestreo de la forma més adecuada (Fig. 1-2).

A
Ciudad de México ¢~ y

Area Natural Protegida «Ejidos de

imi an Gregori
Delegacién Xochimilco

Fig. 1. Ubicacion geografica del Area Natural Protegida “Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco
(PAOT, 2009). Elaboracion de Diana Vazquez (2018).
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Simbologia

Limite antiguos lagos del Valle de México
| Limite CDMX

Limite Xochimilco

Fig. 2. Ubicacién geografica del Area Natural Protegida “Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco
enmarcada en los antiguos lagos de la Cuenca del Valle de México. Elaboracion de Tania Fernandez (2018).

Determinacion de la fuente de agua. Tomando en cuenta su origen el agua de la zona lacustre de

Xochimilco se considera agua superficial.
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Seleccion de los puntos de muestreo. El primer requisito para seleccionar los puntos de muestreo
fue seleccionar aquellas chinampas que estuvieran inscritas al programa Chinampa-Refugio, es
decir, que algunos productores modifican sus chinampas para crear refugios de conservacion del
ajolote. Posteriormente, de las chinampas inscritas, se seleccionaron 17 conforme a las
caracteristicas de la chinampa. Finalmente, en las chinampas seleccionadas se identificaron tres
puntos a lo largo del canal principal en contacto con la chinampa y para el refugio 3 puntos a lo

largo del mismo para realizar la toma de muestras en cada temporada.

Determinacion del tipo de muestra. Las muestras corresponden al tipo puntual, pues se tomaron
en un momento determinado sin combinar fracciones de varias muestras. En un muestreo
establecido cada 6 meses, para poder obtener datos sobre épocas de precipitacion pluvial y estiaje.
Las fechas de muestreo establecidas resultaron de la siguiente forma. Primer muestreo: temporada
fria-seca, noviembre 2019. Segundo muestreo: temporada calida-seca, abril 2021. Tercer muestro:
lluvias, septiembre 2021. Se acordaron tres muestras por triplicado por sitio de muestreo a las que
se les evaluaron los siguientes parametros fisicoquimicos: temperatura, conductividad, oxigeno
disuelto, materia organica disuelta, nitratos, cloro, pH (Potencial de Hidrogeno) /ORP ( Potencial
de Oxido Reduccidn), clorofila y BGA (pigmentos de algas verde-azuladas), turbidez y sélidos

suspendidos totales. Parametros bioldgicos: bacterias, virus y parasitos.

Equipo de muestreo

Como parte del equipo de muestreo se incluyeron frascos con capacidad de 1L de polipropileno

(Fig. 3), Hieleras, bolsas de plastico tamafio grande, hielos azules, etiquetas y rotuladores (Fig. 4).
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Fig. 3. Bote de polipropileno utilizado para muestreo de agua.

Fig. 4. Preparacion del material de campo.
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Esterilizacion de material de muestreo

Se esterilizaron los botes de polipropileno en la autoclave a 120°C durante 30 minutos a 1,1
atmosferas de presion por encima de la presion atmosférica (Fig. 5) y se verifico que las tapas de
los contenedores fueran herméticas para evitar derrames (Fig. 6). En vista de que el muestreo fue
realizado en un solo dia y se llevaba todo el material previamente esterilizado, no fue necesario

realizar ninguna esterilizacion en campo.

Fig. 5. Autoclave para esterilizacion.
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Fig. 6. Esterilizacion del material en autoclave.

Procedimiento de muestreo

Para la toma de muestras se siguieron los pasos indicados en el apartado “Toma de muestra de un
cuerpo de agua superficial o tanque de almacenamiento” del presente manual. Se realizé un lavado
de manos y antebrazos con agua y jabdn. Después se sumergio el contenedor de 1L en el agua con
el cuello hacia abajo hasta una profundidad de 15 a 30 cm, una vez en que se encontraba en esta
profundidad se abri6 y enderezd posicionando el cuello hacia arriba con la boca del frasco en

contracorriente. Finalmente, se coloco la tapa y se sacé el contenedor del agua (Fig.7-8).

Cantidad de muestreo

El volumen de muestra colectado fue un total de 51 litros por muestreo, ya que se colect6 un litro
por triplicado de 17 chinampas, 5 chinampas sin refugio y 12 con refugio. Pese a que el volumen
indicado en el manual para aguas superficiales es de 100 litros para agua superficial, por cuestiones

de logistica se tomd la decision de colectar dicho volumen. Ademas, se debe considerar que el
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agua de Xochimilco es considerada una mezcla compuesta de agua residual tratada del cerro de la
estrella, agua residual de asentamientos urbanos y agua de lluvia. Por lo que, presenta mayor
probabilidad de tener una alta concentracion viral, y por el mismo motivo, no es necesario un

volumen de muestra superior para la deteccion de virus.

Fig. 7. Toma de muestras de agua del canal principal en Xochimilco.

Identificacion de las muestras

Cada frasco se rotul6 con el nombre y datos del punto de muestreo, incluyendo fecha y hora de
recoleccion, tipo de muestra, parametros medidos en el sitio y cualquier observacion adicional
sobre las condiciones de la muestra (Fig. 9). Adicional a esto, en una bitdcora de campo se registrd

toda la informacion posible de las condiciones de muestreo.
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Fig. 8. Identificacion de muestras y registro de condiciones de muestreo.

Determinacion de parametros in situ

La roma de parametros fisicoquimicos se realiz6 con ayuda de una sonda multiparamétrica tal

como se describe en la seccion correspondiente del manual.

Transporte y almacenaje de muestras

Para mantener la cadena de frio, las muestras fueron preservadas a 4°C y enviadas lo antes posible
con enfriadores al Laboratorio Nacional de Ciencias de la Sostenibilidad (LANCIS) (Fig.10),
ubicado en Ciudad Universitaria, alcaldia Coyoacan, Ciudad de México. Para aquellas muestras
que no se analizaron de manera inmediata en el laboratorio y se requirié un almacenamiento

prolongado, se almacenaron en una sala refrigerada, dentro de los ultra congeladores por debajo
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de los - 80°C (Fig. 11), evitando periodos de congelacion y descongelacion. Usando en todo
momento bata, cubrebocas y guantes desechables al manipular las muestras para asegurar la

proteccion del personal contra el contacto accidental con patdgenos virales.

Fig. 9. Transporte de muestras al laboratorio
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Fig. 10. Cuarto frio para el almacenamiento de muestras

Concentracion de muestras

Para concentrar las muestras de agua de los humedales de Xochimilco se empled el método de
ultrafiltracién antes explicado. El primer paso fue preparar la unidad de filtracion vy el filtro para
hemodialisis con el fin de favorecer la carga electronegativa. Para lograr lo anterior, se hizo correr
en el sistema una concentracion de un gramo por litro de NaPP, 1L durante 30 min. Posteriormente,
se agregd 1g de Polifosfato de sodio (NaPP), a la muestra de agua de 10 L para lograr una

concentracion de 0.1%.

En seguida se condujo la muestra de agua por la unidad de filtracién hasta que se redujo a un
volumen aproximado de 1 litro. Al llegar a dicho volumen, se trasladé la muestra a un contenedor
mas pequefio para tener una mejor manipulacion de la misma. El volumen restante de la muestra
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se circuld por la unidad de filtracion (Fig.12). El proceso se detuvo cuando quedaron alrededor de

45 ml (Fig.13).

Concentracion secundaria

Se colocaron 15 ml de la muestra en filtros Amicon Ultra-15. Se insert6 la unidad tapada en el
rotor de la centrifuga equilibrando con una unidad de peso similar en el espacio contrario y se
centrifug6 a 5000x g durante 30 min (Fig. 14). Se elimino cuidadosamente el sobrenadante dejando
aproximadamente 10 ml sobre el sedimento empaquetado para no perturbarlo y a continuacion se
resuspendio. Después, la muestra se transfirié a un tubo de 50 ml con una solucion al 2,5% de
albimina de suero bovino estéril (BSA), se centrifugd a 4000 x g durante 30 mina 15 ° C y se
desecho el sobrenadante. Finalmente, se eluy6 el concentrado con PBS, y se separ6 en tubos de 1

ml (Fig.15).

Fig. 11. Sistema de ultrafiltracién ensamblado en el laboratorio
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Fig. 13. Centrifugacion para concentracion secundaria

79



Fig. 14. Obtencion de muestra con concentracion secundaria.
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