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RESUMEN

El vertido de las aguas residuales de origen domestico e industrial es la principal
fuente de contaminacion fecal para el medio ambiente. Esto representa un serio
problema de salud publica especialmente en paises pobres y en vias de desarrollo.
Dentro de estos contaminantes se encuentran grandes concentraciones de
microorganismos patdgenos, como bacterias, protozoos y virus entéricos. Los virus
entéricos pueden causar infecciones severas en el ser humano cuando este entra en
contacto con agua o alimentos contaminados, como por ejemplo, actividades
relacionadas con el uso de agua con fines recreativos (lagos, rios, aguas costeras),
alimentos lavados o regados con aguas contaminadas y/o aguas subterrdneas
contaminadas, etc. Para que los funcionarios responsables en salud publica puedan
tomar las medidas sanitarias adecuadas, se deben generar datos e informacion valida
de la presencia de estos patdgenos en el medio ambiente.

Estudios realizados en el oriente y occidente de Guatemala por el Ministerio de
Ambiente y Recursos Naturales, menciona que cerca del 95 % del medio ambiente
acuatico de estas zonas esta contaminado. En 2005 un balance realizado por las
autoridades sanitarias mostraron que la cantidad agua nacional contaminada, era
mayor que el agua para el consumo humano. En 31 afios, desde 1970 al 2001, se
triplicé el caudal de aguas residuales. En 2006 un estudio de SEGEPLAN menciona
que cerca 1,660 millones de metros cubicos de agua se contaminaba anualmente y que
la proyeccion para el 2025 bajo las actuales circunstancias seria de 3,660 millones de
metros cubicos. En Guatemala, un 39 por ciento de hogares no dedican tratamiento
alguno al agua, especialmente en las zonas rurales.

Los objetivos del presente proyecto abarcan el establecimiento de protocolos para
la deteccion de virus entéricos presentes en agua residual, rios, lagos y agua de mar
que frecuentemente se utiliza con fines recreativos por la poblacion. Estos protocolos
incluyeron una metodologia completa, desde la toma de la muestra, la concentracion,
deteccién y cuantificacion de los virus a través de ensayos de biologia molecular.
Entre los resultados también se encuentra el primer analisis filogenético de los
adenovirus humanos presente en agua fecalmente contaminada en Guatemala. Las
metodologias empleadas fueron validadas en ensayos inter- e intra- laboratorio,
conjuntamente con el laboratorio de la contraparte de Barcelona, asi como también los
analisis filogenéticos.



SUMARY

The discharges of wastewater from urban areas and the industry represent the
principal source of fecal contamination for the environment. Between these
contaminants are high concentrations of bacteria, protozoa and enteric viruses. Enteric
viruses may cause important infections in humans by the contact or consummation of
fecal contaminated water and food, respectively. In order to improve the sanitary
conditions of fecal contaminate water, it is necessary to provide to public health
officers with real information about the presence of enteric viruses.

According to studies of the Guatemalan Ministry of Environment and Natural
Resources, 95 % of water from eastern and western of Guatemala is contaminated.
National studies reported that from 1970 to 2001 the flow of wastewater was
triplicated. The estimation of SEGEPLAN under the current conditions is that 3,660
million cubic meters of water will be contaminated in 2025 (in 2006 1,660 million
cubic meters were contaminated). In Guatemala, 39 percent of households do not
spend any water treatment, especially in rural areas.

The objectives of the project included the implementation of protocols for the
detection of viruses in wastewater and recreational water. These protocols describe the
sampling process, as well as the concentration, detection and quantitation of the
viruses using state of the art molecular biology. Furthermore here reported the first
phylogenetic data of human adenoviruses present in fecal contaminated water in
Guatemala. The analysis of results and the validation of methodologies in inter- and
intra laboratory assays were performed together to partners in Barcelona.
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PARTE I
1.1 INTRODUCCION:

La calidad del agua y por lo tanto la salud humana pueden verse afectadas por la
presencia de microorganismos entéricos patdgenos, producto del vertido de aguas
residuales al medio ambiente. Este tipo de contaminacién causa importantes
problemas en la salud publica y en el medio ambiente especialmente en paises pobres
y en vias de desarrollo. Los conocimientos del papel del agua en la ecologia y la
transmision de estos agentes patdgenos en el medio ambiente varia; el papel de los
virus entéricos es menos conocida que otros microorganismos como las bacterias y los
protozoos, sin embargo en los ultimos afios se han venido realizando diversos estudios
para entender el comportamiento de los virus en el medio ambiente. (Calgua B et al-
2011).

Las aguas negras es la fuente mas importante de patdgenos que entran en el medio
ambiente, especialmente los virus que muestran una alta estabilidad en las condiciones
ambientales. Aunqgue las aguas residuales de las zonas urbanas, hospitales y mataderos
es usualmente tratada antes de ser liberado en el medio ambiente, varios estudios han
documentado la presencia de virus patdgenos en el agua tratada (Gantzer et al., 1998;.
Pusch et al, 2005; van den Berg et al., 2005; Bofill-Mas et al., 2006; Fumian et al.,
2010).

Los grupos de virus entéricos cominmente estudiados pertenecen a las familias,
Picornaviridae (enterovirus, coxsakievirus, echovirus, virus de la hepatitis A, etc.),
Adenoviridae (adenovirus), Calciviridae (norovirus), Astroviridae (astrovirus),
Reoviridae (rotavirus). Dentro de los virus entéricos también hay un grupo
considerado como virus emergentes, que debido a sus caracteristicas estructurales y
celulares éstos pueden ser altamente estables a los actuales tratamientos relacionados
al saneamiento de las aguas. Entre estos virus se encuentran los circovirus (torque
tenovirus; virus no envueltos con ADN circular de simple cadena y resistentes a
inactivacion por calor), Picobirnaviridae (virus no envueltos pequefios con ARN
bisegmentado de doble cadena, son altamente resistentes a la inactivacion por
ultravioleta), parvovirus (los virus entéricos mas pequefios, tienen ARN de simple
cadena y son resistentes a la inactivacion por calor) y Poliomaviridae (JC y BK, son
virus no envueltos de ADN de doble cadena y altamente estables a las condiciones del
medio ambiente, recientemente se han descrito nuevos poliomavirus en humanos Ki
WU y Merkel cell que también se han detectado en muestras del medio
ambiente.(Tesis Doctoral Byron Calgua)

Aunque las infecciones por virus entéricos estan asociadas con cuadros de diarrea
y gastroenteritis, estos también pueden causar infecciones respiratorias, conjuntivitis,
hepatitis, y enfermedades con altos niveles de mortalidad, por ejemplo meningitis,



encefalitis y paralisis en individuos inmunocomprometidos. Ademas, algunos virus
entéricos estan asociados con enfermedades crénicas como miocarditis.

Los virus entéricos pueden ser transmitidos por comida, agua, fémites y contacto
humano. Ademas de causar enfermedades agudas, estos virus son de gran
preocupacion para las autoridades de salud publica, debido a que con una baja dosis
es suficiente para producir infecciones. Los virus entéricos son reconocidos como los
principales agentes responsables de los casos de gastroenteritis no bacterianas. Los
virus entéricos han sido aislados y asociados a brotes de gastroenteritis en aguas
contaminadas, aguas recreacionales, rios urbanos, y frutos del mar cultivados en aguas
contaminadas. (Rodriguez-Manzano J et al 2012)

Los analisis para detectar la presencia de virus entéricos en muestras de agua,
usualmente son proceso de dos etapas. Debido a que los virus se encuentran en bajas
concentraciones para ser detectados directamente, la muestra debe ser procesada para
concentrar éstos en un volumen mucho menor, usualmente menos de 10 mL. A partir
de este volumen existen una variedad de métodos para detectar la presencia de los
virus ya sea por metodos moleculares como la PCR o la PCR cuantitativa, o por
métodos basado en técnicas de cultivo celular.(Calgua B, et al 2013)

Entre los objetivos de este proyecto se encontraba el establecimiento de protocolos
para la concentracion y deteccion de virus patdgenos en agua de uso y consumo
humano, en lagos, rios y mar, por lo tanto se describe una metodologia previamente
descrita para concentrar virus presentes en 10 litros de agua de mar, rio y lago. La
metodologia implementada, fue validada en un ensayo inter- e intralaboratorio, con el
Laboratorio de agua y Alimentos de la Universidad de Barcelona, el presente
proyecto, aporta secuencias de Adenovirus Humanos en Guatemala.

1.1.1 Palabras Claves:

Virus entéricos

Medio acuético

Agua residual

Meétodos de concentracion

Agua de uso y consumo humano



1.2 MARCO TEORICO
LOS VIRUS, CONTAMINANTES AMBIENTALES

Las aguas residuales son la principal fuente de microorganismos patégenos que se
transmiten a través del ambiente y que llegan a la poblacidn especialmente a través de
la contaminacién del agua usada para beber, agua utilizada en cultivos de vegetales o
en cultivos de moluscos bivalvos, en la preparacién de comida, en el bafio o en los
diversos usos recreativos. El tratamiento actualmente aplicado a las aguas residuales
procesadas por métodos bioldgicos y fisico-quimicos ha reducido significativamente
la incidencia de enfermedades entre la poblacion, especialmente las de etiologia
bacteriana, sin embargo los protozoos y los virus son mas resistentes que las bacterias
a muchos de estos tratamientos.

Los virus han demostrado ademas presentar una mayor estabilidad en el ambiente
que los indicadores bacterianos cominmente utilizados para evaluar la contaminacion
fecal. La contaminacién del medio ambiente a partir de aguas residuales se confirma
al analizar la presencia de virus en aguas superficiales de rios y lagos (actualmente la
contaminacion fecal solo se confirma por indicadores bacterianos) eso hay que
modificarlo, en lo que detectamos altos porcentajes de muestras positivas al analizar
de 1-4 litros de muestra, y en los frecuentes casos de infecciones virales asociados al
consumo de moluscos bivalvos que se observan cada afio en paises industrializados.
Los virus entéricos en agua pueden permanecer estables durante meses o incluso méas
tiempo si estdn asociados a sélidos y pueden acumularse en sedimentos donde
persistirdn durante mas tiempo y desde donde pueden resuspenderse en la columna de
agua por diversos procesos naturales como lluvias fuertes, o por procesos artificiales,
facilitando la diseminacion viral.

Se ha observado en algunos casos que los estandares de calidad microbiolégica
actuales (E. coli y enteroccocos fecales) no garantizan la ausencia de virus. En
diferentes estudios se han aislado virus en agua de bebida, aguas superficiales, agua de
mar 0 moluscos bivalvos que cumplen los estandares actuales de indices bacterianos.
En la actual normativa y desde 2008 aproximadamente no hay virus. En estudios en
agua recreacionales se ha observado que la presencia de enterovirus no se relaciona
con la presencia de otros virus patdégenos y se ha sugerido la utilizacién de adenovirus
humanos como indicador de contaminacion viral de origen humano. Entre los virus
transmitidos por agua contaminada se encuentran principalmente los virus entéricos
(Tabla 1) Entre los mas relevantes y frecuentemente reportados en agua contaminada
se encuentran los miembros de las familias, Adenoviridae, Caliciviridae,
Hepeviridae, Picornaviridae, Polyomaviridae y Reoviridae (Hamza et al, 2011;
Rodriguez-Lazaro et al, 2012; Wong et al, 2012). Las enfermedades gastrointestinales
son el principal padecimiento negativo para la salud, producida por estos virus,
aunque ellos también son responsables de infecciones respiratorias, conjuntivitis,



hepatitis, enfermedades del sistema nervioso central e infecciones crénicas (Byron
Calgua, Nuevas metodologias para el estudio de virus humanos contaminantes del
medio ambiente, tesis doctoral)

Tabla 1

Virus humanos transmitidos potencialmente por agua contaminada. Modificado a
partir de Hamza et al., 2011

Familia

Adenoviridae

Genero
Mastadenovirus

(human adenovirus A—G)

Principales enfermedades
Gasftroenteritis, Enfermedades

Respiratorias, Conjuntivitis

Picornaviridae

Astroviridae Astrovirus humanos Gastroenteritis

Calicivindae Morovirus, Sapovirus Gastroenteritis

Hepeviridae Hepevirus (Virus de la hepatitis E) Hepatitis
Hepatovirus (Virus de la hepatitis A) Hepatitis

Enterovirus (Enterovirus humanos A-D)

Gastroenteritis, Meningitis,

Miocarditis, conjuntivitis

Kobuvirus (Aichi virus)

Gastroenteritis

Leucoencefalopatia multifocal progresiva,

Orthoreovirus (Reovirus)

Polyomaviridae Polyomavirus (JC; BK; KI; WU; MC) nefritis, neumonia y Carcinoma de las
células de Merkel
Rotavirus (A-C) Gastroenteritis
Reoviridae

Gastroenteritis y enfermedades

respiratorias

Parvovirndae

Bocavirus (Bocavirus humano)

Gastroenteritis y enfermedades

respiratorias

Picobimaviridae

Picobimavirus (Picobimavirus humano)

Gastroenteritis

Coronaviridae

Coronavirus

Gastroenteritis y

enfermedades respiratorias

Papillomaviridae

Papillomavirus

Las verrugas genitales y cutaneas, cancer
cervical, ofros tipos de cancer

menos comunes

En los Gltimos afos, se han reportado nuevos virus humanos patdgenos, en agua
contaminada. Bofill-mas et al, 2010 describi6 la presencia de los polyomavirus como
parte del viroma de la piel (Wieland et. Al 2009; Schowalter et al, 2010; Moens et al,
2011; Foulongne et al, 2012; Spurgeon y Lambert, 2013) sugiriendo que la principal
via de transmision es a través del contacto con la piel y el agua contaminada. El nuevo
picornavirus salivirus/klassevirus asociado a gastroenteritis también se ha descrito en
agua residual (Holtz et a.., 2009; haramoto et al, 2013). Entre los virus recientemente
descritos existe un asfavirus-like asociado a pacientes con enfermedades febriles que
también se ha detectado en agua residual (Loh et al, 2009). Este virus seria el primer
miembro de la familia Asfavirirdae potencialmente asociado a humano. Ademas se
han reportado cepas y variantes emergentes de virus conocidos como los rotavirus,
norovirus y adenovirus (Vega y Vinjé, 2011; Komoto et al, 2013, Robinson et al,

2013).




Adenovirus humanos

Los adenovirus constituyen la familia Adenoviridae. Los miembros de esta
familia son virus no envueltos, con una estructura icosaédrica y un genoma DNA
linear no segmentado de doble cadena. Los adenovirus tienen un didmetro de entre
60-90 nm y un genoma de 30-38 kb que tedricamente codifica a 13 polipéptidos
estructurales y 35 proteinas no estructurales. El genoma presenta una proteina de 55
kDa unidad covalentemente al extremo 5’ de cada una de las cadenas y también
secuencias repetidas e invertidas de 100-140 pb en los extremos terminales.

La entrada de los adenovirus a la célula es a través de un proceso de endocitosis
activado en dos etapas; interacciones entre la proteina fibra con varios receptores
celulares, entre ellos el receptor coxsackievirus-adenovirus (CAR), y la
internalizacion a través de vias de endocitosis mediada por interacciones entre
receptores celulares (integrinas) y proteinas viricas (pentonas). ElI endosoma
posteriormente es roto debido a cambios en el pH interno y en la carga neta de la
capside virica, esto permite que el virion sea liberado al citoplasma y transportado
para que el core del virion entre al ndcleo celular. La transcripcion, replicacion y
maduracion de los adenovirus ocurre en el nicleo celular. El ciclo litico de los genes
viricos es un proceso organizado en tres fases nombradas segun el momento en que
estas son expresadas (Figura 2). En la fase temprana, cinco unidades de transcripcion
codifican para las proteinas E1A, E1B, E2, E3 y E4, durante la fase intermedia se
codifican las proteinas Va2 y pIX 'y en la fase tardia se codifican las proteinas L1, L2,
L3, L4 y L5. La principal funcion de las proteinas de la fase temprana es forzar a la
célula a entrar a la fase S con el objetivo de promover las condiciones 6ptimas para la
replicacion del DNA virico y suprimir la respuesta antiviral del huésped. Las
proteinas de la fase intermedia intervienen en la estabilizacion de la estructura de la
capside. Mientras que las proteinas de la fase tardia son las proteinas estructurales de
las nuevas particulas viricas.

La familia Adenoviridae actualmente agrupa a 5 géneros diferentes que infectan a
los humanos y a un amplio nimero de especies animales: Atadenovirus,
Aviadenovirus, Ichtadenovirus, Mastadenovirus Yy Siadenovirus (International
Committe on Taxonomy of Viruses, Version vigente 2012). Los adenovirus humanos
(HAdV) pertenecen al género Mastadenovirus. Actualmente hay mas de 60 tipos de
HAdV, agrupados en 7 especies diferentes (A-G), siendo los HAdV D la especie con
mas miembros (Robinson et al., 2013).

Las principales enfermedades producidas por HAdV van desde, gastroenteritis
(HAdV F), infecciones respiratorias (principalmente HAdV B y C) y conjuntivitis
(HAdV B y D). Sin embargo estos virus tambien pueden causar otras enfermedades
como, cistitis, encefalitis y meningitis. Los HAdV también se han relacionado con
algunas transmisiones de primates a humanos (Wevers et al, 2011) y también se ha
especulado como posible causa de obesidad (Esposito et a. 2012).

Las infecciones por HAdV estan extendidas en toda la poblacién en general.
Aproximadamente el 60% de las infecciones por HAdV se produce en nifios menores
de 4 afios. El 47-55% de las infecciones pueden ser asintomaticas. Se cree que los
HAdV son responsables del 5-10% de las infecciones respiratorias en nifos.
Después de infecciones agudas por los HAdV, estos se pueden secretar a través de las



heces durante meses e incluso afios, siendo este hecho probablemente el principal
responsable de la diseminacion endémica de HAdV a través de la ruta fecal — oral y
respiratoria (Carter, 2005). Ademas algunas infecciones pueden persistir en algunos
tejidos en fase latente, como ejemplo adenoides, tracto intestinal urinario (Carter,
2005).

Los HAdV son detectados frecuentemente en agua fecalmente contaminada y
también han sido identificados en moluscos bivalvos (Pina et al. 1998; Formiga-Cruz
et al., 2002; Carter, 2005). Los HAdV se han reportado consistentemente en casi el
100% de muestras de agua residual de diferentes zonas geogréficas analizadas (Bofill-
Mas et al., 2000; Fumian et, 2013) También se han detectado HAdV en agua de rio,
lago y mar (Puig et al., 1994; Pina et al. 1998; Albinana-Gimenez et al, 2009; Wyn-
Jones et al., 2011; Vieira et al., 2012). La elevada prevalencia y estabilidad de los
HAdV, asi como su origen humano, sugieren que estos virus pueden ser utilizados
como indicadores de la presencia de virus entéricos en el medio ambiente (Pina et al.,
1998; Bofill-Mas et al., 2000; McQuaig et al., 2006; Miagostovich et al., 2008; Wyn
Jones et al., 2011; Vieira et al., 2012).

Polyomavirus JC

Los polyomavirus son el Unico género de la familia Polyomaviridae, sin embargo,
recientemente el Grupo de Estudio de los Polyomavirus en el comité Internacional
para la Taxonomia de Virus (Johne et al, 2011), ha propuesto tres géneros mas que
incluyan a los polyomavirus de mamiferos (Orthopolyomavirus y Wukipolyomavirus)
y otro de aves (Avipolyomavirus). Los miembros de esta familia son virus no
envueltos de un didmetro de 40-45 nm, con una estructura icosaedrica y un genoma
ADN circular de doble cadena de aproximadamente 5,000 pb que se encuentra super
enrollado a 4 histonas de origen celular (H2A, H2B, H3 y H4).

Los polyomavirus incluyen diferentes especies que pueden infectar una gran
variedad de vertebrados; aves, roedores, vacunos, simios y humanos. A pesar de que
los polyomavirus tienen una estructura y organizacion genética muy conservada, estos
virus tienen una estrecha especificidad de huésped y celular, lo cual estd determinado
a nivel extracelular, por la ausencia/presencia de receptores especificos y a nivel
intracelular, por la presencia/ausencia de factores celulares que permiten coordinar la
expresion de los genes viricos y la viabilidad del ciclo de infeccion virico (Dalianis y
hirsch, 2013).

La familia Polyomaviridae actualmente agrupa a 11 especies de polyomavirus
humanos (Tabla 2), de los cuales 6 han sido descubiertos en los ultimos 6 afios
(DeCaprio y Garcea, 2013). En 1971 los polyomavirus BK y JC fueron los primeros
polyomavirus humanos descritos. BK fue aislado a partir de la orina de una paciente
trasplantado de rifion, mientras que JC fue identificado como el agente causal de la
leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML), una enfermedad extrafia de
desmielinizacion asociada con afecciones en el sistema inmune. Se considera que los
polyomavirus después de una infeccién primaria, pueden producir infecciones
persistentes o latentes asintomaticas con niveles bajos de replicacion y de forma
permanente. La infeccidn por el polyomavirus JC (JCV), puede reactivarse de su fase
latente y manifestar sintomas de PML. Este es un proceso complejo y requiere: (1) de
una disminucién o cambios en el sistema inmune, (ii) un reordenamiento de la regién



reguladora de JCPyV para incrementar la replicacion virica, (iii) una movilizacién de
JCP yV producido a partir de la activacion de infecciones latentes en el rifion y la
medula osea, hacia las células gliales en el cerebro, y (iv) el incremento de activadores
transcripcionales y procesos de regulacion para la replicacion de JCPyV (Major, 2010;
Ferenczy, et. Al, 2012). Todos estos procesos pueden ocurrir en algunos casos de
inmunosupresion o en terapias que modulan el sistema inmune, por ejemplo en los
casos inducidos de este estado en pacientes trasplantados o con tratamientos para la
esclerosis multiple (Major, 2010; Ferenczy, et. Al, 2012; Feltkamp et al, 2013).

Tabla 2
Polyomavirus humanos. Modificado a partir de DeCaprio y Garcea, (2013)

Ano de Fuente del

descubrimiento aislamiento

Nombre Abreviacion

BK polyomavirus BKPyV Orina
JC polyomavirus JCPyV 1971 Orina, Cerebro
Karolinska Institute .
_ KIPy\W 2007 Nasofaringe
polyomavirus
Washington University .
_ WUPyV 2007 Nasofaringe
polyomavirus
Merkel cell polyomavirus MCPyV 2008 Lesion en piel
Human polyomavirus 6 HPyV 6 2010 Piel
Human polyomavirus 7 HPyV 7 2010 Piel
Trichodysplasia spinulosa- ] _
. _ TSPyV 2010 Lesion en piel
associated polyomavirus
Human polyomavirus 9 HPyV 9 2011 Piel, Sangre, Orina
Malawi polyomavirus MWPyV 2012 Heces, Verruga
St Louis polyomavirus STLPyV 2012 Heces

Virus nuevos recientemente descritos
Polyomavirus KI, WU y de Merkel cell

Desde al afio 2005 un total de 9 nuevos polyomavirus humanos se han descrito
(Tabla 2). Entre estos se encuentran los polyomavirus Kl (KIPyV) y WU (WUPyV),
aislados a partir de muestras de la nasofaringe en el 2007 por investigadores del
Karolinska Institute y Washington University, respectivamente (Allander et al. 2007;
Gaynor et al, 2007). La seroprevalencia de estos virus varia entre 55 a 90% para K1 y
entre 64 a 97.5% para WU. El tejido especifico de KI 'y WU no se ha establecido aun,
no obstante el ADN virico se ha detectado en sangre, cerebro, sistema nervioso
central, pulmon y amigdalas (Van Ghelue et al., 2012; Dalianis y Hirsch, 2013;
DeCaprio y Garcea, 2013; Feltkamp et al., 2013). A la fecha KIP yV y Wupyv no se
han asociado con una enfermedad especifica o sintoma, aunque secuencias de ambos
virus se han detectado en canceres de pulmon y linfomas (Van Ghelue et al., 2012;
Dalianis y Hirsch, 2013; DeCaprio y Garcea, 2013). Ambos virus se detectan
regularmente en muestras del tracto respiratorio, pero no hay una correlacion clara
entre KI 'y WU y una infeccion respiratoria, por lo general estos virus se han detectado
junto a otros virus conocidos.



En el afio 2008 Feng y colaboradores describieron la presencia de secuencias
viricas en cuatro carcinomas de las células de Merkel (MCC). Los anélisis posteriores
de estas secuencias viricas mostraron que estas codificaban para un polyomavirus que
posteriormente se le nombre como polyomavirus de las células de Merkel (MCPyV).
El MCC es un extrafio tumor de piel neuroendrocrino observado principalmente en
personas mayores 0 pacientes inmunosuprimidos. La prevalencia de MCPyV en MCC
es del 40 al 100%. En varias muestras de MCC positivas para MCPyV, el ADN virico
estaba integrado en el genoma de las células del tumor con un patrén idéntico,
sugiriendo que la infeccion por MCPyV vy la integracion del genoma precedieron a la
expansion de la metéstasis del cancer. (Spurgeony Lambert, 2013). Particulas viricas
y ADN de MCPyV han sido ampliamente detectados en muestras de piel. Lo que
refuerza la idea de que este virus sea parte de la microflora normal de la piel. De
hecho los eventos iniciales de la replicacion de MCPyV se ha visto que ocurren en
keratinocitos primarios, los cuales son un tipo de células prominentes de la piel y otros
epitelios estratificados (Schowalter et al., 2011, Spurgeon y Lambert, 2013). Se ha
reportado que un 80% de la poblacién adulta contiene anticuerpos contra MCPyV, por
otro lado no se han detectado anticuerpos en muestras prenatales, pero si en infantes
durante la primera década de vida, aumentando la seroprevalencia con la edad
(Spurgeon y Lambert, 2013). No obstante en estas muestras las concentraciones son
notablemente bajas cuando se comparan con las cantidades detectadas en la piel
(Spurgeon y Lambert, 2013).

No se ha establecido una ruta de transmision para los polyomavirus KI, WU y
MC, pero los datos disponibles proponen varias posibilidades. La presencia de estos
virus en el tracto gastrointestinal y en agua residual sugieren que una ruta puede ser
fecal oral (Bofill-Mas et al., 2010; Loyo et. Al., 2010; Campello et al., 2011), mientras
que la presencia en el tracto aereodigestivo supone una via respiratoria (Spurgeon y
Lambert, 2013). En el caso de MCPyV se ha sugerido que se excreta cronicamente a
través de la piel en grandes concentraciones y que puede persistir en varias
superficies, ademas los resultados que indican que la diferenciacién celular de la piel
esta relacionada con el ciclo del virus, hacen considerar una ruta de transmision
cutanea (Spurgeon y Lambert, 2013).

Salivirus / Klassevirus

Salivirus (por stool Aichi-like) es un nuevo miembro de la familia Picornaviridae
descrito en el afio 2009 en Nigeria en heces de infantes con paralisis flacida negativa
para Poliovirus (Li et al., 2009). Paralelamente en el 2009, klassevirus (por kobu-like
viruses associated with stool and sewage), otro picornavirus es descrito en heces de
infantes con gastroenteritis en dos estudios diferentes con muestras de los Estados
Unidos de Norteamérica (EEUU) y Australia y en agua residual de Barcelona
(Greninger et al., 2009; Holtz et al 2009). Genéticamente, salivirus y klassevirus son
virus idénticos y de acuerdo con el Grupo Internacional de Estudio de los Picornavirus
del Comité Internacional para la Taxonomia de los virus, a partir de febrero del 2013
ambos virus estan clasificados dentro del nuevo género Salivirus.

Los salivirus como miembros de la familia Picornaviridae, son virus no envueltos
icosaédricos de 30nm, con un genoma RNA de simple cadena de polaridad positiva de
7-9 kb. EI genoma contiene en ambos extremos una region no traducible (UTR),
siendo ésta mucho mayor en el 5°, el extremo 3’ ademas contiene una region poli-
adenilada. El extremo 5’ estd unido covalentemente a una proteina virica (VPg). El



genoma da lugar a una poliproteina que es proteoliticamente procesada en diferentes
proteinas viricas estructurales (1A-1D o VP1-VP4) y no estructurales (2A-2C y 3A-
3D).

Los salivirus / klassevirus se han asociado a gastroenteritis viricas, detectandose
en muestras de heces de diferentes regiones; Australia, China, EEUU (California,
Minnesota y San Louis), Corea del Sur, Nigeria, Nepal y Dinamarca (Greninger et al.,
2009, Holtz et al., 2009); Li et al., 2009; Shan et al., 2010; Han et al., 2012; Nielsen et
al., 2013). También se han detectado en Tunez y Nigeria en heces de pacientes con
parélisis flacida negativas para Poliovirus, (Li et al., 2009). La seroprevalencia de
estos virus fue del 6.8% de 353 pacientes analizados (Greninger et al., 2010).

En muestras ambientales salivirus / Klassevirus se detectd por primera vez en
muestras de agua residual de Barcelona a través de ensayos de PCR convencional
(Holtz et al., 2009). También se han detectado por secuenciacion en masa usando la
plataforma 454 Titamium en muestras de agua residual de Nepal (Ng et al., 2012).
Interesantemente en otro estudio empleando también secuenciacién en masa pero con
la plataforma Illumina HiSeq 2000, se reporto salivirus / Klassevirus como el virus
RNA maés abundante en muestras de agua residual de diferentes zonas de EEUU
(Bibby y Peccia, 2013). Recientemente Haramoto et al. (2013) describieron un
ensayo de RT-qPCR para estos virus, reportando 93% (13 muestras) y 16% (9
muestras) de muestras de agua residual y rio positivas en Japon y en concentraciones
méaximas de 9.7x10 copias de genomas por mL de muestras

Calidad Microbioldgica de rios, lagos y agua costera.

Los rios, lagos y agua costera pueden emplearse con fines recreativos por la
poblacion humana, por esta razén estos tipos de agua pueden clasificarse como agua
de bafio. En la actualidad, en algunos paises o regiones existen legislaciones que
regulan la calidad microbioldgica del agua de bafio (WHO, 2003; USEPA, 2004;
2006/160/EC). La actual directiva de la comision europea, describe el uso de
indicadores bacterianos para la evaluacion microbioldgica del agua, concretamente las
bacterias E.coli (EC) y los enterococos intestinales (El). Indiscutiblemente, el cambio
en lo referente a los analisis bacterianos, refleja los avances cientificos que se han
logrado en afios recientes, obteniendo una base y resultados cientificos mas firmes
(Kay et al., 1994 y Kay et al., 2004; Wiedenmann et al., 2006). La directiva vigente
no incluye el analisis para la deteccion de un indicador virico de contaminacion fecal
humana. Existen varios datos que confirman que muestras de agua recreacional
consideradas aptas para bafio segun los valores establecidos para los indicadores
bacterianos, contenian valores altos de virus entéricos humanos y que por lo tanto
estos indicadores estandar suelen fallar en la prediccion del riesgo de patdgenos
transmitidos por el agua, incluyendo los virus entéricos (Gerba et. Al., 1979 y Lipp et
al., 2001). Ademas, se ha reportado que los niveles de indicadores bacterianos no se
correlacionan con los virus, especialmente cuando los indicadores estandar se
encuentran en concentraciones bajas (Contreras-coll et al., 2002). También se han
obtenido resultados que indican que los virus, en comparacion con las bacterias, son
notablemente méas resistentes a las condiciones del medio ambiente (Thurston-
Enriquez et al., 2003, Rzezutka y Cook, 2004 y de Roda husman et al., 2009). Los
virus entéricos han sido frecuentemente asociados a gastroenteritis adquiridas con el
uso de agua recreacional (Sinclair et al., 2009). Varios estudios en Europa y EE.UU



sugieren que estas infecciones se pueden adquirir como resultado de actividades como
el canotaje, nado u otro uso recreacional del agua (Medema et al., 1995 y Gray et al.,
1997). Varios brotes de enfermedades asociadas con virus entéricos, como los
norovirus y astrovirus, en aguas recreacionales han sido ampliamente descritas, sin
embargo estos tipos de brotes facilmente pasan desapercibidos por las autoridades
sanitarias, principalmente porque no se logra definir el origen ni el agente causal.

Ademés de los indicadores bacterianos estdndar, una nueva generacion de
indicadores viricos de contaminacion fecal es necesaria. Como virus candidatos de
indicadores viricos de contaminacion fecal es necesaria. Como virus candidatos de
indicadores virales se ha propuesto los adenovirus humanos y los polyomavirus JC
(Pina et al., 1998; Bofill-Mas et al., 2000; McQuaig et al., 2006; Miagostovich et al.,
2008; Wyn —Jones et al., 2011, Vieira et al., 2012). Estos virus son considerablemente
estables en el medio ambiente y excretados por las heces y/u orina especificamente
por humanos, los cuales en la mayoria de los casos no presentan sintomas de infeccion
(Enriquez eta I., 1995; Thurston-Enriquez et al., 2003). Ademas en varios estudios,
ambos virus se han detectado en agua fecalmente contaminada.

Los sitios de bafio se pueden clasificar como agua de Calidad Excelente, Buena,
Suficiente o Insuficiente (Tabla 3)

Tabla 3 Pardmetros obligatorios y valores para la clasificacion del agua de bafio

Agua continental
Calidad
Buena®
Enterocos intestinales 330 200
UFC o NMP/mL
E. coli 800 1000 500
Agua costera y de transicion
Enterocos intestinales 185 200 100
UFC o NMP/mL
E. coli 500 500 250

*Conarreglo a la evaluacidn del percentil 95. **Con arreglo a la evaluacién del percentil 90. Tabla modificada a
partir del Real Decreto 1341/2007.

Legislacion sobre el agua en Guatemala

Guatemala no posee una administracion nacional del agua ni cuenta aun con un
marco juridico que le permita la administracion del recurso, su aprovechamiento y
conservacion. La Ley de aguas, aun no ha sido aprobada y la falta de informacion o
consenso con las comunidades provocan enfrentamientos por regular el agua. A
principios de 2005, se aprob6 como iniciativa de ley, la Ley General del Agua, la cual
establecia la creacion de una institucion que se encargaria de la administracion del
recurso hidrico en el pais, sin embargo, al no haber existido consenso con diferentes
comunidades indigenas del occidente del pais, la ley fue rechazada en
manifestaciones populares previo a su promulgacion que estaba programada para
mayo de 2005. En la actualidad se esta tratando de lograr el consenso con diferentes
sectores, organizaciones no gubernamentales y especialmente con comunidades
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indigenas que por siglos han manejado el recurso hidrico localmente y conservado sus
fuentes de agua (Oliva Hernandez, 2006).

METODOLOGIAS UTILIZADAS EN LA DETECCION DE VIRUS EN AGUA

Los virus humanos presentes en el medio ambiente, frecuentemente se encuentran
en bajas concentraciones, especialmente en agua de mar, rio y lago. Por esta razén
grandes cantidades de esta agua deben ser tratadas para concentrar los virus en un
volumen mucho menor. Generalmente para el analisis de virus en agua de bafio, los
virus presentes en muestras de 10L son concentrados en un volumen final de 10 ml y
habitualmente a partir de este concentrado virico se pueden hacer analisis directos en
cultivo celular o extracciones de ADN/ARN virico para posteriores analisis
moleculares. Los protocolos para concentrar estos virus son muy diversos ya través
del tiempo estos han ido evolucionando con la principal finalidad de ser méas eficientes
y sencillos (Tabla 4)

Los virus tienen carga neta y por lo tanto polaridad, debido a esta caracteristica los
virus pueden absorberse a diferentes matrices cargadas. Ademas los virus se pueden
considerar particulas proteicas y por lo tanto tienen una masa molecular relativa (Mr >
10 (6), esto permite concentrarlos por procesos de ultrafiltracion o ultra
centrifugacion.

Basado en estas dos caracteristicas generales, se han desarrollado una gran
variedad de métodos para concentrar virus presentes en agua. De acuerdo con Block y
Schwartzbrod, (1989) cualquier método debe cumplir con los siguientes criterios:

1) Debe ser técnicamente facil de realizar y en corto tiempo

2) Debe recuperar grandes cantidades de virus

3) Debe concentrar varios tipos de virus

4) Debe tener un radio de concentracion elevado

5) No debe ser costoso

6) Debe concentrar grandes volimenes de muestra

7) Debe ser repetible (dentro de un laboratorio) y reproducible (entre
laboratorios)

Esta metodologia, debe permitir concentrar virus infecciosos para poder evaluar si
los virus en el medio ambiente realmente permanecen estables y representan un riesgo
para la salud humana. Asi mismo, dicha metodologia debe ser disefiada para evitar
concentrar grandes cantidades de compuestos que inhiban o afecte los anélisis
moleculares o de cultivo celular para la deteccion de los virus. A pesar de todas estas
recomendaciones, actualmente no hay un método que cumpla con todos estos
requerimientos. Existen tres principales enfoques para la concentracién de virus en
Guam estos se han empleado durante varios afios y también se han ido modificando o
incluso combinandose para mejorar la eficiencia en general (Tabla 4).

El control viroldgico del medio ambiente es un proceso complejo debido a la
dificultad de identificar concentraciones normalmente pequefias de virus diversos
pertenecientes a diferentes familias y que estan dispersos en grandes volumenes de
agua, biosolidos o en otro tipo de muestras ambientales. La aplicacion de la (RT)-
PCR, ha permitido identificar el papel de los norovirus como principales causantes de
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gastroenteritis relacionadas con brotes alimentarios, o detectar la gran cantidad de
virus de la hepatitis A (VHA) excretados incluso en paises que ya no se consideran
endémicos para esta enfermedad. Por ejemplo en el agua residual urbana de
Barcelona, Espana, se detecta VHA en un 57.4% de las muestras. Se han identificado
también adenovirus y polyomavirus entre los virus mas abundantes de los
regularmente detectados en aguas residuales y se ha identificado el virus de la
hepatitis E como un virus emergente que previamente se consideraba que existia
Unicamente en otras areas geograficas consideradas endémicas.

La mayor parte de virus que se transmiten por la via oral-fecal no tienen
envuelta lipidica y son relativamente resistentes al calor, la desinfeccion y los cambios
de pH. En la actualidad no se dispone de meétodos estandarizados de deteccion de
virus en agua o alimentos y esta metodologia no se aplica de forma rutinaria en los
laboratorios de Microbiologia. Las técnicas utilizadas para la obtencién de los datos
descritos por estos autores sobre adenovirus, enterovirus, norovirus, virus de la
hepatitis A y E y poliomavirus en el ambiente se han desarrollado a lo largo de
diversos trabajos y se basan en la concentracién de virus a partir de diversos
volimenes de aguas superficiales, mediante filtros electropositivos (Zeta-plus;
CUNO) segun el método descrito por Sobsey y Jones. En agua de mar los virus se
concentraron usando un método modificado de filtracion a través de membranas de
nitrato y acetato de celulosa descrito por Sinton et al.

A partir del concentrado o directamente de agua residual, de biosélidos o del
homogenizado de moluscos bivalvos, los virus son eluidos de la materia organica
mediante tampon glicina.

Tabla 4

Principales procedimientos para concentrar virus en agua. Modificado a partir
de Wyn-jones y Sellwood, 2011

Segundo paso de Volumen

Técnica Metodologia
concentracion L)
Membranas electronegativas Si 1-10
. . Membranas electropositivas Si 1-10
Adsorcion/Elucion
Cartuchos electropositivos Si 1-50
Lana de vidrio Si 1-1000
Ultrafilros Algunas veces 1-10
Ultrafiltracion
Ultrafilracion tangencial Algunas veces 1-10
- Ultracentrifugacion directa No <1
Ultracentrifugacion _ _ . .
Ultracentrifugacion/Centrifugacion/Elucion Si <1
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Meétodo para la concentracion y cuantificacion de virus
Meétodos de concentracion

Las aguas residuales urbanas contienen la suficiente concentracion de virus que
permiten la deteccion directa, o tras una etapa sencilla de concentracidn. Pero en
ocasiones los virus entéricos se encuentran en el medio acuatico en cantidades muy
pequefias, lo que hace necesario la concentracion de grandes volumenes de agua. Este
paso constituye uno de los problemas principales de la virologia ambiental (Calgua, et
al., 2008).

La mayor parte de los métodos de recuperacion de virus aprovechan las
propiedades de los virus como macromoléculas proteicas. Los virus se comportan en
el medio como un coloide hidréfilo en el que la carga eléctrica neta varia en funcion
del pH y de la fuerza ionica del medio. Ademas tienen, la capacidad de adsorberse
sobre particulas en suspension o soportes de cualquier tipo (Calgua, et al., 2008).

Un buen método de concentracién debe ser lo mas simple, rdpido y barato
posible, debe proporcionar altas tasas de recuperacion y ser aplicable a la
recuperacion de diferentes virus. EI concentrado viral obtenido debe estar libre de
posibles sustancias toxicas o inhibidores presentes en las muestras, para que pueda ser
utilizado en los procesos de deteccion subsiguientes (Calgua, et al., 2008).

Se han propuesto varios métodos de concentracion, aunque no existe un método
universal aplicable a todo tipo de agua y a todo tipo de virus. La metodologia debe
escogerse en funcion de los diferentes factores:

e Laconcentracion viral, variable segln el tipo de agua y el virus de interés.

e Eltipo de agua, ya que las variaciones en sus caracteristicas fisico-quimicas y en
la cantidad de materia organica afectan a la capacidad de agregacion de lo virus,
asi como a la eficiencia de algunos métodos (Calgua, 2012).

a. Concentracién de virus por floculacion organica

La floculacion organica aplicada comdnmente como método de concentracion
secundaria, se basa en la capacidad que tienen las proteinas para formar fléculos a
pHs &cidos. Los virus presentes en solucion son atrapados entre los fldculos
permitiendo asi su recuperacion. Se utiliza el extracto de carne, la caseina o la leche
descremada en polvo pues se ha descubierto que los virus poseen gran afinidad por
este tipo de proteinas. Es una técnica sencilla, economica y rapida, aunque los
resultados obtenidos dependen del virus (Calgua, et al., 2008; Lucena, et al., 1991).

La técnica de floculacién es més efectiva utilizando como sustrato la leche
descremada en polvo pues es mayor la afinidad que los virus presentan al tipo de
proteinas que posee la leche. Para lograr la adherencia de los virus a la leche es
necesario que esta tenga un pH aproximado a 3.5 y una conductividad igual 0 mayor a
1.5 mS, para que esta flocule y sea méas eficiente el procedimiento (Calgua, et al.,
2011; Lucena, et al., 1991).
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Se conoce que los virus en el ambiente poseen carga negativa y al modificarse su
pH haciéndolo mas &cido por debajo de su pH isoeléctrico (pHi), las particulas viricas
cambian su carga a positiva, facilitando la unién de estas particulas a las floculos de
la leche (Calgua, et al., 2011; Lucena, et al., 1991).

b. Otros métodos de concentracion de virus
i. Concentracion de virus por filtracion-elucién

Los métodos de concentracion por adsorcion-elucion sobre diferentes soportes
responden a la capacidad de los virus para asociarse a diferentes materiales:
membranas o cartuchos filtrantes, polvo de vidrio, lana de vidrio, sales metélicas,
polielectrolitos insolubles, carbon activado. En estas uniones representan un papel
fundamental la composicion quimica de los soportes, la fuerza i6nica y el pH del
medio, y la presencia de materia organica en suspension o proteinas (Lucena, et al.,
1991).

ii. Concentracion de virus por ultracentrifugacion

Basada en la capacidad de los virus de precipitar cuando son sometidos a una
fuerza centrifuga. Aplicable solo a pequefios volumenes de agua, se ha utilizado con
éxito para recuperar virus a partir de aguas con gran cantidad de materia organica o
como método de reconcentracion (Puig, et al., 1994).

iii. Concentracion de virus por ultrafiltracion

La ultrafiltracion permite la separacion mecanica de las particulas en funcion de
su peso molecular. Se utilizan membranas con un didmetro de poro inferior al tamafio
de los virus para permitir su retencidn. La suspensién virica puede pasar a través de la
membrana perpendicularmente o circular tangencialmente a la superficie. Son
métodos de gran sensibilidad aunque el caudal de filtracién suele ser pequefio y
limitado por la colmatacién de los filtros. Se ha aplicado comunmente en muestras de
aguas muy limpias y como método de concentracion secundaria (Pina, 2001).

C. Meétodos de deteccion e identificacion de virus

En la mayoria de los casos el analisis virologico e identificacion, se efectua
después del proceso de concentracion de particulas viricas a partir de la muestra. Los
sistemas de deteccion e identificacion desarrollados son complejos, econdmicamente
caros y se requiere de personal y equipamientos especializados (Primrose, et al.,
2011).

El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido la deteccion e identificacion de
bajas concentraciones de virus en muestras de diversos origenes, proporcionando la
méaxima sensibilidad y especificidad. En la actualidad la mayoria de protocolos de
deteccion e identificacion de virus estan basados en tecnicas moleculares. La
utilizacion de técnicas moleculares no implica la eliminacion de la practica de los
métodos tradicionales. Las primeras permiten incrementar la sensibilidad y
especificidad, y proporcionan resultados en el menor tiempo posible. Contrariamente,
la detecciébn molecular de virus no aporta informacion sobre viabilidad de las
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particulas viricas, caracteristicas evidenciadas unicamente mediante los estudios de
inefectividad frente a células huésped (Primrose, et al., 2011).

NORMATIVAS GUATEMALTECAS REFERENTES A BACTERIAS Y VIRUS EN
AGUA.

La legislacién Guatemalteca actual, no contempla el parametro microbiol6gico de virus en
el agua, al hacer referencia a los reglamentos COGUANOR NTG 29001 (Norma Técnica
Guatemalteca de Agua para el consumo humano —Agua potable-) y el Reglamento de las
Descargas y Reuso de Aguas Residuales y de la Disposicion de Lodos (Acuerdo Gubernativo
236-2006).

Lo concerniente al pardmetro microbiolégico de bacterias, si es regulado por el
reglamento y la norma mencionados en el parrafo anterior, siempre referente al agua Potable y
al agua residual, como podré observarse en el siguiente cuadro:

Tipo de Agua
Agua Agua Agua
Parametro Residual Potable Envasada
Microbioldgico
Coliformes Fecales NMP <1x10* NA NA
No
Coliformes Totales y E. detectables
coli NA 100 mLde NA
Pseudomona Aeruginosa NA NA Ausente

NA: No Aplica.
NMP: NUmero més probable.

Debe destacarse que para aguas naturales: Rios, riachuelos, manantiales, Lagos, laguna,
Mar, etc., no se cuenta con normativas ni reglamento nacional.

El pardmetro de Pseudomonas, obedece a la Norma Guatemalteca Obligatoria de Agua
Envasada para Consumo Humano —-COGUANOR NGO 29005-.

15



1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.3.1 ANTECEDENTES EN GUATEMALA

El agua es un bien natural que se consume diariamente y que no puede sustituirse
por otro bien o producto. Es un bien social porque coadyuva al bienestar y la salud
individual y colectiva. Es un bien econdmico porque contribuye al desarrollo personal
y de las comunidades. EIl agua es un bien, pero por sobre todo es un derecho y es un
derecho humano inalienable e imprescindible. La relacion entre agua potable-
saneamiento béasico y la salud (enfermedades por contaminacion hidrica y muerte por
diarrea, son dos variables estrechamente vinculadas, el contagio de enfermedades que
se transmiten por el agua se debe a la falta de higiene, principalmente de agua
contaminada (de mala calidad) y/o aguas residuales vertidas a rios y lagos.

En Guatemala 4 de cada 10 habitantes se ve afectado anualmente por
enfermedades causadas por contaminacién del agua y malas practicas higiénicas
(.RASGUA 2007). Solo el sistema de salud publica atendié mas de un 1.3 millones de
casos en el 2005 y de estos a mas de medio millon de nifios y nifias. El estudio del
Banco Mundial “Agua, saneamiento y pobreza” destaca la transmision a través del
ciclo corto (falta de aseo personal) y el ciclo largo (contaminacién ambiental).

Figura No.1

CONTAMINACION POR AGUAS NEGRAS: CICLO CORTO Y LARGO

Fuente: Agua, saneamiento y la pobreza. Banco Mundial 2003

Figura 3: Formas principales de exposicion humana a los agentes patégenos del
ambito acuatico (adaptado de Maybeck et al, 1989)
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Un diagndstico realizado en el afio 2005 por Plan Internacional en 447
comunidades rurales del interior del pais de 14 municipios y 6 departamentos,
realizado por Plan Internacional: dio como resultado que el 97% del agua para
consumo humano estaba contaminada con E. coli, infraestructura de saneamiento
sumamente precario a cielo abierto en todas las comunidades, asi como aguas
residuales sin disposicion y malas practicas higiénicas.(Plan Internacional Mayo 2007,
present. Power point). En la grafica que sigue, se presenta la relacion entre
enfermedades gastrointestinales por contaminacion del agua, a partir de la
conformacién de grupos de departamentos segin la pobreza media que reportan los
mismos, agrupados de mayor a menor porcentaje de pobreza media.

Relacion salud y agua y saneamiento
1400000
"
1200000 ;
i
i
1000000
T LT
800000 otal poblacién sin fuentes
mejoradas
ke = 600000 Morbilidad general por
TS ] contaminacion del agua
a9 | |
=] a 400000 1 i g Morbilidad 1-4 afios por
S8 g i : contaminacion del agua
200000 -I § ; # Mortalidad por diarrea
L ' B
o l. L - T s
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(77%) (54%) (61%) (55%) (54%)
Departamentos por grupo y % pobreza media
Fuente: Elaboracién propia en base a datos del XI Censo de Poblacién y Memoria vigilancia epidemioldgica 2005.

MSPAS.

La segunda causa de mortalidad general en los departamentos del grupo 1 (San
Marcos, Quiche, Huehuetenango, Alta Verapaz y Peten), es la diarrea. Pero para el
grupo 5 (Sacatepéquez, Zacapa, Baja Verapaz, Jalapa y el Progreso) en unos no
aparece entre las 10 primeras causas y en otros es la sexta causa de mortalidad
general. La morbilidad general en 2005, a causa de la contaminacion del agua fue en
total 1.3 millones y la infantil de 400 mil casos reportados. Para el grupo 1, la
morbilidad general fue de 485,758 (38%), la morbilidad de nifios y nifias de 165,500
(41%) y la mortalidad de 1-4 afios 482 el 51% del total. Es evidente que contar con
agua potable de buena calidad y servicios sanitarios adecuados reduce las
enfermedades transmisibles especialmente la diarrea.

La relacién que existe entre la poblacion que carece de servicios, principalmente
agua potable, estd fuertemente asociada con el numero de casos reportados de
enfermedades gastrointestinales (diarreas, amebiasis, parasitos etc.) y otras de
transmision de la piel y por vectores. La crisis del agua potable y saneamiento basico
se traduce en pobreza y precarias condiciones de salud para la poblacién que habita el
area rural y las areas peri urbanas.

El Il Informe de Avances de los Objetivos del Milenio —-ODM- de SEGEPLAN
(Secretaria General de Planificacion de la Presidencia), sefiala que las enfermedades
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diarreicas se relacionan directamente con el acceso al agua potable y el saneamiento.
Menciona que en el nivel socioecondmico méas bajo se ha incrementado la frecuencia
de enfermedades diarreicas agudas y lo contrario sucede en el nivel mas alto. Las
enfermedades diarreicas son mas recurrentes en aquellos hogares que i) carecen de
servicios basicos, ii) estan ubicados en el area rural y con mayor poblacién indigena y
iii) casi seguramente con niveles bajos de educacion.

Fuente: Valoracion Estratégica sobre la importancia del agua potable y el saneamiento

basico para el desarrollo, la salud y la educacion en Guatemala RASGUA (Red de
Agua y Saneamiento de Guatemala) Dic. 2007
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1.3.2 JUSTIFICACION DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

La calidad del agua y por lo tanto la salud humana pueden verse afectadas por la
presencia de microorganismos entéricos patdgenos, este producto del vertido de aguas
residuales al medio ambiente acuatico. Este tipo de contaminacion causa importantes
problemas en la salud publica y en el medio ambiente especialmente en paises pobres
y en vias de desarrollo. Los conocimientos del papel del agua en la transmisién de
estos agentes patdgenos en el medio ambiente varia; el papel de los virus entéricos es
menos conocida que otros microorganismos como las bacterias y los protozoos, sin
embargo en los ultimos afios se han venido realizando diversos estudios para entender
el comportamiento de los virus en el medio ambiente.

Los virus entéricos son trasmitidos por la via fecal-oral, por lo tanto pueden causar
infecciones severas al ser humano cuando estos entran en contacto con agua o
alimentos contaminados. Los virus entéricos son excretados a través de las heces
fecales en grandes cantidades principalmente por individuos infectados, usualmente
entre 10° y 10* particulas viricas por gramo.

Existe una alta prevalencia de virus en el medio ambiente, lo que causa un
importante impacto en la salud puablica e importantes pérdidas econdémicas
principalmente a travées de la transmision de virus por agua y alimentos. En estudios
realizados sobre el virus de la hepatitis E se ha observado, analizando aguas residuales
en Europa y Estados Unidos, que existe una elevada prevalencia de este virus en areas
geogréficas que se consideraban libres de cepas endémicas y también que existen
casos clinicos esporadicos y reservorios animales, por lo que se puede considerar
como una potencial zoonosis. La deteccién de poliomarivus en practicamente 100%
de las muestras de aguas residuales sugiere su utilizacibn como potenciales
indicadores de contaminacion viral humana, en adicion a los adenovirus humanos.

Con la ejecucion del presente proyecto de investigacion logramos estandarizar la
metodologia para la concentracion y deteccion de virus en agua de mar, rio y lago, por
lo tanto contamos con métodos estandarizados de deteccion de virus en aguas. Asi
mismo encontramos la evidencia cientifica del hallazgo de virus patdégenos en los
diferentes tipos de agua para uso y consumo humano como son los Adenovirus y
Polyomavirus JC.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Caracterizar y evaluar los virus entéricos contaminantes, presentes en diferentes tipos
de agua relacionados con el consumo y uso humano.

.42  Objetivos Especificos

Caracterizar y evaluar los virus entéricos contaminantes presentes en diferentes tipos
de aguas (aguas residuales, lagos, rios, aguas costeras y aguas de pozo) en Guatemala.

Evaluar metodologias diagnoésticas de punta para la concentracion de virus en biologia
molecular y de cultivo celular.

Caracterizar molecularmente mediante genotipificacion y analisis filogenético los
resultados obtenidos de los virus detectados en Guatemala.

Tipificacion y andlisis filogenéticos de los resultados obtenidos en reacciones de
secuenciacion de los virus detectados en Guatemala con gastroenteritis

Genotipificar y analizar los resultados obtenidos con los datos epidemiol6gicos de
brotes relacionados con gastroenteritis obtenidos por el Laboratorio Nacional de
Salud.

Dar recomendaciones para la prevencion de virus contaminantes presentes en
diferentes tipos de aguas en Guatemala.

Divulgar a las autoridades, actores sociales e instituciones en el campo de su
competencia la informacidn obtenida de la investigacion.
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.5 MATERIALES Y METODOS:

1.5.1 LOCALIZACION

La investigacion se realizd en el Laboratorio Nacional de Salud que se encuentra
ubicado en el Kildmetro 22 carretera al Pacifico en Barcena, del Municipio de Villa
Nueva.

Su ubicacion con respecto a los meridianos y los tropicos corresponde a una
Latitud de Latitud 14°31°32”” Norte, Longitud 90°35°15”’ Oeste del meridiano de
Greenwich. Con un Clima templado de 15 grados Minimo y 28 grados méaximo con
un promedio de 21° C.

1.5.2 RECLUTAMIENTO:

Toma de muestras:

Las muestras de agua utilizadas en el presente estudio se tomaron y se
transportaron segun la norma 1SO 19458, 2006. (Calidad del agua. Muestreos para
andlisis microbiol6gicos. Guias para planear un muestreo, procedimientos de muestreo
y transporte para andlisis microbioldgicos, manipulacion y almacenamiento de
muestras hasta ser analizadas)

Puntos de muestro y tipos de muestra:

Se colectaron muestras de 10 L para las muestras, en triplicado, excepto para agua
residuales que se colectaron 50 mL.
Agua de mar (Puerto San José, Puerto Barrios, Mariscos, Matias de Galvez)
Agua de lago (lago Amatitlan y Atitlan)
Agua de pozo Los Aposentos Chimaltenango (regién endémica de gastroenteritis)
Aguas residuales (planta de tratamiento Bello Horizonte)

Concentracion los virus presentes en las muestras:
Los virus presentes en las muestras ambientales se concentraron segun protocolos
previamente descritos, ver metodologia.

Resumidamente, las muestras se concentraron por métodos eficientes, de bajo
costo y facilmente estandarizables. Los métodos se basan en la concentracion de los
virus a través de una floculacion organica con leche descremada de laboratorio. Ver
metodologia

Deteccion molecular de virus entéricos:
Todos los ensayos de deteccion molecular se realizaron basandose en protocolos
previamente descritos en publicaciones cientificas.

Extraccion de acidos nucleicos (AN) virales:

Los AN virales se extrajeron a partir de un volumen de los concentrados virales
obtenidos en el proceso de concentracion de virus de las muestras ambientes.
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La extraccion se realizo empleando el Kit comercial “QIAamp viral RNA
kit“(Qiagen) y seglin las instrucciones del fabricante.

Cuantificacion por PCR cuantitativa (qQPCR) de los virus entéricos:

Se cuantificaron los genomas virales de los siguientes virus entéricos presentes en
las muestras ambientales. Los ensayos de cuantificacion se realizaran empleando un
juego de oligonucledtidos y una sonda TagMan especificos para cada virus.

Los virus a cuantificar fueron:
» JC polyomavirus
» Adenovirus

Deteccidn por nested PCR (nPCR) de virus entéricos:

Para tipificar los virus entéricos cuantificados en las muestras ambientales, se
realizaron también ensayos de nPCR de algunas muestras cuantificadas por qPCR.
Los amplicones obtenidos se secuenciaron. Las secuencias obtenidas se compararon
con otras ya existentes en bancos de datos.

1.5.3 RECOLECCION DE MUESTRAS:

La recoleccion de las muestras se realizé durante los meses de Noviembre 2012 a
Agosto 2014 en los siguientes Rios, Lagos y Puertos del pais: Lago Peten Itz4, Peten,
Rio Dulce, Mariscos, Bahia de Amatique, en lIzabal, Rio el Naranjo, Rio La Gloria,
Rio Zepela, Lagos: San Marcos La Laguna, Lago de Atitlan, Lago de Amatitlan, Los
Aposentos Chimaltenango, Puerto San José Y Teneria Herrera, Laguna Lemoa en
Quiche.

1.5.4 NUMERO DE MUESTRAS
Se llevo a cabo 19 muestreos de los diferentes lugares arriba mencionados

Procedencia Total
Los Aposentos,
Chimaltenango

Rio Dulce, Izabal

Rio El Naranjo, Peten
Lago de Amatitlan
Mariscos, Izabal

Lago Petén Itza

Puerto  Matias de
Galvez

Puerto San José

Rio la Gloria Amatitlan
Rio Zepela

San Marcos la Laguna,
Atitlan

Teneria Herrera

Total

N P PR U R RPRR WR R

-
©
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1.5.5 ANALISIS DE LABORATORIO:

En este estudio se tomaron en triplicado las muestras de 10 litros cada una, se
realizaron los procedimientos de concentracion de virus en las aguas de los diferentes
muestreos tanto de mar, lago, rio y muestras residuales por el método de floculacién
orgéanica.

1.5.6 FICHA (INSTRUMENTO RECOLECCION DE DATOS (ver anexo 1):

1.5.7 METODOLOGIA:

REACTIVOS:

> Kit de extraccion para purificacion de arn viral; protocolo de: influenza porcina;
version: 2009; extraccion: arn; equipo: giacube;

» Primer R Adenovirus

» Primer F Adenovirus

» Sonda Adenovirus

» TagMan Environmental Master Mix 2.0 4x200 rx

» Quanti Tect Probe RT-PCR Kit

» QIAgen OneStep RT-PCR Kit (100)

» AmpliTag Gold DNA Polymerase + Gold Buffer, 6x250 U

» Rnase Inhibitor

> Platinum ® Tag DNA Polymerase, 500 rx

» Dnase | Kit

» Glicina, 1 Kg

» Difco Skim Milk, 500 gr.

» UltraCruz Mounting Medium, 10 ml

» MEM Powder (autoclavable), 50 L

» MEM-Earles w/o L-Glu, 500 ml x 10 u

MATERIALES E INSTRUMENTOS:

Equipo

Equipo para concentracion viral

Centrifuga con capacidad de 250ml y velocidad de 4,000xg
Envases de vidrio o plastico con fondo plano con capacidad de 250ml.
Medidor de pH, termdémetro y conductimetro

Tubos conicos con una longitud de 100-200cm

Pipetas calibradas estériles descartables

Tubos plasticos esteriles de 1.5 y 10-15mL (Eppendorf)
Agitadores magnéticos e iman

Bomba peristaltica para extraccion de sobrenadante
Cronometro con capacidad para 8 a 10 horas

Colector de desechos (bote pléastico)

YVVVVVVVVYVYY

23



Equipo para determinacion y cuantificacion de virus PCR

VVVVVY VVVVVVVVVVVVYY

Vortex

Cabina de bioseguridad

Gabinete de flujo laminar

Congelador -20 °C

Congelador a -80 °C

Centrifuga

Centrifuga placas

Viales de 2 mL para extraccion de ADN

Crioviales

Criobox

Incubadora a 37 °C

Microcentrifuga

Pipetas automaticas de 1 a 10 pL, 5 a 50 pL, de 10 a 100 pL, 10 a 200 pL y de
100 a 1000 pL

Puntas para micropipetas (1 a 10 pL)

Puntas para micropipetas (5-50 pL y de 10 -100 pL)
Puntas para micropipetas (100-1000 pL)

PCR tiempo real applied Biosystem

Recipiente para descartar material bioinfeccioso
Viales de almacenamiento de 1.5 mL

Reactivos

Reactivos para concentracion de virus

YVVVYVYYY

Acido Clorhidrico (1N)

Hidroxido de Sodio (1M)

Leche descremada (Difco ref. 232100)

Buffer de Fosfatos (PBS)

Sales marinas artificiales (Sigma Ref. S9883)

Estandar de Adenovirus a concentracion de 53,700,000Cg/L.

Reactivos para determinacion y cuantificacion de virus PCR

Reactivos para extraccién de ADN

YVVVYVYVYYVYYVY

Y

Buffer AVL (Buffer de lisis para la purificacion del acido nucléico viral)
Buffer AWL1 concentrado (Buffer para desnaturalizar proteinas en las muestras)
Buffer AW2 concentrado (Buffer para la purificacion de ADN)

Buffer AVE (Buffer para disolver carrier ARN)

Sondas y primers para extraccion de ADN

TagManEnviromental Master Mix 2.0

Sonda de ADN de adenovirus humano AdP1 (5°-
FAMCCGGGCTCAGGTACTC- CGAGGCGTCCT-TAMRA-3") a una
concentracion final de 0.225 pM

Primers de ADN de adenovirus humano Adf (5”-
CWTACATGCACATGKCSGG-3") y AdR (5"-CRCGGCARAAYTGCACCG-
3") a una concentracion final de 0.9 uM
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CONCENTRACION DE VIRUS EN AGUA DE MAR, RIO, LAGO Y
RESIDUALES POR EL METODO DE FLOCULACION ORGANICA.

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Equipo:

» Centrifuga de alta velocidad (8000 xg) con capacidad de 500 mL
> Potenciometro

» Termometro

» Conductimetro

Materiales:

» Tubos pléasticos de 100 — 200 cm de longitud

» Pipetas graduadas, desechables y esterilizadas

» Tubos pléasticos esterilizados de 1.5y 10 — 15 mL (Eppendorf, Falcons, etc)

» Recipiente para centrifuga (500 mL)

» Revolvedores magnéticos e imanes

> Recipientes plasticos o de vidrio con base plana que permitan el uso de
revolvedores magnéticos

> Bomba peristaltica para remover la supernata

» Controlador de tiempo

Reactivos:

Acido hidrocldrico (1N)

Hidrdxido de sodio (4% p/v = 1M)

Leche descremada (SM), (Difco Ref. 232100)
Fosfato amortiguador pH 7.5

Sales marinas (Sigma Ref. S9883)

YVVYVYYVYV

CONCENTRACION DE VIRUS EN AGUA DE MAR
Principio:

10 L de agua marina es acidificados antes de agregar 100 mL de leche
descremada pre-coagulada. La muestra se homogénea por 8 — 10 horas para
permitir que los virus presentes se absorban en el grumo. La muestra es colocada
en reposo para sedimentar los grumos por 8 — 10 horas. La supernata es extraida
usando una bomba peristaltica, y el volumen remanente con sedimento
(aproximadamente 500 mL) es centrifugado para redisolver el grupo de grumos en
10 mL de fosfato amortiguador a pH 7.5.

Preparacion de reactivos:
Acido hidroclorico 1 N:

A un balon de 500 mL, agregar 400 mL de agua desionizada, luego, agregar
lentamente 34.4 mL de Acido hidroclérico concentrado, dejandolo resbalar por las
paredes, agitar suavemente, dejar enfriar. Anotar en el cuaderno de trabajo del
analista responsable de la preparacién el volumen de &cido hidroclérico utilizado.
Transferir a un frasco de vidrio con tapadera hermética, etiquetar el nimero de lote
y fecha de expiracion.
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Hidroxido de sodio (1 M/49%):

En un balén de 500 mL esterilizado disolver 4 g de hidréxido de sodio en 400
mL de agua desionizada. Transferir a un frasco de vidrio o plastico con tapadera
hermética. Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Leche descremada pre-coagulada (PSM) 1% (W/V):

Disolver en un balon de 500 mL usando un revolvedor magnético 1 g de leche
descremada (Difco Ref. 232100) en 100 mL de agua marina artificial. Etiquetar
debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Fosfato amortiguador:
1:2 v/v de Na;HPO, 0,2 M y NaH,PO, 0,2 M a pH de 7.5. Etiquetar con el
numero de lote y la fecha de expiracion.

Agua marina artificial:

En un baldn de 1 L aforar con agua de grifo declorada. Agregar 33,33 g de sal
marina artificial (Sigma Ref. S9883). Dejar reposar en cuarto frio toda la noche
para disolver si es necesario. Agitar o revolver el recipiente para ayudar a mezclar.
Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Procedimiento de analisis:

Preparacion de PSM (1%):

Chequear la calibracion del medidor de pH en el rango alcalino y acido y
recalibrar si fuera necesario.

Por cada muestra de agua marina prepare 100 mL de PSM 1% (p/v) en agua
marina artificial y después de disolver ajustar el pH a 3.5 (£ 0,1).

No autoclavear. EI PSM deberé ser preparado justo antes del proceso.

Condicionamiento de agua y coagulacion:

Siempre use una muestra extra como control positivo del proceso, esta muestra
seria una muestra ambiental semejante a las que van a ser probadas pero seran
germinadas con una concentracion conocida de particulas virales usadas como un
control.

Siempre preparar un control negativo de la concentracién mediante el uso de
agua de chorro.

Si la muestra presenta una alta cantidad de material suspendido (arena y otros
materiales) dejarla sedimentar por 15 minutos. Recuperar el agua dentro de un
nuevo recipiente usando una bomba peristaltica y una pipeta plastica conectada a
un tubo de plastico. Usar una pipeta plastica diferente para cada muestra.

Ajustar el pH de la muestra de agua de mar a 3.5 (x 0,1) mediante la adicion de
HCI 1 N. Este paso es importante para la concentracién de los virus para asegurarse
que el pH ha sido apropiadamente ajustado. Mezclar el agua mediante agitacion
vigorosa mientras se agrega HCI.

Registrar el pH de las muestras antes y después del acondicionamiento
conforme el volumen de HCI es usado.

Agregar 100 mL de PSM 1% a la muestra de agua marina.

Para muestras germinadas: agregar 1 mL de una solucién de cada virus a la
muestra. Mezclar revolviendo evitando salpicar o crear un efecto aerosol.
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Revolver las muestras despaciosamente durante 8 — 10 horas para permitir que
los virus sean absorbidos por el grumo. Es recomendado el uso de un contador para
apagar automaticamente el proceso de revolver.

Parar de revolver y permitir que el grupo sedimente por gravedad durante 8 —
10 horas.

Recoger y re-disolver los grumos. Centrifugacion.

» Remover la supernata usando una bomba peristéaltica y una pipeta plastica
conectada a un tubo plastico. Para muestras germinadas la supernata deberia
ser recogida dentro de una botella desinfectada. En todos los casos tener
cuidado de no afectar los grumos.

Recoger el sedimento con los grumos (aproximadamente 500 mL) dentro de
una botella centrifuga.

Balancear los recipientes agregando PSM pH 3.5.

Centrifugar los recipientes mediante una velocidad de 8,000 xg durante 30
minutos a 4 °C.

Tan pronto la centrifugacion se detenga, remover los recipientes centrifugos,
cuidadosamente de la centrifugadora.

A\

YV VYV

Suspension de grumos.

» Muy cuidadosamente verter y descargar la supernata. Seguir las medidas
apropiadas para los materiales infecciosos.

» Agregar 7 mL de fosfato amortiguador para cada botella centrifuga.

» Una vez los grupos han sido disueltos, mida y agregue fosfato amortiguador
para alcanzar un volumen de 10 mL.

» Homogenizar el concentrado viral girdndolo rdpidamente, distribuya 10 mL en
tubos eppendorf los cuales deben ser guardados para futuro analisis.

CONCENTRACION DE VIRUS EN AGUA DE RIO.
Principio:

10 L de agua de rio son acidificados antes de agregar 100 mL de leche
descremada pre-coagulada. La muestra se homogénea por 8 — 10 horas para
permitir que los virus presentes se absorban en el grumo. La muestra es colocada
en reposo para sedimentar los grumos por 8 — 10 horas. La supernata es extraida
usando una bomba peristaltica, y el volumen remanente con sedimento
(aproximadamente 500 mL) es centrifugado para redisolver el grupo de grumos en
10 mL de fosfato amortiguador a pH 7.5.

Preparacion de reactivos:
Acido hidrocldrico 1 N:

A un balén de 500 mL, agregar 400 mL de agua desionizada, agregar
lentamente 34.4 mL de Acido hidroclérico concentrado, dejandolo resbalar por las
paredes, agitar suavemente, dejar enfriar. Anotar en el cuaderno de trabajo del
analista responsable de la preparacion el volumen de acido hidroclorico utilizado.
Transferir a un frasco de vidrio con tapadera hermética, etiquetar el nimero de lote
y fecha de expiracion.
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Hidroxido de sodio (1 M/49%):

En un baldn de 500 mL esterilizado disolver 40 g de hidréxido de sodio en 400
mL de agua desionizada. Transferir a un frasco de vidrio o plastico con tapadera
hermética. Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Leche descremada pre-coagulada (PSM) 1% (W/V):

Disolver en un balén de 500 mL usando un revolvedor magnético 1 g de leche
descremada (Difco Ref. 232100) en 100 mL de agua marina artificial. Etiquetar
debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Fosfato amortiguador:
1:2 viv de Na;HPO, 0,2 M y NaH,PO, 0,2 M a pH de 7.5. Etiquetar con el
numero de lote y la fecha de expiracion.

Agua marina artificial:

En un baldn de 1 L aforar con agua de grifo declorada. Agregar 33,33 g de sal
marina artificial (Sigma Ref. S9883). Dejar reposar en cuarto frio toda la noche
para disolver si es necesario. Agitar o revolver el recipiente para ayudar a mezclar.
Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Procedimiento de analisis:

Preparacion de PSM (1%):

Chequear la calibracion del medidor de pH en el rango alcalino y acido y
recalibrar si fuera necesario. Por cada muestra de agua de rio prepare 100 mL de
PSM 1% (p/v) en agua marina artificial y después de disolver ajustar el pH a 3.5 (+
0,1). No autoclavear.

Condicionamiento de agua y coagulacion:

Siempre use una muestra extra como control positivo del proceso, esta muestra
seria una muestra ambiental semejante a las que van a ser probadas pero seran
germinadas con una concentracion conocida de particulas virales usadas como un
control.

Siempre preparar un control negativo de la concentracion mediante el uso de
agua de chorro.

Si la muestra presenta una alta cantidad de material suspendido (arena y otros
materiales) dejarla sedimentar por 15 minutos. Recuperar el agua dentro de un
nuevo recipiente usando una bomba peristaltica y una pipeta pléastica conectada a
un tubo de pléastico. Usar una pipeta plastica diferente para cada muestra.

La conductividad deber ser mayor a 1200 us. Ajustar conductividad con sales
artificiales.

Ajustar el pH de la muestra de agua de rio a 3.5 (+ 0,1) mediante la adicion de
HCI 1 N. Este paso es importante para la concentracion de los virus para asegurarse
que el pH ha sido apropiadamente ajustado. Mezclar el agua mediante agitacion
vigorosa mientras se agrega HCI.

Registrar el pH de las muestras antes y después del acondicionamiento
conforme el volumen de HCI es usado.

Agregar 100 mL de PSM 1% a la muestra de agua de rio.

Para muestras germinadas: agregar 1 mL de una solucion de cada virus a la
muestra. Mezclar revolviendo evitando salpicar o crear un efecto aerosol.
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Revolver las muestras durante 8 — 10 horas para permitir que los virus sean
absorbidos por el grupo. Es recomendado el uso de un contador para apagar
automaticamente el proceso de revolver.

Parar de revolver y permitir que el grupo sedimente por gravedad durante 8 —
10 horas.

Recoger y re-disolver los grumos. Centrifugacion.

» Remover la supernata usando una bomba peristaltica y una pipeta pléstica
conectada a un tubo plastico. Para muestras germinadas la supernata deberia
ser recogida dentro de una botella desinfectada. En todos los casos tener
cuidado de no molestar los grumos.

Recoger el sedimento con los grumos (aproximadamente 500 mL) dentro de
una botella centrifuga.

Balancear los recipientes agregando PSM pH 3.5.

Centrifugar los recipientes mediante una velocidad de 8,000 xg durante 30
minutos a 4 °C.

Tan pronto la centrifugacion se detenga, remover los recipientes centrifugos,
cuidadosamente de la centrifugacion.

A\

YV VYV

Suspension de grumos.

» Muy gentilmente verter y descargar la supernata. Seguir las medidas
apropiadas para los materiales infecciosos.

» Agregar 7 mL de fosfato amortiguador para cada botella centrifuga.

» Una vez los grupos han sido disueltos, mida y agregue fosfato amortiguador
para alcanzar un volumen de 10 mL.

CONCENTRACION DE VIRUS EN AGUA DE LAGO
Principio:

10 L de agua de lago y/o cuerpos de agua dulce con poca materia organica son
acidificados antes de agregar 100 mL de leche descremada pre-coagulada. La
muestra se homogénea por 8 — 10 horas para permitir que los virus presentes se
absorban en el grumo. La muestra es colocada en reposo para sedimentar los
grumos por 8 — 10 horas. La supernata es extraida usando una bomba peristéltica, y
el volumen remanente con sedimento (aproximadamente 500 mL) es centrifugado
para redisolver el grupo de grumos en 10 mL de fosfato amortiguador a pH 7.5.

Preparacion de reactivos:

Acido hidroclorico 1 N:

A un balén de 500 mL, agregar 400 mL de agua desionizada, agregar
lentamente 34.4 mL de Acido hidroclérico concentrado, dejandolo resbalar por las
paredes, agitar suavemente, dejar enfriar. Anotar en el cuaderno de trabajo del
analista responsable de la preparacion el volumen de acido hidroclorico utilizado.
Transferir a un frasco de vidrio con tapadera hermética, etiquetar el nimero de lote
y fecha de expiracion.
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Hidroxido de sodio (1 M/49%):

En un balén de 500 mL esterilizado disolver 40 g de hidréxido de sodio en 400
mL de agua desionizada. Transferir a un frasco de vidrio o plastico con tapadera
hermética. Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Leche descremada pre-coagulada (PSM) 1% (W/V):

Disolver en un balén de 500 mL usando un revolvedor magnético 1 g de leche
descremada (Difco Ref. 232100) en 100 mL de agua marina artificial. Etiquetar
debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Fosfato amortiguador:
1:2 vlv de Na;HPO, 0,2 M y NaH,PO, 0,2 M a pH de 7.5. Etiquetar con el
numero de lote y la fecha de expiracion.

Agua marina artificial:

En un baldn de 1 L aforar con agua de grifo declorada. Agregar 33,33 g de sal
marina artificial (Sigma Ref. S9883). Dejar reposar en cuarto frio toda la noche
para disolver si es necesario. Agitar o revolver el recipiente para ayudar a mezclar.
Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Procedimiento de analisis:

Preparacion de PSM (1%):

Chequear la calibracion del medidor de pH en el rango alcalino y acido y
recalibrar si fuera necesario. Por cada muestra de agua de lago y/o cualquier otro
cuerpo de agua dulce con poca materia organica prepare 100 mL de PSM 1% (p/v)
en agua marina artificial y después de disolver ajustar el pH a 3.5 (+ 0,1). No
autoclavear.

Condicionamiento de agua y coagulacion:

Siempre use una muestra extra como control positivo del proceso, esta muestra
seria una muestra ambiental semejante a las que van a ser probadas pero seran
germinadas con una concentracion conocida de particulas virales usadas como un
control.

Siempre preparar un control negativo de la concentracién mediante el uso de
agua de chorro.

Si la muestra presenta una alta cantidad de material suspendido (arena y otros
materiales) dejarla sedimentar por 15 minutos. Recuperar el agua dentro de un
nuevo recipiente usando una bomba peristaltica y una pipeta plastica conectada a
un tubo de plastico. Usar una pipeta plastica diferente para cada muestra.

La conductividad deber ser mayor a 1200 ps. Ajustar conductividad con sales
artificiales.

Ajustar el pH de la muestra de agua de rio a 3.5 (£ 0,1) mediante la adicion de
HCI 1 N.

Este paso es importante para la concentracion de los virus para asegurarse que
el pH ha sido apropiadamente ajustado. Mezclar el agua mediante agitacion
vigorosa mientras se agrega HCI.

Registrar el pH de las muestras antes y después del acondicionamiento
conforme el volumen de HCI es usado.
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Agregar 100 mL de PSM 1% a la muestra de agua de lago y/o cualquier otro
cuerpo de agua dulce con poca materia organica.

Para muestras germinadas: agregar 1 mL de una solucion de cada virus a la
muestra. Mezclar revolviendo evitando salpicar o crear un efecto aerosol.

Revolver las muestras durante 8 — 10 horas para permitir que los virus sean
absorbidos por el grupo. Es recomendado el uso de un contador para apagar
automaticamente el proceso de revolver.

Parar de revolver y permitir que el grupo sedimente por gravedad durante 8 —
10 horas.

Recoger y re-disolver los grumos. Centrifugacion.

» Remover el sobrenadante, usando una bomba peristaltica y una pipeta pléstica
conectada a un tubo plastico. Para muestras terminadas, el sobrenadante
deberia ser recogido dentro de una botella esterilizada. En todos los casos tener
cuidado de no molestar los grumos.

Recoger el sedimento con los grumos (aproximadamente 500 mL) dentro de
una botella de centrifuga.

Balancear los recipientes agregando PSM pH 3.5.

Centrifugar los recipientes mediante una velocidad de 8,000 xg durante 30
minutos a 4 °C.

Tan pronto la centrifugacion se detenga, remover los recipientes centrifugos,
cuidadosamente de la centrifugacion.

YV VV VY

Suspension de grumos.

» Muy gentilmente verter y descargar la supernata. Seguir las medidas
apropiadas para los materiales infecciosos.

» Agregar 7 mL de fosfato amortiguador para cada botella centrifuga.

» Una vez los grupos han sido disueltos, mida y agregue fosfato amortiguador
para alcanzar un volumen de 10 mL.

CONCENTRACION DE VIRUS EN AGUA RESIDUALES Y EFLUENTES
SECUNDARIOS

Principio:

50 mL de agua residual y/o efluentes secundarios se mezclan con buffer de
glicina 0,25 N, pH 9.5 para diluir los virus presentes en la materia organica, la
muestra se centrifuga después de agitar por 30 minutos con hielo 0 a 4 °C vy el
sobrenadantes resultante es acidificados antes de agregar 100 mL de leche
descremada pre-coagulada. La muestra se homogénea por 8 — 10 horas para
permitir que los virus presentes se absorban en el grumo. La muestra es colocada
en reposo para sedimentar los grumos por 8 — 10 horas. La supernata es extraida
usando una bomba peristaltica, y el volumen remanente con sedimento
(aproximadamente 500 mL) es centrifugado para redisolver el grupo de grumos en
1 mL de fosfato amortiguador a pH 7.5.

Preparacion de reactivos:
Acido hidroclérico 1 Ny 0,1 N:

A un balon de 500 mL, agregar 400 mL de agua desionizada, luego, agregar
lentamente 34.4 mL de Acido hidroclérico concentrado, dejandolo resbalar por las
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paredes, agitar suavemente, dejar enfriar. Anotar en el cuaderno de trabajo del
analista responsable de la preparacion el volumen de &cido hidroclérico utilizado.
Transferir a un frasco de vidrio con tapadera hermética, etiquetar el nUmero de lote
y fecha de expiracion.

Hidréxido de sodio (1 M/4% p/v):

En un balén de 500 mL esterilizado disolver 4 g de hidréxido de sodio en 400
mL de agua desionizada. Transferir a un frasco de vidrio o plastico con tapadera
hermética. Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Leche descremada pre-coagulada (PSM) 1% (W/V):

Disolver en un balén de 500 mL usando un revolvedor magnético 1 g de leche
descremada (Difco Ref. 232100) en 100 mL de agua marina artificial. Etiquetar
debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Fosfato amortiguador:
1:2 viv de Na,HPO, 0,2 M y NaH,PO, 0,2 M a pH de 7.5. Etiquetar con el
namero de lote y la fecha de expiracion.

Glicina amortiguador:
Glicinaa 0,25 Ny pH 9.5.

Agua marina artificial:

En un baldn de 1 L aforar con agua de grifo declorada. Agregar 33,33 g de sal
marina artificial (Sigma Ref. S9883). Dejar reposar en cuarto frio toda la noche
para disolver si es necesario. Agitar o revolver el recipiente para ayudar a mezclar.
Etiquetar debidamente el nimero de lote y la fecha de expiracion.

Procedimiento de analisis:

Preparacion de PSM (1%):

Chequear la calibracion del medidor de pH en el rango alcalino y acido y
recalibrar si fuera necesario.

Para cada conjunto de diez muestras de agua residual y/o efluentes secundarios
prepare 25 mL de PSM 1% (p/v) de agua marina artificial y después de disolver
ajustar el pHa 3.5 (£ 0,1).

No autoclavear. El PSM debera ser preparado justo antes del proceso.

Condicionamiento de agua y coagulacion:

» Mezclar 50 mL de la muestra con 100 mL de buffer de glicina 0,25 N, pH 9.5

y agitar durante 30 minutos en hielo 0 a 4 °C con agitacion magnética.

Centrifugar a 8000 xg durante 30 minutos a 4 °C.

Colocar el sobrenadante en una botella limpia de 150 mL.

Ajustar el pH de la muestra de agua residual a 3.5 (x 0,1) mediante la adicion

de HCI 1 N. Este paso es importante para la concentracion de los virus para

asegurarse que el pH ha sido apropiadamente ajustado. Mezclar el agua

mediante agitacion vigorosa mientras se agrega HCI.

> Registrar el pH de las muestras antes y después del acondicionamiento
conforme el volumen de HCI es usado.

» Agregar 1,5 mL de PSM 1% a la muestra de agua marina.

YV V
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>

Revolver las muestras despaciosamente durante 8 — 10 horas para permitir que
los virus sean absorbidos por el grumo. Es recomendado el uso de un contador
para apagar automaticamente el proceso de revolver.

Recoger y re-disolver los grumos. Centrifugacion.

Centrifugar a 8000 xg durante 30 minutos a 4 °C.
Remover el sobrenadante, usando una bomba peristaltica y una pipeta plastica

conectada a un tubo plastico. En todos los casos tener cuidado de no afectar los
grumos. Recoger el sedimento con los grumos dentro de una botella centrifuga.

Suspensién de grumaos.

>

>

>

Muy cuidadosamente verter y descargar el sobrenadante. Seguir las medidas
apropiadas para los materiales infecciosos.

Resuspender el pellet en 1 mL de fosfato amortiguador pH 7.5 para cada
botella centrifuga.

Homogenizar el concentrado viral girandolo répidamente, distribuya la
muestra en tubos eppendorf los cuales deben ser almacenados a -80 °C para
futuro andlisis.

PROCEDIMIENTO PARA EXTRACCION DE ADN VIRAL

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

La extraccion de ARN utilizando QlAamp Viral RNA Mini Kits proporciona

una manera facil para purificar el ARN viral para el uso fiable en tecnologias de
amplificacion.

Para trabajar la extraccion de ARN, deben tomarse las maximas precauciones

para evitar contaminaciones con RNasas y la degradacion del ARN. Es
importante trabajar en un ambiente libre de nucleasas, por lo que debe tratarse
todo el material para su eliminacion.

Reactivos provistos por el kit

>

YV V

Buffer AVL.: (lisis) inactiva RNasas y asegura el aislamiento de ARN viral
intacto.

Buffer AW1 (concentrado): Solucién de lavado 1.

Buffer AW?2 (concentrado): Solucién de lavado 2.

Buffer AVE: Buffer AVE es RNasa libre de agua que contiene 0.04% de
azida de sodio para prevenir el crecimiento microbiano y la posterior
contaminacion con RNasas. La azida de sodio afecta las lecturas de
absorbancia entre 220 y 280 nm pero no tiene ningun efecto en las
aplicaciones posteriores, tales como RT-PCR. Si desea determinar la pureza
de la ARN eluido, se recomienda la elucion con agua libre de RNasa en lugar
de tampdn AVE.

Carrier ARN (poly A): mejora la uniéon de los acidos nucleicos virales a la
membrana QlAamp Mini, especialmente si hay muy pocas moléculas diana en la
muestra.
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Reactivos no provistos por el kit
Etanol (96% - 100%)
Material y Equipo

Materiales provistos por el kit
» Columnas QlAamp Mini Spin
» Tubos de coleccién (2 ml)

Materiales no provistos por el kit

Puntas para pipetas de 1000ul y 200ul con filtro para uso biologia molecular
Tubos de microcentrifuga de 1.5 - 1.7 ml

Gradillas para tubos de microcentrifuga

Materiales para identificar los tubos (rétulos, marcador permanente de punta
fina)

Recipientes para descarte de residuos

EPP (Batas, guantes libres de polvo descartables, anteojos de proteccion.)
Materiales de limpieza y decontaminantes

Formulario de trabajo y registro

VVVYVY VVVY

Equipo

» Gabinete de bioseguridad

» Microcentrifuga

» Mezclador Vortex

> Pipetas automaticas de volumen regulable de 1000l y 200ul

Precauciones de seguridad y generales

En todo el momento del procedimiento use equipos de proteccion personal
(EPP) adecuada cuando trabaja con quimicos y materiales bioldgicos. Estos son:
guantes, batas y anteojos de proteccion.

NO ANADIR lejia o soluciones acidas directamente al desecho que contiene
los Buffer AVL y Buffer AWL1. Estas soluciones contienen sales de guanidina
gue son componentes altamente reactivas cuando combina con la lejia.

Riesgos y frases de seguridad se aplican para:
Buffer AVL: R20/21/22-32, S13-26-36-46 (Contiene guanidina tiocianato:
nocivo, dafino a la salud).
Buffer AW1: R20/21/22-32, S13-26-36-46 (Contiene clorhidrato de guanidina:
nocivo, irritante, dafino a la salud).

El ARN es extremadamente sensible a RNasas y siempre debe ser manejado
con cuidado. Las manos y las particulas de polvo pueden contener bacterias y
hongos que son los medios mas comunes de contaminacion de RNasa. Todos los
materiales (tubos, puntas de pipetas) deben ser libres de RNasa/DNasa
garantizados.

La limpieza es fundamental en el laboratorio para evitar contaminaciones.
Use lejia y otro producto para descontaminar superficies y equipos. Tenga en
cuenta que el alcohol al 70% utilizado como desinfectante no destruye los acidos
nucleicos.
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Procedimiento
El presente procedimiento sera realizado en el cuarto de extraccion unicamente.
Principio del método

La muestra es lisada bajo altas condiciones desnaturalizantes para inactivar
las RNasas para asegurar un aislamiento de ARN viral intacto. Seguidamente, se
ajustan las condiciones amortiguadoras para permitir que desarrolle una union
Optima de los ARN a la membrana QlAamp, la muestra es cargada dentro de la
columna de QlAamp Mini Spin. EI ARN se une a la membrana y los
contaminantes son eliminados eficientemente mediante lavados en dos pasos
usando dos diferentes buffer de lavado. Finalmente el ARN de alta calidad es
eluido en un buffer especial, listo para su posterior uso inmediato o para
almacenamiento seguro a -20 o -70°C. ElI ARN purificado es libre en proteina,
nucleasas, y otros contaminantes e inhibidores.

Preparacion de los reactivos

Adicion de carrier RNA al Buffer AVL: Adicionar 310 pl de Buffer AVE
al tubo con 310 pg de “carrier RNA” liofilizado para obtener una solucion de 1
ug/ul. Disolver el “carrier RNA” completamente, divida en alicuotas de volumen
conveniente, y almacene a —20°C. No descongele mas de 3 veces. Si el Buffer
AVL se cristaliza, incube a 80°C hasta que el precipitado sea disuelto. Calcule el
volumen de la mezcla Buffer AVL-carrier RNA necesario para cada lote de
muestra siguiendo la Tabla No. 3. Mezcle suavemente invirtiendo el tubo 10
veces. NO MEZCLE en vortex para evitar la formacién de burbujas. Anote la
fecha de preparacion.

Buffer AW1: El Buffer AW1 es suministrado como una solucion
concentrada. Antes de usar, adicionar una cantidad apropiada de etanol (96-
100%) como se indica en las instrucciones de la botella y en la Tabla No. 1. El
Buffer AWL1 es estable por 1 afio cuando es almacenado cerrado a temperatura
ambiente o hasta la fecha de expiracion del kit. Anote la fecha de preparacion en
la botella.

Tabla No. 1. Preparacion del Buffer AW1

AW1 concentrado Etanol Volumen final

95 ml 125 mi 220 ml
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Buffer AW2 EI Buffer AW2 es suministrado como una solucién concentrada.

Antes de usar por primera vez, adicione una cantidad apropiada de etanol (96-
100%) como se indica en la botella 'y en la Tabla 2. EI Buffer AW2 es estable por
un afio cuando es almacenado cerrado y a temperatura ambiente, pero es
solamente hasta la fecha de vencimiento del kit. Anote la fecha de preparacion en
la botella.

Tabla No. 2. Preparacion del Buffer AW2

AW?2 concentrado Etanol Final volumen

66 ml 160 ml 226 ml

Preparacion de otros componentes antes de comenzar el procedimiento de
purificacion:

» Limpie la superficie de trabajo y los equipos (cabina de bioseguridad,
centrifuga, vortex).

» Encienda la luz UV de la cabina de Bioseguridad por 15 a 20 minutos,
apague la luz UV y encienda el flujo durante por lo menos 5 minutos.

» Aliste los siguientes materiales:

» Tubos ependorff de microcentrifugacion de 1.5ml (no proveido en el Kkit) en
gradillas separadas e identifique con informaciones necesarias para contener
el eluido de ARN purificado.

» Tubo colector de 1.5 mL

» Columnas para MinElute QlAamp

» Tips de 1000 pl (QlAcube)

» Equilibre a temperatura ambiente 15-25°C las muestras.

» Equilibre el Buffer AVE a temperatura ambiente.

> Reuvisar que el Buffer AW1 y Buffer AW2 haya sido preparado siguiendo las
instrucciones de preparacion.

» Adicionar el Carrier RNA reconstituido con el Buffer AVE en el Buffer
AVL de acuerdo a las instrucciones.

Metodologia

Preparar Buffer AVL y carrier RNA
Calcule el volumen de Buffer AVL + Carrier dependiendo de la cantidad de
muestras a procesar, segun tabla No. 3
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Tabla No. 3. Volimenes de Buffer AVL y carrier RNA requeridos para el
procedimiento del QIAamp Viral RNA Mini kit.

No. Vol. Vol. Carrier No. Vol. Vol. Carrier
Muestras Buffer RNA-AVE Muestras Buffer RNA-AVE

AVL (uL) (ML) AVL (uL) (uL)
1 0.56 5.6 13 7.28 72.8
2 1.12 11.2 14 7.84 78.4
3 1.68 16.8 15 8.40 84.0
4 2.24 22.4 16 8.96 89.6
5 2.80 28.0 17 9.52 95.2
6 3.36 33.6 18 10.08 100.8
7 3.92 39.2 19 10.64 106.4
8 4.48 44.8 20 11.20 112.0
9 5.04 50.4 21 11.76 117.6
10 5.60 56.0 22 12.32 123.2
11 6.16 61.6 23 12.88 128.8
12 6.72 67.2 24 13.44 134.4

Procedimiento

>

>

Pipetear 560 pl del mix preparado del Buffer AVL/Carrier RNA dentro de
un microtubo colector de 1.5 ml, previamente identificados

Pipetear 140 pl de muestra dentro de los microtubos colectores del paso a.
Utilice el vortex para homogenizar la muestra, durante 15 segundos.

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. (La lisis de particulas
virales se lleva a cabo a los 10 minutos, tiempos de incubacion prolongados
no tienen efecto en la purificacion del ARN.)

Pipetear 560 pl de Etanol concentrado a cada tubo y pasar por el vortex para
homogenizar, durante 15 segundos aproximadamente. (Solo utilice Etanol,
otros alcoholes pueden contener sustancias que interfieren con la PCR.)
Identificar las mini columnas con su tubo colector. (Identificar la tapadera de
la columna, no el tubo colector.)

Trasferir 630 pl de la mezcla a cada mini columna, tapar y centrifugar a
8,000 rpm por 1 minuto.

Descartar el tubo colector de cada mini columna y colocar la columna a un
nuevo tubo colector. Si la solucion no paso en su totalidad, centrifugar
nuevamente.

Trasferir 630 pl o el resto de la mezcla a cada mini columna, tapar y
centrifugar a 8,000 rpm por 1 minuto.

Descartar el tubo colector de cada mini columna y colocar la columna a un
nuevo tubo colector. Si la solucién no paso en su totalidad, centrifugar
nuevamente.

Pipetear a cada mini columna 500 ul del Buffer AW1, cierre la columna y
centrifugue a 8,000 rpm por 1 minuto. Coloque la mini columna en un tubo
colector nuevo y descarte el tubo ya usado.

Pipetear a cada mini columna 500 ul del Buffer AW2, cierre la columna y
centrifugue a velocidad méxima por 3 minutos.

Rotular microtubos nuevos con tapa a presion (tipo Safe-Lock) con el
ndmero de las muestras.
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» Colocar las mini columnas en los microtubos anteriormente identificados.
Descartar los tubos colectores usados.

» A cada mini columna pipetear 70 ul del Buffer AVE, cierre las columnas y
deje a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugue a 8,000 rpm por un
minuto y descarte la mini columna. (Una doble elucién con 40 pl del Buffer
AVE aumenta el rendimiento hasta un 10%.)

» Almacene el eluido de ARN a -20°C. (EI ARN viral es estable hasta un afio
cuando es almacenado a —70°C.)

» Descarte las columnas, Adaptadores y tips, deje todo limpio y listo para usar
nuevamente.

Control de calidad

El control de extraccion que se utiliza, en cada corrida de 12 muestras, es
utilizar agua tipo Il (libre de RNasas y DNasas) en lugar de la muestra del
paciente. Este control debe de salir negativo en cada corrida de PCR para
asegurar que no hay contaminacion entre muestra y muestra.

En cada lote de purificacion se debe incluir como minimo un control positivo
alto, un control positivo bajo y un control negativo.

Para prevenir contaminaciones, siga las recomendaciones de buenas practicas
de laboratorios para biologia molecular.

Registre siempre el nimero de lote de los kits para cada lote de muestras que
procesara.

PCR CUANTITATIVO PARA ADENOVIRUS Y JC POLIOMAVIRUS
HUMANO.
CADA VIRUS SE REALIZA POR SEPARADO
Principio:

Consiste en la amplificacién de fragmento de ADN que han sido obtenidos
luego de la extraccion, y ser detectados y cuantificados por la técnica de gPCR o
PCR cuantitativa, la especificidad del método se logra utilizando el reactivo
TagMan que posee una sonda fluorogénica que permite la deteccion de productos o
fragmentos de ADN detectados durante toda la reaccion.

Equipo:

Vortex

Cabina de bioseguridad

Campana de flujo laminar
Congelador a -20 °C

Congelador a -80 °C

Centrifuga

Centrifuga para placar RT-PCR
Cubetas para extraccion de ADN
Crioviales

Caja de almacenamiento de muestras
Incubadora a 37 °C
Microcentrifuga

PCR tiempo real applied Biosystem

VVVVVVVVVVVVYY
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Materiales:

Pipetas automaticas de 1 a 10 puL

Pipetas automaéticas de 5 a 50 pL

Pipetas automaticas de 10 a 100 pL

Pipetas automaéticas de 10 a 200 pL

Pipetas automaticas de 100 a 1000 pL

Puntas para pipetas de 1 a 10 pL

Puntas para pipetas de 5a 50 pL y de 10 a 100 pL
Puntas para pipetas de 100 a 1000 pL

Viales de almacenamiento de 1.5 mL

VVVVVVVYVYY

Reactivos:

Reactivo para extraccion de ADN

Buffer de lisis para la purificacion de acido nucleico viral (AVL)
Buffer para la desnaturalizacion de proteinas en la muestra (AW1)
Buffer para la purificacion de ADN (AW?2)

Buffer para la dilucién de carrier ARN (AVE)

TagMan Enviromental Master Mix 2.0

Sonda de ADN de adenovirus humano AdP1 (5°-
FAMCCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA-3") auna
concentracion final de 0.225 uM.

Primers de ADN de adenovirus humano Adf (5"-
CWTACATGCACATGKCSGG-3) y AdR (5"-CRCGGCARAAYTGCACCG-
3") a una concentracion final de 0.9 pM.

» Sonda de ADN de JC Poliomavirus Humano JE3P (5"-6-FAM-
AGGATCCCAACACTCTACCCCACCTAAAAAGA-BHQ1-3).

YVVVYVYYY
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Preparacion de Reactivos:

Solucion de Trabajo:

Diluir los primers y las sondas, que se encuentran en una solucion de 100 uM, a
10 pL del primers se agregan 34,44 pL de agua, para obtener una concentracion final
de 22,50 uM y a 10 pL de la sonda se agregan 78,89 pL de agua, para alcanzar una
concentracion final de 11,25 uM.

Master Mix:
Agregar 12,5 pL de Mix 2x, 1 pL de primer 1, 1 pL de primer 2 y 0,5 pL de la
sonda.

Procedimiento de analisis:

Reaccion final:

» Agregar 15 pL de Master Mix a cada pozo de la placa.

» Agregar 10 pL de muestra en los respectivos pozos y 10 pL de agua purificada
(duplicado) para los controles negativos.

> Agregar 10 pL del estandar de las diluciones 10°a 10% 10 pL por triplicado,
utilizando una pipeta exclusiva para ADN estandar.

» Centrifugar a 3000 xg durante 3 minutos.
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Desarrollar el gPCR dentro de un adecuado sistema, seleccionando los
pardmetros apropiados (considerando el uso de la cubierta con adhesivo y el
volumen total en cada recipiente, etc.). Siguiendo la activacion del AmpliTag
Gold por 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos (15 a 95 °C y 1 minuto a 60 °C) son
desarrollados.

La cantidad de ADN seré definida como la mediana de la informacion obtenida
después de corregir el factor de diluciones cuando sea necesario.

METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION DE ARN:

>
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Afada 560 pl de solucién amortiguadora AVL a un tubo de 1,5 ml limpio y
esteril.

Afada 140 pl de muestra al tubo indicado en el paso 3, mezcle con pulsos
vorticiales durante 15 segundos e incube a temperatura ambiente durante 10
minutos.

Afada 560 pl de solucion de 95% a 100% de etanol a cada tubo y mezcle con
pulsos vorticiales durante 15 segundos.

Centrifugue el tubo brevemente en una microcentrifuga a fin de recoger las gotas
de la parte de adentro de la tapa.

Para cada muestra, rotule una minicolumna de centrifugado y coloquela en un
tubo colector de 2 ml.

Afada 630 pl de la mezcla a la columna y centrifugue durante 1 minuto a 8.000
rpm.

Vacie el tubo colector y repita el paso 5 una vez.

Saque la columna del tubo colector y pdngala en un tubo colector limpio.

Afiada 500 pl de solucién amortiguadora AW1.

Centrifugue durante 1 minuto a 8.000 rpm.

Saque la columna del tubo colector y pdngala en un tubo colector limpio.

Afada 500 pl de solucién amortiguadora AW2.

Centrifugue durante 3 minutos a 14.000 rpm.

Saque la columna del tubo colector y pongala en un tubo de 1,5 ml esteéril
rotulado.

Afada 60 pl de solucion amortiguadora AVE, que viene en el estuche, espere 1
minuto y centrifugue durante 1 minuto a 8.000 rpm.

Saque la columna y deséchela; ponga el tubo de 1,5 ml que contiene ARN sobre
hielo para usar de inmediato o guardelo en el congelador a -20 °C o0 -70 °C para
usar mas adelante.

Estandar para HAdV

Preparar material.

>
>
>
>
>
>

500 mL Buffer TE 1X (10 mM Tris, pH 8.0 ajustado con HCI puro y 1 mM
EDTA) autoclavear.

300 tubos de PCR de 200 uL separados NO en tiras.

4 cajas plasticas de puntas vacias de 20 0 200 uL

12 tubos Eppendorf de 1,5 mL y gradilla

Micropipetas P1000, P200

Guantes y bata exclusiva para preparar el estandar.
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El estandar se debe preparar en un area separada y que no tenga contacto con las
muestras o material de virologia ambiental o clinica. Las pipetas y puntas no deben
usarse para virologia ambiental o clinica.

Con guantes preparar:

> Rotular en la tapa 24 tubos de PCR de 200 pL con el numero 0, 24 mas con el
namero 2, y asi hasta 6, para un total de 84 tubos. Introducirlos en las cajas vacias
de puntas en filas NO columnas, no cerrarlos y separar del resto de material.

» Afadir 900 pL de TE a 12 Eppendorf de 1,5 mL y rotularlos de la siguiente
forma:

-1,0,1,2,3,4,56,7,8,9.

» En un Eppendorf (TUBO 10) de 1,5 mL afadir 175,05 pL de TE y de ultimo
afadir 24,95 L del pldsmido cortado de adenovirus humanos (0,101 pg/pL).
MEZCLAR BIEN.

» Afadir 100 pL al Eppendorf 9 (que tiene los 900 pL de TE) mezclar, cambiar de
punta, afiadir del tubo 9 100 pyL al Eppendorf 8 y mezclar, asi sucesivamente,
mezclando bien y cambiando de punta seguir con el banco de diluciones hasta el
tubo -1.

» Dispensar a partir del tubo 6, 40 uL a para cada tubo de PCR de 200 pL hasta el

tubo 0. Comenzar con el Eppendorf 0 para los tubitos O y asi ir subiendo hasta el

tubo 6.

Que otra persona prepare MIX para gPCR para analizar por triplicado las

diluciones -1 hasta la 6.

Con los resultados se debe construir una recta estandar. Enviar los resultados lo

antes posible.

Almacenar a -80 las cajas de puntas con las diferentes diluciones del estandar.

Almacenar a -80 el tubo original de plasmido y el tubo 10.

vV VYV 'V

PCR amplificacién Adenovirus.

El par de cebadores exterior, hexldeg (59-CCG SCA RTG GKCWTA CAT GCA
CAT C-39) y hex2deg (59-CAG CAC SCC ICG RAT GTCAAA-39), que cred un
producto de 301 pb, se utilizd para ambos la secuenciacion y el diagnéstico.

El par anidado, nehex3deg (59-CCG CGY GCM ACI GAIACS TAC TTC-39) y
nehex4deg (59-CCY ACR GCC AGI GTR WAI CGMRCY TTG TA-39), produjeron
un amplimero de 171 pb.

Todas las secuencias de cebadores encontradas entre la posicion de par de base 21
y la posicion 322 en la region de codificacion del gen hexon (3).

Amplificaciones de un solo paso se llevaron a cabo en mezclas de reaccion de 100
ml que contenian 50 mM KCI, mM Tris-HCI 10 (pH 9,0), 3 mM MgCI2, 0,1% de
Triton X-100, cada desoxinucledsido trifosfato a una concentracion de 100 mM, cada
cebador a una concentracion de 0,5 mM, Y 1U de TagDNA polimerasa (Promega
Corporation, Madison, Wis.).

Se afiadio un total de 30 ul de ADN eluido-QIAgen a cada mezcla de reaccion.
Los tubos de reaccién se colocaron en un termociclador PTC-200 MJResearch y se
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mantuvieron a 94 ° C durante 3 min, seguido inmediatamente por 35 ciclos de 94 ° C
durante 30 s, 55 ° C durante 30 s, y 72 ° C durante 1 min.

El ciclo final tuvo un tiempo de extension prolongada de 5 min. Una décima parte
de la mezcla de PCR fue sometida a PCR anidada en una mezcla idéntica pero con
cebadores anidados.

Después que se completd la amplificacion, 10 ull del producto de la PCR anidada
se sometid a electroforesis en 2% NuSieve GTG méas 1% de agarosa ME SeaKem
(FMCBioproducts, Rockland, Maine) en tampon 0.53 Tris-borato-EDTA (pH 8,0) a
10 V / cm durante 90 min.

Las bandas se visualizaron por tincién con bromuro de etidio de 0,25 mg por ml y
la inspeccion bajo la luz UV

PCR para la deteccion de HAdV

Primera ronda de PCR (utilizando AmpliTaq de Applied Biosystems)

» Preparar la mezcla de PCR para n + 1 tubos (Tabla 1).

» Mezclar bien.

» Distribuir 40 | de RT-PCR de la mezcla en tubos de 0,2 ml.
Afadir 10ul de ADN extraido a cada tubo de reaccion. Afiadir primero el control
negativo, las muestras y el control positivo al final.

» Centrifugar durante 5 segundos.

> Incubar los ciclos siguientes:

> 5Min. A95°C

» 1 Mina94°C/1 Min a55°C/ 1 Min a 72° XC durante 30 ciclos

» 10Mina72°C

> 4°C.

NESTED PCR (utilizando AmpliTaq de Applied Biosystems)
Preparar la mezcla de n + 1 tubos (Tabla 2).
Mezclar bien.
Distribuir 49ul de la mezcla Nested-PCR (Tabla 4) en tubos de 0,2 ml.
Afiadir 1pl del ADN amplificado en la PCR en los tubos de PCR anidada: Afiadir
el ADN amplificado en un area separada del laboratorio con consejos especificos
y micropipeta y el cambio de los guantes entre tubo y tubo. Siga el orden de
negativo, las muestras diluidas superior para dirigir y control positivo al final.
»  Centrifugar durante 5 segundos.
» Incubar siguiendo los ciclos apropiados:
5Min. A95°C
1 Min a 94° C/1 Min a 55° C/ 1 Min a 72° XC durante 30 ciclos
10 Mina72°C
4°C.

Y VYV

Los resultados deben ser analizados en un 3% electroforesis en gel de agarosa
usando bromuro de etidio como mancha.
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TABLA1

Componentes Volumen Final Concentracién
PCR Bufferll 10x 5ul 1X
MgCl; 25mM 3ul 1.5mM
dNTPs 25 mM of cada dNTP 0.5ul 250uM de cada ANTP
Hex1deg (25uM) 1ul 0.5uM
Hex2deg (25uM) 1l 0.5uM
AmpliTaq (App. Bios.)5U/ul 0.4pl 2U
Agua 29.1ul

TABLA 2
Componentes Volumen Final concentracion
PCR Bufferll 10x Sul 1x
MgCl, 25mM 3ul 1.5mM
dNTPs 25 mM de cada dNT 0.5ul 250uM de cada dNTP
Nehex3deg (25uM) 1l 0.5uM
Nehex4deg (25uM) 1l 0.5uM
AmpliTaq (App. Bios.)5U/ul 0.4ul 2U
Agua 38.1pul

Cebadores externos: hexldeg (5'-CCG SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C-3")

hex2deg (5'-CAG CAC SCC ICG GTC RAT AAA-3")

crear un producto 301 pb.

Cebadores anidados: nehex3deg (5-CCG CGY GCM ACI GAI ACS TAC TTC-3)
nehex4deg (5'-CCY ACR GCC AGI GTR WAI CGM RCY TTG TA-3"), producen

un amplimero de 171 pb.

Estandar para HAdV
Preparar material.

» 500 mL Buffer TE 1X (10 mM Tris, pH 8.0 ajustado con HCI puro y 1 mM

EDTA) autoclavear.

300 tubos de PCR de 200 uL separados NO en tiras.
4 cajas plasticas de puntas vacias de 20 0 200 pL
12 tubos Eppendorf de 1,5 mL y gradilla

VVVVY

Micropipetas P1000, P200
Guantes y bata exclusiva para preparar el estandar.

El estandar se debe preparar en un area separada y que no tenga contacto con las

muestras o material de virologia ambiental o clinica. Las pipetas y puntas no deben
usarse para virologia ambiental o clinica.

Con guantes preparar:

Rotular en la tapa 24 tubos de PCR de 200 pL con el nimero 0, 24 mas con el
nimero 2, y asi hasta 6, para un total de 84 tubos. Introducirlos en las cajas vacias
de puntas en filas NO columnas, no cerrarlos y separar del resto de material.

Afadir 900 pL de TE a 12 Eppendorf de 1,5 mL y rotularlos de la siguiente

>
>
forma:
> -1,0,1,2,3,4,5,6,7,8,09.
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» En un Eppendorf (TUBO 10) de 1,5 mL afadir 175,05 pL de TE y de ultimo
afiadir 24,95 uL del plasmido cortado de adenovirus humanos (0,101 pg/upL).
MEZCLAR BIEN.

» Afadir 100 pL al Eppendorf 9 (que tiene los 900 pL de TE) mezclar, cambiar de
punta, afiadir del tubo 9 100 pL al Eppendorf 8 y mezclar, asi sucesivamente,
mezclando bien y cambiando de punta seguir con el banco de diluciones hasta el
tubo -1.

» Dispensar a partir del tubo 6, 40 pL a para cada tubo de PCR de 200 pL hasta el

tubo 0. Comenzar con el Eppendorf 0 para los tubitos 0 y asi ir subiendo hasta el

tubo 6.

Que otra persona prepare MIX para qPCR para analizar por triplicado las

diluciones -1 hasta la 6.

Con los resultados se debe construir una recta estandar. Enviar los resultados lo

antes posible.

Almacenar a -80 las cajas de puntas con las diferentes diluciones del estandar.

Almacenar a -80 el tubo original de plasmido y el tubo 10.

vV VYV 'V

PCR para la deteccion JCV

Preparar la mezcla de PCR mezclando los siguientes componentes en un
Eppendorf teniendo en cuenta que los volimenes descritos son para 1 reaccion de
PCR, preparar la mezcla para n + 1 de reaccion. Alicuota 40ul de mezcla en tubos de
n 0.2ul.

Tabla 3
Componentes Volumen Final concentracion
PCR Bufferll 10x 5yl 10mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C)
MgCl, 25mM 3ul 1.5mM KCI
DNTPs 25 mM 0.5ul ImM
Primer R 1l 4uM
Primer F 1ul 4uM
Taq pol 5U/ul 0.4ul 2U

Agua 29.1pl

Afadir 10ul de cada muestra a cada tubo que contiene 40ul de mezcla. Afadir
también un negativo (10ul de TE o agua) y el control positivo (10ul de una muestra
positiva conocida JCV). Diluciones decimales de las muestras analizadas son
aconsejables para analizar con el fin de descartar resultados negativos debido a la
muestra inhibidores.

Mezclar bien

Centrifugar durante 1 segundo

Incubar: 2 min a 95°C

15s a 95°C / 30s a la temperatura de hibridacion de los cebadores / 1 min 72 ° C
29 ciclos, 5min72°C

VVVY

El ciclo térmico de la mezcla de amplificacion se realizd en un bloque de calor
programable (Gene Amp PCR System 2400, Perkin-Elmer).
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Nested PCR para la deteccion JCV

Preparen + 1 tubos (n es el numero de reacciones) de la siguiente mezcla:

Componentes Volumen Final concentracion

PCR Bufferll 10x  5pl 10mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C)
MgCl, 25mM 3ul 1.5mM KCI

DNTPs 25 mM 0.5ul ImM

Primer R 1l 3.5uM

Primer F 1ul 3.5uM

Taq pol 5U/ul 0.4ul 2U

Agua 38.1pul

Anadir 1pl del ADN amplificado en la primera ronda de PCR en un tubo que
contiene 0.2ul 49ul de la mezcla Nested-PCR.

» Mezclar bien
»  Centrifugar durante 10 segundos
» Incubar: 2 min a 95°C
15s a 95°C / 30s a la temperatura de hibridacion de los cebadores / 1 min 72 ° C 29
ciclos, 5min72°C

El ciclo térmico de la mezcla de amplificacion se realiz6 en un bloque de calor
programable Gene Amp PCR System 2400, Perkin-Elmer).

* Todos los reactivos de PCR y tubos que contienen las reacciones de PCR deben
mantenerse en hielo o en un refrigerador.

Los resultados deben ser analizados en un 1,5% (primera ronda de PCR) y el 3%
de electroforesis (Nested PCR) en gel de agarosa usando bromuro de etidio como
mancha.

El control de calidad del método de amplificacion. Para reducir la probabilidad de
contaminacion de la muestra por las moléculas de ADN amplificados, se aplicaron las
precauciones estandar en todas las manipulaciones. Areas separadas de laboratorio se
utilizaron para reactivos, tratamiento de las muestras y la manipulacion de muestras
amplificadas. Todas las muestras se analizaron dos veces en experimentos
independientes, y un control negativo se afiadieron cada dos muestras (un control
negativo es una mezcla de reaccion de amplificacion con los mismos reactivos como
en los tubos de ensayo de las muestras pero sin el inoculo de &cidos nucleicos virales).
Directa y una dilucion de diez veces de los extractos de &cido nucleico se analizaron
rutinariamente en muestras altamente contaminadas con el fin de evitar falsos
negativos debido a la inhibicion de las reacciones.
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PARTE II
1.1 RESULTADOS:
Los resultados estan divididos en tres capitulos:

Capitulo I: Caracterizacion geogréafica-ambiental de tipos de agua relacionados
con el uso y consumo humano.

En cada sitio que se evaluo, se realizd una caracterizacion geografico-ambiental a
escala local, con esto se pretende brindar informacion espacial de los componentes
ambientales que pueden dar indicios sobre los parametros evaluados en las muestras
de agua por parte del proyecto de investigacion. En cada punto se realiz6é un “buffer”
de 5 km (circular) y sobre esto se obtuvieron datos geograficos de suelos, cuencas,
cobertura y uso del suelo, geologia, relieve, clima y aspectos socio-econémicos.

A. Lugar Evaluado: Muelle Publico del Lago de Amatitlan.
Localizacién: Municipio de Amatitlan, Departamento de Guatemala
Ubicacion Geografica:

El area local alrededor del punto de analisis se observa en la figura siguiente:

En la misma se puede observar los diferentes tipos rocas que se encuentran,
cercanas a este punto. La capa geoldgica proviene del mapa 1:250,000 producido por
el MAGA. Como se observa en la imagen las rocas que predominan en el area local
son las cuaternarias de tipos Qa, Qp y Qv. Estas se componen de aluviones del
cuaternario, rellenos de cenizas pdmez (pumicitas), coladas de lava, tobas, lahares y
edificios volcanicos. Las rocas del terciario que se encuentran expuestas por donde
finaliza el teleférico de Amatitlan son de tipo Rocas volcénicas sin dividir. En éstas se
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incluyen tobas, coladas de lava, material laharico, y sedimentos volcanicos del Mio-
Plioceno. El resto es el cuerpo de agua del lago con éreas de aluviones.

Con la capa de cuencas 1:50,000 del MAGA se encontr6 a qué cuenca pertenece el
area que esta dentro del limite local establecido. En general las aguas drenan hacia la
cuenca del rio Maria Linda y a lo interno se encuentran dos cuencas: la del rio
Villalobos y la propiamente del Lago de Amatitlan. Con las capas de suelos 1:250,000
se encontro a qué tipo de suelos segun la clasificacion de Simmons, Tarano y Pinto se
encuentran dentro del limite. En esta predomina la serie Guatemala caracterizada por
buen drenaje, relieve plano a ondulado, riesgo de erosion bajo. Le siguen las series
Cauqgué vy los suelos aluviales que también presentan buen drenaje, patron de relieve
ondulado ha inclinado, pero con un riesgo de erosion alto. Finalmente la Serie Moréan
con relieve inclinado a ondulado, buen drenaje, y riesgo de erosion bajo. Estos datos
se observan en la siguiente figura:

Con el modelo digital de elevacion se calcularon lo siguientes elementos del relieve:
angulo de la pendiente. Esto permite tener cierta inferencia sobre procesos ecologicos
como el flujo del agua, erosion, transporte de sedimentos y otros. La escala utilizada
fue de 1:50,000. Este célculo fue realizado con herramientas que vienen incluidas en
software de sistemas de informacion geografica. El area contiene todo un par de
clases de pendientes (en %) con un predominio de las clases de 0 a 5% (verde oscuro)
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El clima predominante es BB” pero también existe el CB” es decir, que predominan
areas humedas y semi-célidas pero encontramos también &reas semi-secas semi-
calidas. En cuanto a la hidrografia, el area cuenta con 67 corrientes de agua
intermitentes, rios perennes menores a 18 metros de ancho y acequias perennes
menores a 25 metros de ancho. La longitud total de las corrientes de agua es de 720.2
kilometros. La media de longitud es de 10.7 km. Estos se pueden observar en la
figura siguiente:

El concepto de “Uso de la Tierra” se refiere a las actividades que el hombre
emprende en un cierto tipo de cobertura de la tierra para producir, cambiarla o
mantenerla. Establece una relacion directa entre la cobertura de la tierra y las acciones
del hombre en su medio ambiente. La cobertura y uso de la tierra es un elemento
geografico que puede formar una base de referencia para diversas aplicaciones que
van desde el monitoreo forestal, agricola y pastoril, pasando por la generaciéon de
estadisticas, planificacion, inversidn, biodiversidad, cambio climético, hasta el control
de la desertificacion, entre otras cosas. Siguiendo con la misma metodologia se
establecio el uso de la tierra en los 5 km de area local del punto donde se tomo la
muestra.

En la siguiente figura se observan los usos identificados cercanos al punto
evaluado. Predominan el uso urbano (negro) y claros (amarillo) asi como plantaciones
y bosques dispersos (fondo de puntos verdes y cafés).
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Los ecosistemas vegetales potenciales, fueron obtenidos de la clasificacion de
UNESCO, esta es una informacioén como referente sobre cuéles serian los ecosistemas
que existieron o que existen (remanentes naturales) dentro del area, el mapa anterior
muestra la realidad actual. Aqui predominan los bosques dominados por mixto y le
siguen los dominados por latifoliados, en menor area estan los latifoliados con café y
bosques con mixtos o coniferas.

Con la informacién que tiene el instituto nacional de estadistica —INE- se procedio,
por medio de procedimientos estandar en software SIG, a identificar aspectos sociales
que se relacionan con el ambiente dentro del limite local establecido de 5 km
alrededor del punto de muestreo. Con esta informacion se obtuvieron datos de
poblacion y de las carreteras lo cual podria influir en los resultados tomados en
relacion al agua y virus.

En el aspecto de la red vial, se contabilizaron 55 segmentos de diferentes tipos
como senderos, pavimentados de una y dos vias, no pavimentados de una y dos vias,
autopistas, calles en areas urbanas y calles en construccion. La longitud total fue de
1,553.34 km., con caminos de longitud minima de 0.075 km y m&xima de 359.73 km.

En el caso de poblacion, se obtuvieron los siguientes datos enfocados en la
cantidad de centros poblados que estan dentro del perimetro escogido. La informacion
sostiene que habitan esa area 159,425 habitantes urbanos y 42,490 habitantes rurales.
Estos se encuentran en 4 aldeas, 11 asentamientos, 16 caserios, 1 canton, 164 colonias
urbanas, 23 fincas, 2 granjas, 3 lotificaciones, 1 paraje, 1 parcelamiento, 7 pueblos, 1
villa'y 6 residenciales.
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Estos son los resultados de la caracterizacion geografica-ambiental local de los sitios
muestreados.

En cada sitio que se evaluo, se realiz6 una caracterizacion geografico-ambiental a
escala local, con esto se pretende brindar informacién espacial de los componentes
ambientales que pueden dar indicios sobre los pardmetros evaluados en las muestras
de agua por parte del proyecto de investigacion. En cada punto se realizé un “buffer”
de 5 km (circular) y sobre esto se obtuvieron datos geograficos de suelos, cuencas,
cobertura y uso del suelo, geologia, relieve, clima y aspectos socio-econdmicos.

B. Lugar Evaluado: Puerto de San José
Localizacion: Municipio de San José, Departamento de Escuintla
Ubicacion Geogréafica: Longitud -90.829341 Latitud 13.915020

La geologia que se encuentra cerca de este punto es muy simple. La capa geoldgica
proviene del mapa 1:250,000 producido por el MAGA. Las rocas que dominan en el
area local son las cuaternarias de tipos Qa, es decir los aluviones del cuaternario
producto de la erosion y acumulacion rio arriba.

Con la capa de cuencas 1:50,000 del MAGA se encontré a qué cuenca pertenece el
area que esta dentro del limite local establecido. En general las aguas drenan hacia la
cuenca del rio Maria Linda en su totalidad. Con las capas de suelos 1:250,000 se
encontrd a qué tipo de suelos segln la clasificacién de Simmons, Tarano y Pinto se
encuentran dentro del limite. En esta predomina la serie Tiquisate Franco
caracterizada por buen drenaje, relieve casi plano, con riesgo de erosiéon bajo y
potencial de fertilidad alta. Le siguen las series Bucul y las arenas de playa. Estos
datos se observan en la siguiente figura:
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Con el modelo digital de elevacion se calculd el angulo de pendiente. Esto permite
tener cierta inferencia sobre procesos ecoldgicos como el flujo del agua, erosion,
transporte de sedimentos y otros. El area contiene todas las clases de pendientes (en
%) con un predominio de las clases de 0 a 5% (verde oscuro)

Aqui se mira la distribucién de la pendiente en el sitio de toma de muestras de
agua:

El clima predominante es BA™ es decir, que predominan areas hiumedas y calidas. En
relacion a la hidrografia, el area cuenta con 7 corrientes de agua intermitentes, rios
perennes menores a 18 metros de ancho y acequias perennes menores a 25 metros de
ancho. La longitud total de las corrientes de agua es de 44.89 kilometros. La media de
longitud es de 6.41 km.
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La cobertura y uso de la tierra es un elemento geogréafico que puede formar una base
de referencia para diversas aplicaciones que van desde el monitoreo forestal, agricola
y pastoril, pasando por la generacion de estadisticas, planificacion, inversion,
biodiversidad, cambio climético, hasta el control de la desertificacion, entre otras
cosas. Siguiendo con la misma metodologia se establecio el uso de la tierra en los 5
km de éarea local del punto donde se tomé la muestra.

En la siguiente figura se observan los usos identificados cercanos al punto
evaluado. Predominan los claros (amarillo, que podrian ser cultivos de cafia) asi como
bosques (verdes) manglares (verde claro) y centros urbanos (negro).

Los ecosistemas vegetales potenciales, fueron obtenidos de la clasificacion de
UNESCO, esta es una informacién como referente sobre cuéles serian los ecosistemas
que existieron o que existen (remanentes naturales) dentro del area, el mapa anterior
muestra la realidad actual. En el sitio de estudio predominan los ecosistemas
dominados por pastizales, le siguen la cafia de azUcar y el manglar del pacifico. Asi se
observa la figura:

Cafia de azlcar
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Con la informacion que tiene el instituto nacional de estadistica —INE- se procedid, a
identificar aspectos sociales que se relacionan con el ambiente dentro del limite local
establecido de 5 km alrededor del punto de muestreo. Con esta informacion se
obtuvieron datos de poblacion y de las carreteras.

En el aspecto de la red vial, se contabilizaron 9 segmentos de diferentes tipos
como 1 sendero, 1 pavimentado de una y 1de dos vias, 1 no pavimentados de unay 1
no pavimentado de dos vias, autopistas y calles en areas urbanas. La longitud total fue
de 132.27 km., con caminos de longitud minima de 0.99 km y maxima de 38.29 km.

En el caso de poblacion, se obtuvieron los siguientes datos enfocados en la
cantidad de centros poblados que estan dentro del perimetro escogido. La informacién
sostiene que habitan esa area 16,913 habitantes urbanos y 7,942 habitantes rurales.
Estos se encuentran en 1 aldea, 12 caserios, 3 sin definir, 10 colonias urbanas, 14
fincas, 1 hacienda, 2 labores, 12 pueblos. Ver la figura siguiente:

En cada sitio se realiz6 una caracterizacioén geografico-ambiental a escala local, con
esto se pretende brindar informacion espacial de los componentes ambientales que
pueden dar indicios sobre los pardmetros evaluados en las muestras de agua por parte
del proyecto de investigacién. En cada punto se construy6 el espacio local a partir de
un “buffer” de 5 km (circular) y sobre esto se obtuvieron datos geograficos de suelos,
cuencas, cobertura y uso del suelo, geologia, relieve, clima y aspectos socio-
econémicos.

C. Lugar Evaluado: Lago de Atitlan, San Marcos La Laguna
Localizacién: Municipio de San Marcos La Laguna, Departamento de Solola
Ubicacién Geografica: Longitud -91.259040 Latitud 14.721554

A continuacion se describe lo encontrado en relacion a los componentes
geografico-ambientales que estan cerca del punto de muestra de agua. Empezamos
por la descripcién geoldgica del lugar y asi continuamos con el resto de componentes
del paisaje circundante.
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Como se observa en la figura las rocas del terciario volcanicas son las que
predominan el area (en verde) luego las tocas cuaternarias Qv y finalmente en menor
area las Qp e I. las dominantes son: Rocas volcéanicas sin dividir. Predominantemente
Mio-Plioceno. Incluye tobas, coladas de lava, material laharico, y sedimentos
volcanicos. Las Qp e | son rellenos de ceniza pomez de diversa edad y Rocas
pluténicas sin dividir que incluye granitos y dioritas de edad pre-Pérmico, Cretacico y
Terciario, respectivamente.

Con la capa de cuencas 1:50,000 del MAGA se encontrd hacia donde fluyen las
corrientes de agua, es decir, a qué cuenca pertenece el area que esta dentro del limite
local establecido. En general las aguas drenan hacia la cuenca del Lago de Atitlan y
una pequefa parte hacia el rio Nahualate.

De acuerdo a la clasificacion de suelos de Simmons, Tarano y Pinto se encuentran
dentro del limite las diferentes series de suelos. En esta predomina la serie
Totonicapan que presenta caracterizada por buen drenaje, relieve suavemente
inclinado ha ondulado, con riesgo de erosion alto. Le siguen las series Toliman,
Patzité, Camancha. Estos datos se observan en la siguiente figura




’

A partir del modelo digital de elevacion se calculd el angulo de pendiente. Esto
permite relacionar diferentes aspectos sobre procesos ecolégicos como el flujo del
agua, erosion, transporte de sedimentos y otros. El area contiene todas las clases de
pendientes (en %) con un predominio de las clases significativo de las pendientes
mayores a 55%.

En San Marcos la Laguna, el clima predominante es BBA"2 es decir, que tiene
mayoria en las areas humedas y templadas, mientras que el clima que se encuentra en
menor proporcion el BB"3.

En relacion a la hidrografia, el area cuenta con 10 corrientes de agua intermitentes
y rios perennes menores a 18 metros de ancho. La longitud total de las corrientes de
agua es de 145.73 kilometros. La media de longitud es de 14.57 km. En la siguiente
figura se observa la hidrografia del &rea local circundante al rio:
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La cobertura y uso de la tierra es un elemento geografico que puede formar una base
de referencia para diversas aplicaciones. Siguiendo con la misma metodologia se
establecio el uso de la tierra en los 5 km de area local del punto donde se tomo la
muestra.

En la siguiente figura se observan los usos identificados cercanos al punto
evaluado. Predominan los bosques (amarillo, que podrian ser cultivos de cafia) y los
arboles dispersos.

Los ecosistemas vegetales potenciales, fueron obtenidos de la clasificacion de
UNESCO, esta es una informacion como referente sobre cudles serian los ecosistemas
que existieron o que existen (remanentes naturales) dentro del area, el mapa anterior
muestra la realidad actual. En el sitio de estudio predominan los ecosistemas bosques
dominados por mixto, en menor area los dominados por latifoliadas y con café. Asi se
observa la figura.

A partir de la informacion que tiene el instituto nacional de estadistica —INE- se
procedid, a identificar aspectos sociales que se relacionan con el ambiente dentro del
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limite local. Con esta informacion se obtuvieron datos de poblacion y de las
carreteras.

En el aspecto de la red vial, se contabilizaron 6 segmentos de diferentes tipos
como 1 sendero, 1 pavimentado de una y 1de dos vias, 1 no pavimentados de unay 1
no pavimentado de dos vias, autopistas y calles en areas urbanas. La longitud total fue
de 67.13 km., con caminos de longitud maxima de 17.99 km y minima de 2.89 km.

En el caso de poblacion, se obtuvieron los siguientes datos enfocados en la
cantidad de centros poblados que estan dentro del perimetro escogido. La informacién
sostiene que habitan esa area 25,902 habitantes urbanos y 3,990 habitantes rurales.
Estos se encuentran en 1 aldea, 6 caserios, 5 pueblos y 3 sin definir. Ver la figura
siguiente

5
e

En cada sitio que se evalud, se realiz6 una caracterizacion geografico-ambiental a
escala local, con esto se pretende brindar informacién espacial de los componentes
ambientales que pueden dar indicios sobre los pardmetros evaluados en las muestras
de agua por parte del proyecto de investigacion. En cada punto se realiz6é un “buffer”
de 5 km (circular) y sobre esto se obtuvieron datos geograficos de suelos, cuencas,
cobertura y uso del suelo, geologia, relieve, clima y aspectos socio-econdmicos.

D. Lugar Evaluado: Rio Las Pozas, Km53 carretera al Pacifico
Localizacion: Municipio de Escuintla, Departamento de Escuintla
Ubicacién Geografica: Longitud -90.801312 Latitud 14.095840

Se procede a la descripcion de los componentes geografico-ambientales que estan
cerca del punto de muestra de agua. Se inicia con la descripcion geoldgica del lugar y
luego con el relieve, hidrografia, clima, suelos, vegetacion y uso del suelo para
finalizar con poblacién y vias de transporte.

En el caso de la geologia, el 100% del material es de origen volcéanico del
cuaternario formado por aluviones que son depositados por efecto de la bocacosta
proveniente de la cadena volcanica y el efecto de los rios. En relacion a su posicion
dentro del sistema de cuencas, el punto pertenece a la cuenca del Rio Maria Linda.
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Esta misma posicion dentro de la costa pacifica hace que su clima predominante sea el
BA"o calido himedo.

En relacion a los suelos presente dos series: Tiquizate franco que es el que domina
con un 60% aproximadamente es presenta caracteristicas como buen drenaje, relieve
casi plano, profundidad efectiva de 100cm, potencial de fertilidad alto y riesgo de
erosion bajo. La otra serie es la Papaturro, relieve plano, con drenaje pobre,
profundidad efectiva de 100 cm, fertilidad baja y riesgo de erosion bajo. La
distribucion de estas series se puede observar en la siguiente figura.

En el aspecto méas importante del relieve, se calculé el angulo de pendiente, a partir
del modelo digital de elevacion. Este aspecto es importante pues esta relacionado con
diferentes aspectos del funcionamiento ecolégicos como el flujo del agua, erosion,
transporte de sedimentos y otros. El &rea contiene todas las clases de pendientes (en
%) con un predominio de las clases significativo de las pendientes entre 0 y 55% lo
que lo significa que posee mas relieve plano alrededor del punto. En el caso de las
inclinaciones pronunciadas éstas se encuentran localizadas de manera puntual tal y
como se observa en la figura (en color rojo):
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En relacion a la hidrografia, el area local cercana al punto presenta 15 segmentos
que corresponden a corrientes de agua intermitentes, rios perennes menores a 18
metros de ancho y acequias perennes menores a 25m. La longitud total de las
corrientes de agua es de 153.37 kilometros. La longitud media es de 10.22 km. En la
siguiente figura se observa la hidrografia del area local circundante al rio:

En términos de cobertura y uso de la tierra, este es un elemento geografico
importante puesto que relaciona el potencial ecoldgico del lugar con las actividades
econdmicas reflejadas en una cobertura distinta y puede servir para diversas
aplicaciones. Siguiendo con la misma metodologia se establecid el uso de la tierra en
los 5 km de area local del punto donde se tomé la muestra.

En este caso se observan los usos identificados cercanos al punto evaluado.
Predominan los claros en un 80% aproximadamente del area evaluada, en menor
proporcion hay matorrales y bosques riberefios.

Los ecosistemas vegetales potenciales, fueron obtenidos a partir de una capa que
contiene las clases propuesta por la UNESCO, esta es una informacién como referente
sobre cuales serian los ecosistemas que existieron o que existen (remanentes
naturales) dentro del area. En el sitio de estudio predominan los ecosistemas de
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vegetacion antropica_ pastizales ganaderos y cafia de azlcar. Asi se observa la
distribucion de estos en la siguiente figura.

Informacion importante como la red de camino y la poblacion cercana al punto de
muestreo se obtuvo a partir de la informacién que tiene el instituto nacional de
estadistica —INE-.

En el aspecto de la red vial, se contabilizaron 9 segmentos de diferentes tipos
como sendero, vereda, rodera, pavimentado de dos vias, no pavimentados de una y de
dos vias, autopistas y calles en areas urbanas. La longitud total fue de 119.96 km.,
con caminos cuya longitud maxima es de 25.44 km y minima de 3.1 km.

En el caso de poblacion, se obtuvieron los siguientes datos enfocados en la
cantidad de centros poblados que estan dentro del perimetro escogido. La informacién
sostiene que habitan esa area 1,319 todos, habitantes rurales. Estos se encuentran en 2
haciendas, 1 caserio, 14 fincas y 1 sin definir. Ver la figura siguiente.
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Capitulo 11: Evaluacion de metodologias diagnosticas de punta para la
concentracion de virus en biologia molecular.

Los adenovirus humanos (HAdV) son excretados en las heces fecales y orina por la
mayoria de la poblacion incluso sin presentar un cuadro clinico, estos ademas y en
comparacion con E. coli los enterococos fecales son estables a las condiciones del
medio ambiente y a métodos convencionales de desinfeccion. Debido a estas
caracteristicas, los HAdV han sido propuestos como una nueva generacion de
indicadores de contaminacion fecal humana en el medio ambiente.

En el presente proyecto se logré transferencia de conocimientos y tecnologia por
parte de el Laboratorio de Virus Contaminantes de Agua y Alimentos de la
Universidad de Barcelona para poder detectar a los HAdV y otros virus entericos de
interes clinico en el medio ambiente . Esto permitid la implementacion de la
metodologia  para detectar virus patogenos humanos en agua, a traves de
Procedimientos Operativos Estandares (POES) para: (i) la toma de la muestras, (ii)
concentracion de los virus en la muestra, (iii) extraccion de ADN/ARN vy (iv) la
detecion y cuantificaciébn de genomas viricos a traves de ensayos de biologia
molecular como la PCR anidada y la PCR cuantittiva con tecnologia Tag®Man. Para
el establecimiento de estos POES se procedié como se describe a continuacion:a) La
transferencia de tecnologia se dio de parte del laboratorio de Aguas y Alimentos de la
Universidad de Barcelona, por expertos en el tema, consistio en: Dos capacitaciones
teorico-practicas del personal involucrado en el proyecto, dicha capacitacion se realizo
en el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala.

a) Dos capacitaciones teorico-practica para los investigadores guatemaltecos, en
Guatemala, por parte de investigadores de la contraparte en Barcelona.
Esto se realizd en dos eventos durante la duracion del proyecto. La primera
capacitacion fue en un curso de 40 horas donde se trataron temas para entender el
comportamiento de los virus patogenos en el medio ambiente, asi como tambien
fundamentos fisico-quimicos de las tecnicas moleculares empleadas y actividades
practicas con los protocolos propuestos. La segunda capacitacion de 40 horas, se
abordaron aspectos experimentales, interpretacion de resultados y solucion  de
problemas (Fotografias No. 1 y 2). Es importante tener en cuenta que en este punto
se procedio a adaptar la metodologia de concentracion de virus de la version
original ya que se presentaron problemas tecnicos con la centrifuga requerida, y no
fue posible encontrar una solucion en ningun laboratorio de investigacion o
docencia en Guatemala.

b) Ensayos Intra-laboratorio en Guatemala para validar la metodologia.
b.1) Reproducibilidad del metodo de concentracion
Para estos ensayos se colectaron muestras de un volumen de 10 L de agua de
rio, lago y mar. Un total de 3 muestras de cada tipo de agua se contamind
artificialmente con una solucion de concentracion conocida de adenovirus
humanos y 3 muestras fueron tomadas como muestras blanco. Posteriormente
se procedié a tratar las muestras para detectar los virus en las 6 muestras de
cada tipo de agua. El porcentaje de recuperacion en cada muestra se definio
tomando en cuenta la cantidad conocida de virus afiadidos y la cantidad de
adenovirus recuperados, en las muestras artificialmente contaminadas despues
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de haber sido corregida con la cantidad de adenovirus autoctonos de las
muestras blanco. Para evaluar la reproducibilidad del metodo se  considerd el
coeficiente de variacion de los valores de recuperacion de las muestras
artificialmente contaminadas, asi como tambien la desviacion estandar. Los
resultados se muestran en latabla 1y 2.

Tabla No. 1. Resultados de la Precision del Método de
Concentracion de Particulas Viricas en muestras de mar

Medidas de Dispersion Resultado
Coeficiente de Variacion (%) 12998
Desviacion Estandar '
Promedio 1.1073
0.8519

Fuente: Datos experimentales, area de virologia UCREVE/LNS.

Tabla No. 2.

Origen Muestra Porcentaje de Recuperacion (%)
1 0.0452
Mar 2 0.1196
0.2035
37.9881
54.9054
35.7123
12.1259
6.8282
4.0832
2.0305
1.1601
0.6325

Lago

Rio

Pozo

W NN PFRPIWONPFPIWODN P W

Recuperacion del método de concentracion de particulas viricas (n=9)
Fuente: Datos experimentales, Virologia, LNS, 2013

En la tabla No. 2 se presentan los resultados obtenidos en la recuperacion de
particulas viricas, se utilizardn tres muestras de origenes diferentes (rio, lago y mar).
El porcentaje de recuperacion se obtuvo de la diferencia de la muestra contaminada
con estandar virico de HAdV con un valor de 53,700,000Cg/L (muestra contaminada)
menos la muestra sin contaminar (muestra blanco). Como se observa los resultados de
recuperacion para agua de mar son bajos en comparacion con las muestras de rio y
lago.

b.2) Reproducibilidad de los ensayos de PCR cuantitativa:
Las soluciones estandar de ADN de adenovirus humanos proporcionadas por
la contraparte en Barcelona fueron analizadas en Guatemala. Este estandar esta
formados por diluciones seriadas 1:10 y comprende las canitadades de 1x100
hasta 1x10° copias de genomas en 10 pL. En la Figura 1 se muestra que la
recta patron obtenida para cuantificar cumple con los parametros adecuados
para cuantificar ADN de adenovirus humano, presentando valores de
correlacion cercanos a 1 y de pendiente cercanos a -3,00.
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c) Ensayos Intrer- laboratorio entre los laboratorios de Guatemala y Barcelona
Replicas de las solucion estandar de ADN de adenovirus fue evaluado bajo las
mismas condiciones en Barcelona y Guatemala (Figura 1, 2 y 3). La comparacion
se realiz6 por medio de la prueba de hipotesis para diferencias pareadas por t de
student, en donde: Ho: pg=0 (ug= promedio de las diferencias), a un nivel de
significancia alfa (o) de 0.05. Los resulados indicaron que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre ambas curvas, porque lo que la  validacion
se considero adecuada.

Tabla No. 3. Tabla para prueba t de dos muestras equivalentes, para
comparacion de metodos

Ct ,ESTANDAR

BCN* Ct, ESTANDAR LNS*
Media 26.2679 25.4074
Desviacién estandar 6.3750 4.8226
Diferencia de los promedios 0.8605
Desviacion estandar de las
diferencias 2.6477
Observaciones 19 19
P(T<=t) dos colas 0.1737

Fuente: Datos experimentales, Area de Virologia Laboratorio Nacional de Salud
Guatemala, Laboratorio de Aguas y alimentos, Universidad de Barcelona, 2013
BCN~* Barcelona LNS*Laboratorio Nacional de Salud

FIGURA 1

* Validacion de el método para la
concentracion, determinacion, cuantificacion
de Indicadores virales
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Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
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FIGURA 2

determinacidn, cuantificacion de Indicadores
Virales

Standard HAdV

40 '
Slope = -3,0202

= 792
35 + | 0,979

o8 &+

L R

. * Standard

. BCN

75 - ‘ @ Standard LNS

£l

Ct

‘ Slope= -2,1573

20 7 R* = 0,381

15 +

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

FIGURA 3

Ensayos Interlaboratorios

Ensayo interlaboratorio HAV
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Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
Después de haber validado la metodologia a través de ensayos inter e intralaboratorio,

se procedio a realizar los analisis de los diferentes muestreos que se realizaron en
varias partes del pais, a continuacion se describen los resultados obtenidos

64



La tabla No. 3 describe la comparacion entre el Laboratorio de la Universidad de
Barcelona y el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala por medio de la t
student, de la cual se puede inferir que es aceptable dado que el promedio de las
diferencias es muy cercano a cero y que no hubo una diferencia significativa entre
ambos laboratorios (p = 0.1737). Y también como muestra la figura No. 1.

En los Anexo 3y 4, se puede observar que esta comparacion presenta una buena
precision y exactitud, asi como los resultados.

d) Toma de muestras para determinar la presencia de Adenovirus en muestras de rio,
mar, lago, agua residual y pozo en Guatemala.

Tabla No. 4. Muestras recolectadas en lagos

Tipo de muestra Procedencia Muestreo No. de Muestras Conc. (CG/L)

06/06/2012 0

Negativo

Negativo

Negativo

26/07/2012

Lago de Amatitlan Negativo

Negativo

Negativo

5803.8

17/09/2013
Lago Negativo

Lago Petén Itz4 17-may-12 0

Negativo

Atitlan (San

09-jul-13 Negativo

Marcos la Laguna)
80.83

0.34

Mariscos 12-nov-12 0.17

WIN|IFP[WIN|FP|[ P |INPFPOOIRRIWOIN|FP|F

0.028

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
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Tabla No. 5. Muestras recolectadas en Mar

Tipo de muestra Procedencia

Muestreo

No. de Mx.

Conc. (CG/L)

Puerto Matias de
Galvez

14-nov-12

[

12.66

Negativo

0.013

Mar Puerto San José

11-may-12

Negativo

25-jun-12

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

22-abr-13

2766.1

Negativo

4.14

Negativo

Negativo

17.53

Negativo

Negativo

OO |N OO WIN|IPIOO|BRWIN|IFRPIFPIWIN

705.86

[y
o

157.05

23-may-13

272.6

95.25

15,041.20

11,157.10

17,824.76

17-sep-13

397.99

Negativo

WIN|IFRPO|RRIWIN|F-

Negativo

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

Tabla No. 6. Muestras recolectadas en Rios

Tipo de

Procedencia
muestra

Muestreo

Z
o
o
@

MX.

Conc. (CG/L)

Rio la Gloria Amatitlan

06-jun-12

0

Rio Zepela

13/05/2012

2152.79

Rio |ElNaranjo

17/09/2013

7568.3

355.67

8303.9

Dulce

13/11/2012

1.46

0.04

WIN|FPIWIN|FP(FP| -

0.007

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
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Tabla No. 7. Muestras recolectadas en Pozo y Teneria

Tipo de muestra Procedencia Muestreo No. de Mx. Conc. (CG/L)

18.39

Pozo Aposentos 10/07/2013 3.836

5.361

13-may-12 23,317.33

931.5

Negativo

Teneria Teneria Herrera Negativo

25-jun-12 :
Negativo

Negativo

OO [WINIFPIPIWIN|PF

Negativo

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

La presencia de microorganismos patdégenos en agua de uso y consumo humano
contaminada con residuos fecales representa un problema de salud publica y
econdmico, especialmente en areas donde la economia se basa en el turismo, como
queda demostrado en este estudio, donde encontramos Adenovirus Humano, en el
Lago de Amatitlan, en el Rio La Gloria (Amatitlan), Lago de Mariscos, (lzabal), San
Marcos La Laguna (Lago de Atitlan), Puerto de San José, Puerto Matias de Galvez,
Rio Zepeld, Rio El Naranjo, Rio Dulce y agua de pozo Los Aposentos Chimaltenango.

De las 213 muestras recolectadas en 19 muestreos. En 77 de las muestras se
identific6 Adenovirus que son virus contaminantes del agua. Todas las muestras
fueron analizadas por qPCRTagMan®, dando valores de promedio de 1,904.84
CGJL. Asi mismo el Puerto de San José, se le encontrd JC polyomavirus.
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CAPITULO I11: Estudio sobre Gastroenteritis en Guatemala 2013-2014

Uno de los principales efectos sobre la salud se relaciona con el aumento de la
contaminacion del agua causada por las frecuentes inundaciones, las aguas residuales
vertidas a aguas naturales, como rios y lagos, que supone un aumento en la
contaminacion del agua para su uso y consumo humano y que se relaciona
directamente con la tasa de enfermedades diarreicas, que actualmente matan a 2,2
millones de personas cada afio (WHO-UNICEF. 2000).

Las gastroenteritis agudas son una de las enfermedades mas comunes en los nifios.
Estas se asocian a la deshidratacion y constituyen la principal causa de hospitalizacion
en los paises desarrollados y la principal causa de mortalidad en los paises en
desarrollo (Tran, y otros, 2010).

Los virus entéricos han sido reconocidos como la principal causa etioldgica de las
gastroenteritis agudas, y se reconocen cuatro virus como relevantes: Rotavirus del
grupo A, Norovirus genogrupos Gl y GlI, Adenovirus 40/41 (Subgénero F) y
Astrovirus.

El Rotavirus del grupo A ha sido el principal causante de gastroenteritis y es el
responsable del 29 al 45% de las hospitalizaciones por gastroenteritis a nivel mundial;
recientemente también se ha demostrado que los Norovirus son la segunda causa mas
frecuente en la etiologia de las gastroenteritis en nifios y que incluso podria llegar a
reemplazar en el primer lugar a Rotavirus. Por otro lado es posible encontrar co-
infecciones en cualquier combinacion de los virus antes mencionados (Tran, y otros,
2010). En el marco del proyecto se realiz6 una vigilancia relacionada con los virus
transmitidos por agua y contaminacion feco-oral y estos son los principales virus
encontrados en muestras provenientes de pacientes menores de 5 afios, como un
indicador de la distribucién de virus que estdn causando diarrea en nuestro pais.
Posteriormente, en todas las muestras negativas se busco un virus que estan causando
diarrea en nifios menores de 5 afios, poco estudiado y se realizé un pool de muestras y
a continuacion se coloca los resultados de Klassevirus, ha habido bandas inespecificas
que no han permitido confirmar la presencia de Klassevirus, pero se trabaja en el
protocolo de virus emergentes para esclarecer informacion de forma retrospectiva.
También se han detectado por secuenciacién en masa usando la plataforma 454
Titamium en muestras de agua residual de Nepal (Ng et al., 2012). En Guatemala
tenemos que seguir mejorando el método de deteccion que sera objeto de otro estudio
de investigacion, pero que en el presente proyecto sentamos las primeras bases para
empezarlo a detectar.

Como podemos observar en la grafica No. 2 que norovirus estuvo presente a lo largo
de todos los meses durante los dos afios que lo vigilamos, siendo los meses con mas
presencia de casos, enero, julio septiembre y noviembre, en estos meses hubo un
aumento significativo relacionado con otros virus que vigilamos en el mismo periodo
de tiempo.

Otro hallazgo importante que se puede observar en la tabla no. 9 son las co-

infecciones, que fueron alrededor de 10, donde en algunas muestras de heces
encontramos hasta 3 virus presentes en una sola muestra de heces, esto es indicativo
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del alto grado de contaminacién ambiental, que se puede encontrar en nifios menores
de 5 afios, en este trabajo el area que mas se vigild, fue Guatemala Central (area de
la capital y sus lugares cercanos).

Tabla No. 8 Estudio complementario sobre Gastroenteritis en Guatemala 2013-2014

Resultado Chimaltenango FTI , Escuintla Elalema Izabal Jalapa Total
Quiché Central

Adenovirus 1 1 9 1 2 14
Astrovirus 4 4
Noro/Adenovirus 1 1
Noro/Adeno/Astro 1 1
Norovirus 1 21 3 2 27
Rotavirus 8 8
Rota/Adeno/Astrovirus 1 1
Rotavirus/Norovirus 3 3
Total 1 1 1 48 4 4 59

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

Grafico No. 2 Estudio complementario sobre Gastroenteritis en Guatemala 2013-
2014, por mes
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Tabla No. 9 Co-Infecciones por edad, Guatemala en Estudio complementario sobre
Gastroenteritis en Guatemala 2013-2014

2013
4 7 8 2
meses meses meses anos

2014
>11
1 mes1afio afios

Norovirus/Adenovirus
Norovirus/Adenovirus/Astrovirus
Rotavirus Adenovirus
Rotavirus/Adenovirus/Astrovirus
Rotavirus/Astrovirus

Rotavirus/Norovirus

1
1
1
1 1 1

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

Gréfico No.

3 Muestras analizadas para Estudio
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Genotipificacion y Andlisis Filogenético de los Adenovirus encontrados en
Muestras Clinicas y Ambientales de Guatemala

Se enviaron a secuenciar un total de 15 muestras positivas para adenovirus humanos
obtenidas a través de ensayos de gPCR y nPCR. De estas muestras, 6 se corresponden
con muestras ambientales (tabla No. 9 y 10 ) con muestras de heces fecales de
pacientes con gastroenteritis. EI tamafio de los amplicones obtenidos para los analisis
filogenéticos fue de 82 - 121 pb y 207 - 256 pb, para las muestras ambientales y
clinicas respectivamente (Tabla 10)

Tabla No. 10. Resultados de la genotipificacion de muestras Clinicas y ambientales
de Adenovirus

Muestras Resultado de la Fragmentos Tipificacion
nested-PCR obtenidos (pb)

Nal9 (1) + 120 pb HAdV-41 (99%)
NA21 (2) + 121 pb HAdV-4 (98%)
NA11 (3) - - NT

NAG61 (4) - - NT

NAG68 (5) + 89 pb HAdV-41 (98%)
NAG69 (6) + 82 pb HAdV-41 (100%)
Ad34 (1) + 256 pb HAdV-31 (99%)
Ad35 (2) + 256 pb HAdV-7 (100%)
Ad37 (3) + 256 pb HAdV-40 (100%)
Ad39 (4) + 256 pb HAdV-41(99%)
Ad43 (5) + 256 pb HAdV-40 (100%)
Ad46 (6) + 255 pb HAdV-41 (100%)
Ad48 (7) + 210 pb HAdV-41 (100%)
Ad49 (8) + 255 pb HAdV-41(100%)
Ad—(9) + 207 pb HAdV-40 (100%)

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
La muestras se alinearon con cepas de referencia depositadas en el NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Sep.2015) y posteriormente se construyd un arbol
filogenético (figura 3 y 4).

71



Figura No. 3 Arbol Filogenético de Adenovirus, muestras de Guatemala
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Figura No. 4 Alineamientos de secuencias de Adenovirus
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En los anélisis filogenéticos se puede identificar 5 clusters que se corresponden con
los 5 tipos de adenovirus identificados en las muestras analizadas (Tabla 20). A
diferencia de las muestras para HAdV 40, las muestras positivas para HAdV 41
(excepto n11) han formado dos subgrupos, y en cierto sentido lasmuestras ambientales
han quedado divididas de las clinicas. Sin embargo no se puede especular con una
relacion clara ya que el tamafio de los fragmentos es diferente y el ndmero de
muestras no es significativo, es importante mencionar que no se ha reportado esta
division filogenética para adenovirus humanos con anterioridad.

Segun la literatura depositada en las bases de datos internacionales, no existen datos
previos de secuencias para adenovirus humanos en Guatemala. Y aunque hay pocos
articulos sobre adenovirus en Centro América estos datos, no han depositados la
secuencias en el Banco de Datos. Debido a esto, los analisis filogénicos no han
incluido esta informacion.
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11.2 DISCUSION DE RESULTADOS:

De acuerdo con varios estudios, los indicadores de contaminacion fecal de origen
bacteriano descritos en las normativas internacionales, no garantizan la ausencia de
virus patdgenos. Entre la nueva generacion de potenciales indicadores, se han
propuesto, entre otros, a los adenovirus humanos. Estos virus presentan una gran
estabilidad al medio ambiente y son excretados por la mayoria de la poblacion, incluso
sin que se presente un cuadro clinico. En el presente proyecto se implement6 la
metodologia para la deteccion de estos virus como indicadores para evaluar la calidad
microbiologica del agua, se demostro su presencia y se demostrd que es factible para
las condiciones socio-econdémicas del pais, asi como también que el LNS tiene las
capacidades tecnoldgicas y humanas para realizar dichos analisis.

La metodologia para estos analisis ha sido descrita anteriormente por el grupo de
contraparte en Barcelona. En este proyecto se realizaron entrenamientos en Guatemala
por el apoyo del laboratorio de Barcelona, y se realizaron satisfactoriamente los
ensayos para validar la metodologia. Aunque los resultados de validacion del método
de concentracion de virus obtenidos en Guatemala no fueron similares a los descritos
por el equipo de Barcelona, se logré identificar que el tipo de centrifuga del LNS fue
el origen de esta diferencia. Teniendo en cuenta esto se adaptd el protocolo a las
condiciones actuales del LNS y se concluyé que se debe contar con la centrifuga
descrita en los protocolos originales para poder obtener resultados similares. Los
demas ensayos como la extraccion de &cidos nucleicos y la amplificacion de genes a
través de PCR convencional y cuantitativa cumplieron los criterios propuestos por la
contraparte.

En un total de 6/10 (60%) de las muestras se detecté genoma virico, probablemente,
el porcentaje de las muestras negativas 4/10 (40%) se pudo deber a la presencia de
posibles inhibidores viricos presentes en las muestras de agua de mar, como lo son, la
alta concentracion de sal y la falta de una centrifuga adecuada. Estos factores
influyeron en la poca adherencia de los virus a los floculos de la leche tal como esta
descrito en el método original (Calgua, et. al. 2008).

En el estudio de validacion se contaminaron artificialmente muestras de agua de mar,
lago, rio y pozo, con una suspension de concentracién conocida de adenovirus
humanos. La eficiencia del método se definié como la cantidad de virus recuperados
en cada muestra. En nuestro caso la recuperacion obtenida fue del.02277 para agua
de mar, 54.9 para agua de lago, 37.98 para agua de rio y 1.0849 para agua de pozo.
Los resultados de la eficiencia descritos anteriormente son de aproximadamente 50 %
para estos tipos de agua (Calgua et al., 2013). En términos de conductividad el agua
de mar podria ser 100 veces mayor que en agua de rio y lago. Aunque la alta
conductividad de las muestras se ha identificado como un factor positivo para el
método de concentracion, en varios estudios también se ha reportado que esta
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conductividad podria inhibir los ensayos moleculares como la extraccion de
ADN/ARN vy la amplificacion por PCR. Esto podria explicar, la baja eficiencia
obtenida en agua de mar, en el presente proyecto; sin embargo, los valores de
eficiencia, obtenidos en el presente proyecto, no se pueden comparar con los valores
de referencia obtenidos por la contraparte en Barcelona, ya que el protocolo tuvo la
limitante de la centrifuga.

Los ensayos moleculares empleados en el presente proyecto, representan una
herramienta de alta sensibilidad y de bajo costo econdémico, que permiten obtener
resultados especificos, rapidamente. Es importante remarcar que la deteccion de
virus infecciosos a través de técnicas de cultivo celular solo se requiere en estudios
especificos para evaluar el riesgo de infectividad de estos virus, estos ensayos son de
gran utilidad pero son tardados y costosos.

El ensayo interlaboratorio con el laboratorio de aguas de la Universidad de Barcelona,
permitié evaluar la metodologia de gPCR en el Laboratorio Nacional de Salud; para
la comparacion de la metodologia de deteccion y cuantificacion viral; para lo cual se
analizaron réplicas del estdndar de adenovirus humano, con diluciones que van desde
la 107 a la 10, obteniendo un total de 7 réplicas analizadas. Los estandares fueron
medidos al mismo tiempo en ambos laboratorios, y la comparacién se realizo, por
medio de la prueba de hipotesis para diferencias pareadas por t de student, en donde:
Ho: pg=0 (ug= promedio de las diferencias), a un nivel de significancia alfa (o) de
0.05. Al comparar los valores obtenidos se puede inferir que existid poca dispercion,
ya que el promedio de la diferencias ug = 0.86 en las diluciones con respecto a la
media correspondiente, dicha desviacion fue menor para el Laboratorio Nacional de
Salud de Guatemala como se muestran los resultados en la tabla 3.

El andlisis grafico muestra una ligera discrepancia en las concentraciones 0 y 1
mejora en las siguientes diluciones (ver anexo 2), ésta diferencia fue atribuible a un
posible error analitico de pipeteo, se descarta error de tipo sisteméatico ya que las
otras diluciones no muestran variabilidad. Segun los datos obtenidos en este estudio
comparativo de evaluacion de método de deteccion de particulas viricas, no hubo
diferencia hipotetica, ni significativa, entre ambos laboratorios (p = 0.1737). Se
clasifica a ésta metodologia como factible, sensible, especifica y fiable.

Es necesario realizar estudios posteriores para la reproducibilidad del método,
utilizando diferentes matrices de muestras de agua artificial y/o muestreos
sistematicos, para mejorar, el porcentaje de recuperacion viral, sobre todo en agua de
mar.

La presencia de microorganismos patdgenos en agua de uso y consumo humano
contaminada con residuos fecales representa un problema de salud publica y
economico, especialmente en areas donde la economia se basa en el turismo, como
queda demostrado en este estudio, donde encontramos Adenovirus Humano, en el
Lago de Amatitlan, en el Rio La Gloria (Amatitlan), Mariscos, (Izabal), San Marcos
La Laguna (Lago de Atitlan), Puerto de San José, Puerto Matias de Galvez, Rio
Zepela, Rio El Naranjo, Rio Dulce y agua de pozo Los Aposentos Chimaltenango.

De las 213 muestras recolectadas en 19 muestreos. En 77 de las muestras se
identifico Adenovirus que son virus contaminantes del agua. Todas las muestras
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fueron analizadas por qPCRTagMan®, dando valores de promedio de 1,904.84
CG/L. Asi mismo el Puerto de San José, se le encontré JC polyomavirus.

Las gastroenteritis agudas constituyen uno de los principales problemas de salud a
nivel mundial. Diversos virus han sido identificados y asociados a las gastroenteritis
agudas, desde aproximadamente la década de los afios 70. Se estima que 2.0 millones
de muertes al afio estan relacionados con sintomas de diarrea, sin embargo, en la
mayoria de paises en desarrollo no se diagndstica el agente etioldgico. A nivel
mundial, el Rotavirus del grupo A es el responsable de alrededor de 440 mil muertes
cada afio en nifios menores de cinco afos. Luego de Rotavirus, Norovirus, Adenovirus
y Astrovirus son los agentes etioldgicos mas importantes de las gastroenteritis agudas
en nifios menores de cinco afios y han sido asociados a casos esporadicos y brotes en
escuelas, cruceros, guarderias, casas para ancianos, hoteles, reportados también en
nuestro pais (Rocha Ferreira, y otros, 2012; Arvelo, y otros, 2012), y demostrado con
los resultados encontrados en este proyecto de investigacion, la importancia que tiene
la vigilancia de gastroenteritis en nifios menores de 5 afos.

En los analisis filogenéticos se puede identificar 5 clusters que se corresponden con
los 5 tipos de adenovirus identificados en las muestras analizadas (Tabla 20). A
diferencia de las muestras para HAdV 40, las muestras positivas para HAdV 41
(excepto la No. 11) han formado dos subgrupos, y en cierto sentido las muestras
ambientales han quedado divididas de las clinicas. Sin embargo no se puede especular
con una relacion clara ya que el tamafio de los fragmentos es diferente y el nimero de
muestras no es significativo, es importante mencionar que no se ha reportado esta
division filogenética para adenovirus humanos con anterioridad, habra que seguir
realizando este tipo de estudios, incluyendo mas lugares de Guatemala.

Segun la literatura depositada en las bases de datos internacionales, no existen datos
previos de secuencias para adenovirus humanos en Guatemala. Y aunque hay pocos
articulos sobre adenovirus en Centro América estos datos, no han sido depositadas
secuencias en el Banco de Datos. Debido a esto, los analisis filogénicos no han
incluido esta informacion.
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PARTE Il

1.1 CONCLUSIONES:

1. En el presente estudio de investigacion, se validd el método para la

N

concentracion, determinacion y cuantificacion de los adenovirus humanos que
ha sido propuesto como un indicador de contaminacion fecal de origen
humano en aguas. La reproducibilidad del método validado, se considera
aceptable ya que, del 100% de muestras que fueron artificialmente
contaminadas con adenovirus humano, el 60% fueron positivas y un 40%
negativas.

. La eficiencia de recuperacion de particulas viricas fue mas eficiente en el agua

de lago, ya que en esta matriz se lleg6 a obtener hasta un 54.9% de particulas
recuperadas, seguida por el agua de rio, obteniendo un porcentaje de 37.98%

Se considera factible, sensible, especifica y confiable la metodologia de
cuantificacién viral, implementada en el Laboratorio Nacional de Salud.

En el presente proyecto quedo demostrado que el analisis cuantitativo de virus
en agua, para uso y consumo humano, empleando ensayos de PCR
cuantitativa TagMan, es factible para cuantificar adenovirus humanos, y JC
Polyomavirus produciendo informacion especifica de gran utilidad en el
control microbioldgico del agua.

El presente proyecto es uno de los primeros que aporta secuencias de
Adenovirus Humanos en Guatemala.
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1.2

RECOMENDACIONES:

Continuar con la implementacion de esta nueva metodologia, mejorando los
porcentajes de recuperacion, para ello, es importante adquirir equipos de alta
centrifugacion para volumenes de 500 ml.

Continuar con la evaluacion de la reproducibilidad del método utilizando
matrices de agua artificial, principalmente muestras de mar.

Incluir en la metodologia validada otros pardmetros viricos causantes de
infecciones transmitidas por el agua en el pais, como Rotavirus, Norovirus y el
virus de la Hepatitis A (HAV).

Realizar estudios posteriores a las plantas de tratamiento de agua residuales
del pais, principalmente aquellas que vierten sus aguas a rios importantes y
cercanos a la poblacion.

Realizar otros estudios sobre la calidad del agua en Guatemala, principalmente
en puntos con alta prevalencia de gastroenteritis.

Continuar con este tipo de estudios y profundizar en estudios metagenémicos
para brindar evidencia cientifica del papel que juegan los virus patégenos en la
contaminacion del agua para uso y consumo humano.

Difundir entre la comunidad cientifica, actores sociales e instituciones
relacionadas con el tema, sobre la importancia de este tipo de estudios, para
que en un futuro cercano, se pueda incluir dentro de la legislacion del agua los
virus como indicadores de contaminacién fecal, como parametros mas estables
y mas confiables, que las bacterias entero patogenas.
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111.4 ANEXOS
111.4.1 ANEXO 1
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Resumen del Procesamiento de Muestras para el Anélisis de
Adenovirus por Medio de gPCR

Procesos Detalles
Fecha de Muestreo
Lugar de Muestreo
NUmero y Tipo de Muestra
Numero de Muestras
Fecha de Procesamiento
pH1
Conductividad 1
pH de Procesamiento
Conductividad de procesamiento
Descripcion de la leche pre-floculada

a |Preparacién de agua de mar artificial
b pH

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

o o Tl o

22
23

24

25
26

Tiempo de agitacion

Tiempo de reposo

Volumen del precipitado

Volumen de centrifugado

Tiempo de centrifugacion

Volumen de concentrado final

Fecha de extraccion de DNA

Volumen final para extraccion de DNA
Fecha de gPCR

Volumen cargado de gPCR

Condiciones de PCR

Lote de Kit

Concentraciones de los reactivos del MM
Lote de estandar

Forma de prepararlo

Problema para cada muestra 0 muestreo
Modificaciones de la muestra o muestreo

Condicidn climatica antes del muestreo

Condicidn climética durante el muestreo
Descripcion de los contenedores de muestras
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111.4.2 ANEXO 3. FOTOS DEL DESARROLLO DEL PROYECTO

FOTO No. 1

Taller de transferencia de Tecnologia en
Bacteriologia y Virologia

Profesores de la Universidad de Barcelona, impartiendo talleres en el Laboratorio Nacional de Salud.
Mayo 2012
Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

FOTO No. 2

Se observa a los investigadores del proyecto realizando el muestreo de aguas.
Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
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FOTO No. 3

* Proyecto FODECYT 042/2011

“Caracterizaciony Evaluacion de virus entéricos contaminantes, presentesen
diferentes tipos de agua relacionados con el consumoy usohumano”

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

FOTO No. 4

* Proyecto FODECYT 042/2011

Caractenzacwn y Evaluacion de virus entéricos contaminantes,
= ereptes tipos de agua relacionados con el consumo
' y uso humano

Los investigadores realizando el muestreo de aguas en el San Marcos la Laguna, Atitlan.
Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
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FOTO No. 5

“Toma de muestra en Los
Aposentos Chimaltenango

Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011

FOTO No. 6

En la presente foto se observa el tamafio del envase donde se recolectaban las muestras de agua, que
son recipientes para 10 litros.
Fuente: Base de datos FODECYT 042-2011
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PARTE IV
IV.1 INFORME FINANCIERO

AD-R-0013
FICHA DE EJECUCION PRESUPUESTARIA i
LINEA: 4#
= FODECYT
Nombre del Proyecto: "Caracterizacion y evaluacion de virus entéricos contaminantes, presentes en diferentes tipos de
agua relacionados con el consumoy uso humano™
Numero del Proyecto: 042-2011
Investigador Principal y/o Responsable del Proyecto: LICDA. LETICIA DEL CARMEN CASTILLO SIGNOR
Monto Autorizado: Q 334,300.00 Orden de Inicio (y/o Fecha primer pago):
Plazo en meses 24 Meses PRIMERA PRORROGRA 01/01/2014 AL 31/5/2014
Fecha de Inicio y Finalizacion: 02/01/2012 al 31/12/2013 SEGUNDA PRORROGRA 01/06/2014 AL 31/10/2014
— TRANSFERENCIA
Asignacion . ) .
Grupo| Renglon Nombre del Gasto | Menos¢) | Mas(+) Ejecutado | Pendiente de Ejecutar
Presupuestaria
[ 05 Personal a Destajo Q 120000{Q  1200.00] Q
1 SERVIOS NO PERSONALES
122 |Impresion, encuadernacion y reproduccion Q  500000{ Q 120000 Q 3800.00
131 |Vidticos en el exterior Q  10000.00 Q 972074|Q 219.26
133 |Vidticos en el interior Q  6000.00 Q 33%400|Q 2,606.00
141 |Transporte de personas Q 1500000| Q 45%5.80(Q 4000.00(Q 1404332|Q 360.88
181 |Estudios, investigaciones y proyectos de factibilidad Q  117,000.00 Q 91875.00| Q 25125.00
185 [Servicios de capacitacion Q 500000 Q 345000{Q  4866.95]|Q 3583.05
189 |Otros estudios y/o servicios Q 1000000 Q 1,000.00 Q 8000.00|Q 1,000.00
Otros estudios ylo servicios (Evaluacion externa de
189 |impacto) Q  8000.00 0 80000
195 |Impuestos, derechos y tasas Q 55%80|Q 547268| Q 12312
2 MATERIALES Y SUMINISTROS Q -
241 [Papel de escritorio Q 300.00 Q 106.70| Q 19330
242 |Papeles comerciales, cartones y otros Q 4072(Q 072| Q -
244 |Productos de artes graficas Q  5968(Q 5458| Q 5.10
245 [Libros, revistas y periodicos Q 300000 Q 3,000.00
261 |Elementos y compuestos quimicos Q 125000.00| Q 2649251 Q 797952|Q 18,707.97
262 [Combustibles y lubricanates Q  500000{Q 3450.00 Q 155000] Q -
267 [Tintes, pinturas y colorantes Q 98300(Q 963.00| Q 20.00
268 [Productos plasticos, nylon, vinil y pvc Q 474751{Q 474151] Q
269 |Otros productos quimicos y conexos Q 8490 84.90| Q -
291 |Utiles de oficina Q 20048(Q 197.78| Q 1170
295 |Utiles menores médico-quirdrgicos y de lahoratorio Q 1771.00{Q 1406166| Q 3649.34
PROPIEDAD,  PLANTA, EQUIPO E
3 INTANGIBLES Q
324 |Equipo educacional, cultural y recreativo Q 85%.00({Q 856.00| Q -
329 [Otras maquinarias Y equipos Q 2500000/ Q 219978 Q 62004]|Q 16600.18
Q -
Q 334,300.00 | Q 38,938.09 [ Q 38,938.09 | Q 246035.10( Q 88,264.90
MONTO AUTORIZADO Q 33430000 [oisponibiicad | Q 882640
(-} EJECUTADO Q 24603510
SUBTOTAL Q 882649
() CAJACHICA
TOTAL POR EJECUTAR Q 882649
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