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Introduccion. El virus de la hepatitis A (HAV) es un importante patdgeno que se transmite por via fecal-
oral. La epidemiologia de la infeccion esta directamente relacionada con el acceso de la poblacion al
agua potable y con la infraestructura de alcantarillado.

Obijetivo. Determinar la presencia del HAV e identificar el genotipo en muestras de agua de
abastecimiento y agua residual en ocho municipios, un corregimiento y una vereda del departamento
de Antioquia, noroccidente de Colombia.

Materiales y métodos. Se hicieron tres muestreos seriados de diciembre de 2012 a abril de 2014
en la fuente principal de abastecimiento de los acueductos y en el principal vertimiento de aguas
residuales de cada municipio. Las muestras se concentraron por filtracion y ultrafiltracion tangencial,
y por las técnicas de polietilenglicol y floculacién con leche descremada, respectivamente. A partir del
ARN total de cada muestra, se amplificaron la region VP3-VP1 para la deteccion del genoma viral y
la region VP1-2B para la genotipificacion.

Resultados. El genoma del HAV se detecté en las fuentes de agua de abastecimiento de Puerto
Berrio, Frontino y Nutibara, y en las muestras de aguas residuales provenientes de los municipios de
Arboletes, Zaragoza y Venecia. Mediante el analisis de las secuencias se identificod el subgenotipo
IA del virus.

Conclusion. Este estudio permitié detectar la presencia del HAV en 6,6 % de las muestras de agua de
abastecimiento y en 13,3 % de las muestras de agua residual de los municipios en estudio. Se reporta
por primera vez la circulacion del subgenotipo IA en muestras ambientales en Antioquia.

Palabras clave: virus de la hepatitis, agua potable, aguas residuales, salud publica, genotipo, filogenia.
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Evidence of the circulation of hepatitis A virus, subgenotype IA, in environmental samples from
Antioquia, Colombia

Introduction: Hepatitis A virus (HAV) is an important pathogen, typically transmitted via the faecal-
oral route. The epidemiology of the infection is directly related to drinking water access and adequate
disposal of sewage water.

Objective: To determine the presence and identify the genotype of HAV in environmental samples from
eight municipalities and two villages in Antioquia, northwestern Colombia.

Materials and methods: Three serial samplings were done between December, 2012, and April, 2014.
Water samples were obtained from drinking water plants prior to treatment, as well as from the main
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reserve of wastewater in each municipality included in the study. Viral concentrations for the two types
of sample sources were determined by filtration/tangential ultrafiltration and polyethyleneglycol plus
flocculation with skimmed milk, respectively. Total ARN was subsequently obtained from each sample
and the VP3-VP1 region amplified for detection of the viral genome. The genotype was determined by

amplification of the VP1-2B region.

Results: The HAV genome was detected in samples from drinking water plants at Puerto Berrio,
Frontino and Nutibara, and in wastewater samples from the municipalities of Arboletes, Zaragoza and
Venecia. HAV subgenotype IA was identified using phylogenetic analysis.

Conclusion: In this study, HAV was identified in 6.6% of the samples from drinking water plants and
13.3% of wastewater samples. This is the first report of HAV subgenotype IA circulating in environmental

samples from Antioquia.

Key words: Hepatitis viruses, drinking water, waste water, public health, genotype, phylogeny.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2979

El virus de la hepatitis A (HAV) pertenece a la familia
Picornaviridae, género Hepatovirus. EI genoma
viral esta compuesto por ARN de cadena sencilla,
de polaridad positiva 'y de 7,5 kb, aproximadamente
(1). La particula viral es de simetria icosaédrica y
no posee envoltura lipidica (2), aunque reciente-
mente se ha descrito una forma transitoria de la
particula embebida en una bicapa lipidica que
le permitiria evadir la neutralizacion mediada
por anticuerpos, facilitando su transito entre el
hepatocito y el sistema biliar (3).

El HAV se encuentra clasificado en seis genotipos
(I-V1) y seis subgenotipos (IA, IB, 1A, 1IB, 1A'y
[1IB), con un porcentaje de variabilidad de 15y 7 %,
respectivamente (4-8). Los genotipos I, Il y Il se
han aislado principalmente de humanos (5,9) y, los
genotipos IV, V y VI, de primates (4,6, 10,11). El
genotipo | se encuentra distribuido a nivel mun-
dial; el subgenotipo IA es prevalente en Europa
occidental y en América (5,12), y comprende la
mayoria de cepas estudiadas aisladas de humanos,
asi como de muestras ambientales (13-16).

El HAV se transmite principalmente por via fecal-
oral mediante el consumo de agua o alimentos
contaminados (8,17). En el medioambiente, la
particula viral conserva su capacidad infecciosa
durante periodos prolongados (8), lo cual facilita
la dispersion del virus en fuentes de agua.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
gue en el mundo se presentan, aproximadamente,
1,4 millones de infecciones al afio, aunque la tasa
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de infeccion es probablemente 10 veces mayor si
se consideran los casos sin ictericia y los casos
asintomaticos (18,19). Segun un reciente informe
del peso de las enfermedades causadas por
alimentos contaminados, el HAV fue el agente en
mas de 13 millones de casos de hepatitis viral y el
causante de més de 27.000 muertes en 2010 en el
mundo (20).Lasituaciénepidemiolégicade América
Latina es dificil de estimar por el subregistro, y por
la diferencia en los patrones epidemiolégicos y en
los programas de vigilancia entre los paises. Esta
region presentaba un patron de alta endemia hasta
la década de los 90, pero gracias a las politicas de
salud publica, el acceso al agua potable, el sistema
de alcantarillado y las practicas de higiene personal,
dicho patrén cambi6 a endemia intermedia (19,21),
el cual se documenté en la mayoria de los paises
latinoamericanos, incluido Colombia (21).

La introduccién de la vacuna en paises de la
region, como Argentina, Brasil y Chile, ha tenido un
gran impacto en la morbimortalidad de la infeccion
por HAV (19,22-24). En el caso de Argentina, la
vacuna se introdujo en el 2005 y desde el 2006
se ha podido observar una reduccion de 88,1 %
en la incidencia de la infeccion por HAV, tanto asi
que desde marzo de 2007 no se registran casos
de falla hepatica aguda ni trasplantes de higado
en pacientes con hepatitis A (22,23). En Colombia,
el programa de vacunacion contra el HAV se inicio
en el 2013; la vacuna se administra en una dosis
Unica a los doce meses de edad (25).

Segun los datos del Sistema Nacional de Vigilancia
en Salud Publica (Sivigila) de Colombia, a partir del
2008 se ha observado un descenso significativo
a nivel nacional de los casos de hepatitis A,
probablemente gracias a mejoras en los sistemas
de saneamiento y disposicion de residuos (8,26).
En ese afio se notificaron 8.981 casos de hepatitis
A en el territorio nacional, en el 2009, 6.708 casos,
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en el 2010, 5.064 casos, en el 2011, 5.573, en el
2012, 5.339 casos, en el 2013, 4.807 casos y en el
2014, 2.901 casos. En el 2014, 390 de los casos
se reportaron en Antioquia, lo cual lo ubica como
el departamento con el mayor nimero de casos
(8,26-28).

La identificaciéon y la caracterizacion del virus
en la fuente principal de abastecimiento de los
acueductos y en las aguas residuales aportan
informacion importante sobre su circulacion en la
comunidad y determina el riesgo de brotes en el
caso de las poblaciones que no cuentan con planta
de potabilizacién. Segun un estudio realizado por
el Instituto Nacional de Salud en muestras de agua
para consumo humano durante brotes de hepatitis
A, entre el 2008 y el 2013, el genoma del HAV se
detectd en 38,7 % de las muestras analizadas.
Las muestras de agua se recolectaron en 52
municipios del territorio nacional y, de ellas, 23,6 %
correspondia a muestras de agua tratada y 64,7 %
a agua no tratada (29).

El presente estudio tuvo como fin determinar
la presencia del HAV e identificar el genotipo en
muestras de la fuente principal de abastecimiento
de los acueductos y en el agua residual de nueve
municipios y un corregimiento en las nueve sub-
regiones del departamento de Antioquia.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se hizo un estudio de tipo descriptivo, trans-
versal, en las fuentes de abastecimiento del
acueducto y en los sitios finales de descarga de

HAV, subgenotipo IA, en muestras ambientales en Colombia

aguas residuales de ocho cabeceras municipales,
un corregimiento y una vereda del departamento
de Antioquia.

Seleccion de municipios

Los municipios del estudio corresponden a aque-
llos de cada subregidon del departamento con
la mayor tasa de incidencia de hepatitis A entre
2006 y 2009, segun los indicadores basicos de
la Direccién Seccional de Salud de Antioquia (30)
(cuadrol).

Se incluyeron ocho municipios (Arboletes, Cisneros,
Frontino, Granada, Puerto Berrio, San Pedro de los
Milagros, Venecia y Zaragoza), un corregimiento
(Nutibara en Frontino) y una vereda (San Andrés
en Girardota), ubicados en las nueve subregiones
del departamento (figura 1). En el municipio de
Girardota se acordd obtener las muestras en la
vereda San Andrés, dado que la cabecera muni-
cipal es abastecida por el acueducto de Medellin.
Ademas de la cabecera municipal, en el municipio
de Frontino también se incluyd el corregimiento
de Nutibara, pues segun la Secretaria de Salud
de Frontino, la mayoria de casos notificados
provienen de alli (31). El proyecto fue aprobado
por las autoridades locales de cada poblacién y
por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia.

Recoleccion de muestras ambientales y
condiciones de pluviosidad

Se hicieron tres muestreos seriados desde diciem-
bre de 2012 hasta abril de 2014, y se consideraron
las condiciones de pluviosidad a lo largo del

Cuadro 1. Incidencia promedio de la hepatitis A en el periodo 2006 a 2009 y sistemas de tratamiento de aguas de los municipios

incluidos en el estudio

Subregion del Municipio Poblacion  Promedio de la incidencia PTAP PTAR
departamento municipal de hepatitis A
de Antioquia 2009 (32) (2006 a 2009, tasa por
100.000 habitantes) (32)

Occidente Frontino 18.583 77,6 Si Laguna de oxidacion

(corregimiento Nutibara) 887* Sin dato No No
Norte San Pedro de los Milagros 23.855 73,5 Si Si
Oriente Granada 9.818 66,2 Si Si
Suroeste Venecia 13.365 39,1 Si Si
Uraba Arboletes 34.293 37,6 Si Laguna de oxidacion
Valle de Aburra Girardota 47.055 26,8 No Si

(vereda San Andrés)
Bajo Cauca Zaragoza 28.477 25,1 Si No
Magdalena Medio Puerto Berrio 42.038 21,4 Si Laguna de oxidacion
Nordeste Cisneros 9.439 10,4 No No

PTAP: punto de entrada a la planta de potabilizacién; PTAR: planta de tratamiento de agua residual

*Segun el censo de 2005
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afo. En el cuadro 2 se presentan los datos de
las precipitaciones registrados por el Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales

Uraba @ Arboletes
9 Frontino

@ San Pedro de los Milagros

Bajo Cauca

22 Norte
) O Girardota
Oriente
@ Granada
Occidente
@ Cisneros
% ;
4;; Magdalena Medio @ zaragoza
Suroeste @ Medellin
Valle de Aburra © Venecia

@ Puerto Berrio

|:| Nordeste

Figura 1. Subregiones del departamento de Antioquia y
localizacién de los municipios incluidos en el estudio
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(IDEAM) y los datos cualitativos suministrados
por el personal del acueducto de cada poblacién
durante los muestreos. Durante el trabajo de
campo, se obtuvo informacién de la infraestruc-
tura de las plantas de tratamiento de agua potable
y de las plantas de aguas residuales existentes.

El primer muestreo se hizo entre diciembre de
2012 y mayo de 2013, periodo durante el cual se
presentaron lloviznas leves y aisladas, en contraste
con las fuertes y constantes precipitaciones que
ocurrieron durante el segundo muestreo llevado
a cabo entre septiembre y noviembre de 2013.
Durante el tercer muestreo, entre diciembre de
2013 y abril de 2014, se presentaron lluvias leves
y esporadicas.

La muestra de agua de la fuente principal de
abastecimiento de los acueductos se tomo en el
punto de entrada a la planta de potabilizacion,
antes de someterse a cualquier tipo de trata-
miento. En las poblaciones que no disponian de
dicha planta, la muestra se recolecté antes del
punto de distribucion a las viviendas. En ambas
circunstancias se recolectaron cinco litros de agua
por muestra.

Las muestras de agua residual se obtuvieron en el
punto de entrada a las plantas de tratamiento de
agua residual, antes de iniciar el tratamiento. En
los municipios que no poseian la infraestructura
para el tratamiento de aguas residuales, la muestra
se recolecto en el sitio final de descarga del efluente
cloacal. En ambos casos se tomaron dos litros de
agua en cada muestra.

Las muestras se recolectaron en recipientes
plasticos limpios y nuevos, que se marcaron,
se sellaron y se transportaron en cadena de frio
hasta el Laboratorio de Gastrohepatologia de la

Cuadro 2. Precipitacion pluvial en los municipios durante el periodo de estudio en valores totales diarios durante la semana de

muestreo*

Precipitacion durante la semana del muestreo (en mm)
Municipio Primer muestreo Segundo muestreo Tercer muestreo
Girardota (vereda San Andrés) 53 23 41
Zaragoza 72 123 5
Frontino 90 33 29
Granada 161 132 66
Arboletes 2,1 67,4 Lloviznas leves
Puerto Berrio 171 Fuertes precipitaciones Lloviznas leves
Venecia Lluvias moderadas Fuertes precipitaciones Lloviznas leves
San Pedro de los Milagros Lluvias moderadas Fuertes precipitaciones Lloviznas leves
Cisneros Lluvias moderadas Fuertes precipitaciones Lloviznas leves

*Los datos suministrados por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) se muestran en valores cuantitativos y los datos
suministrados por los funcionarios de los acueductos, mediante descripciones cualitativas.
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Universidad de Antioquia, donde se almacenaron
a 4 °C durante 24 horas como méaximo, antes de
proceder con el protocolo de concentracion.

Concentracién de particulas virales

Las muestras de agua de suministro de los acue-
ductos se concentraron empleando la metodologia
de filtracion y ultrafiltracion tangencial descrita
previamente por Pelaez, et al. (33), con filtros de
0,8, 0,45y 0,22 um. Las muestras de agua residual
del primer muestreo se concentraron mediante la
técnica de polietilenglicol descrita por Sobsey (34)
con las modificaciones introducidas en el protocolo
por Gonzalez, et al. (35). Para el segundo vy el
tercer muestreos, se utilizaron las técnicas de
polietilenglicol descritas por Martinez, et al. (36),
y la de floculacion con leche descremada descrita
por Calgua, et al. (37,38). Los productos de la
concentracion viral se almacenaron a -70 °C hasta
su posterior analisis.

Extraccion de ARN y reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcién inversa

La extraccion de ARN viral se hizo en 140 pl del
producto de la concentracion viral utilizando un
estuche comercial (QlAamp viral RNA mini kit®,
Qiagen, Alemania). Se hizo una primera reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con transcripcién
inversa para amplificar un fragmento de 192 pb
de la region VP3-VP1 del genoma viral segin
la descripcion de Schwab, et al. (39). Este es el
protocolo de referencia del Laboratorio de Virologia
del Instituto Nacional de Salud para el diagnéstico
y para muestras ambientales.

La reaccién con transcripcion inversa se hizo
con un volumen final de 20 pl. Se utilizaron los
iniciadores Random Primers 1,5 mM™ (Invitrogen,
Life Technologies, USA) y Super Script IIl 200 U/
pI™ (Invitrogen™, Life Technologies, USA), y 10 pl
del ARN. La sintesis de ADN complementario se
hizo a 55 °C durante 60 minutos y la reaccion se
inactivé a 70 °C durante 15 minutos.

Posteriormente, la amplificacién se hizo con los
oligonucleotidos HAV-L (nucledtidos 2019-2038,
5'-CAGCACATCAGAAAGGTGAG-3") y HAV-R
(nucledtidos 2192-2210, 5-CTCCAGAATCATCTC
CAAC-3") (39) y 5 pl de ADN complementario. El
protocolo consistio en la desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante tres minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos;
hibridacion a 52 °C durante 35 segundos; una
extension a 72 °C durante 35 segundos, y una
extension final a 72 °C durante siete minutos.

HAV, subgenotipo IA, en muestras ambientales en Colombia

Las muestras positivas para la deteccién del
genoma del VHA se sometieron a una segunda
PCR con transcripciéon inversa anidada, segun
lo descrito por Mitsui, et al. (40), la cual amplifica
un fragmento de 522 pb de la region VP1-2A para la
identificacion del genotipo. La sintesis de ADN
complementario se hizo utilizando el oligonucle6-
tido HA022 (nucledtidos 3414-3435, 5-TTRTCATCY
TTCATTTCTGTCC-3’) en las mismas condiciones
descritas previamente para la PCR con transcrip-
cion inversa empleada en la deteccion.

La primera ronda de amplificacion se hizo con los
oligonucleétidos HA022 y HA021 (nucledtidos 2888-
2912,5'-ATTGCAAATTAYAAYCAYTCTGATG-3")y
10 pl de ADN complementario. El protocolo consistio
en la desnaturalizacion inicial a 94 °C durante dos
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién a 52 °C
durante 30 segundos; una extension a 72 °C
durante 60 segundos, y una extension final a 72 °C
durante siete minutos.

Se procedi6 de manera similar en la segunda ronda
de amplificacion con los oligonucleétidos HA023
(nucledtidos 2903-2922, 5-CATTCTGATGAATA
YTTGTC-3') y HA024 (nuclettidos 3404-3424,
5-CATTTCTGTCCATTTYTCATC-3'). El protocolo
de amplificacion fue de 25 ciclos en las mismas
condiciones de la primera ronda.

Se emplearon 5 U/ul de la enzima GoTaq Flexi
DNA Polymerase® (GoTaq, Promega Corporation,
USA) para todos los ensayos de amplificacion.
Los ensayos de PCR con transcripcion inversa
se hicieron por duplicado con el ARN obtenido
de cada muestra en una diluciéon de 1:10, para
controlar la posible presencia de inhibidores de
la PCR en las muestras analizadas.

Los productos de la PCR se visualizaron en gel
de agarosa al 2 % en solucion tampén TAE 1X,
tefiido con bromuro de etidio (0,21mg/ml). Como
control positivo se utilizé una muestra de suero de
un paciente con resultado positivo para la infeccion
por HAV, la cual fue donada por el Instituto Nacional
de Salud.

Andlisis filogenético

Se secuencio el producto de amplificacion de la
region VP1-2A (522 pb) (Macrogen Inc., Corea).
En la base de datos de la filogenia de HAV, se
incluyeron Unicamente secuencias del genoma
completo del VHA, con caracterizacién del genotipo
y el subgenotipo. Se depuraron las secuencias
similares entre si mediante el uso de un andlisis de
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distancias (Pairwise Distance Test). El alineamiento
y la ediciébn de las secuencias resultantes se
hicieron en el programa BioEdit 7.1.11, y la filo-
genia se elabord en el programa MEGA 5.2 con
el método de méaxima verosimilitud y el modelo
evolutivo Tamura de tres pardmetros mas sitios
invariantes (T92+l), escogido con base en el
mejor criterio de informacién bayesiano (BIC). Se
utilizaron 1.000 réplicas de bootstrap.

Resultados

Durante el primer muestreo, el genoma del HAV se
detectd en las muestras de agua residual recolec-
tadas en los municipios de Venecia, Arboletes y
Zaragoza (30 %, 3/10), asi como en las muestras
de agua de la fuente principal de suministro de
los acueductos del corregimiento de Nutibara y
el municipio de Puerto Berrio (20 %, 2/10). En el
segundo muestreo, el genoma del HAV se detect6
Unicamente en la muestra de agua residual reco-
lectada en la cabecera municipal del municipio de
Frontino (10 %, 1/10). Todas las muestras obtenidas
durante el tercer muestreo fueron negativas para la
deteccion del genoma viral. En total, el genoma del
HAV se detectd en 13,3 % (4/30) de las muestras de
agua residual y en 6,6 % (2/30) de las muestras del
agua de suministro de los acueductos (cuadro 3),
es decir, 10 % (6/60) del total de muestras obtenidas
durante el periodo de estudio.

Mediante la PCR con transcripcion inversa ani-
dada fue posible amplificar la region VP1-2A con
fines de genotipificacién en cuatro de las seis
muestras positivas. La base de datos para la
construccion de la filogenia del HAV se conformé
con las secuencias del genoma completo de los
subgenotipos IA, 1B, lIA, 11B, llIA y 1lIB disponibles
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en GenBank. Ademas, se incluyé una secuencia
del genotipo V como raiz del arbol filogenético. El
subgenotipo IA del HAV se asigno a las muestras
de estudio con un soporte de rama de 97 % segun
el arbol filogenético resultante (figura 2). Las
secuencias de estudio se concentraron en dos
grupos diferentes, uno de ellos conformado por
secuencias de Uruguay, Alemania y Argentina, y el
otro conformado por secuencias de Japon, Chinay
México (figura 2).

Discusion

Se sabe que la contaminacion del agua para
consumo es uno de los principales vehiculos de
transmision de microorganismos patégenos al
humano. La vigilancia de la calidad del agua para
consumo humano y el apoyo durante los brotes de
hepatitis A son dos estrategias importantes en la

prevencion de la transmisién de virus entéricos,
como es el caso del virus de la hepatitis A.

En Colombia, las caracteristicas de calidad del
agua potable se encuentran reglamentadas desde
el 2007 (41,42). En dicha reglamentacion se utilizan
como indicadores de contaminacion microbiana las
pruebas de coliformes totales y Escherichia coli y,
ademas, se requiere del analisis de los parasitos
Giardia spp. y Crypstosporidium spp. La evaluacion
de los virus no esta reglamentada, pero segun el
articulo 12 de la Resolucion 2115 (42), con base en
el mapa de riesgos se debe verificar la presencia
de otros microorganismos patdgenos en el agua,
asi como la viabilidad de establecer otros indica-
dores. Por lo tanto, en los municipios donde se
presenta el riesgo de contaminacién por HAV, se
debe evaluar la posibilidad de integrar su deteccion
como indicador de la calidad del agua potable.

Cuadro 3. Deteccion del genoma del VHA en muestras de agua residual y agua de abastecimiento durante el periodo de estudio

Primer muestreo
Diciembre de 2012
a mayo de 2013

Municipio

Tercer muestreo
Diciembre de 2013
a abril de 2014

Segundo muestreo
Septiembre a
noviembre de 2013

Residual

Abastecimiento Residual

Abastecimiento  Residual Abastecimiento

Girardota (vereda San Andrés) - -
San Pedro de los Milagros - -
Venecia + -
Granada - -
Cisneros -
Arboletes + -
Zaragoza +

Frontino -

Corregimiento Nutibara - +
Puerto Berrio - +
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Figura 2. Filogenia del virus de la hepatitis A elaborada a partir de la amplificacion de un fragmento de 522 pb de la region VP1-2A.
El arbol filogenético se obtuvo con el programa Mega 5.2 empleando el método de maxima verosimilitud en el marco del modelo
de Tamura de tres parametros mas sitios invariantes (T92+1), seleccionado con base en el criterio de informacién bayesiano.
Las secuencias de estudio se indican con un circulo negro y el clado del subgenotipo IA se identifica en color gris. Se muestran
los valores de bootstrap mayores de 70 % después de 1.000 réplicas. Las secuencias se identifican con el nimero de acceso a
GenBank, seguido del pais, el afio de aislamiento y el genotipo. Las denominadas Venecia_Res_lerMx, Zaragoza_Res_lerMxy
Arboletes_Res_1lerMx, corresponden a las muestras de agua residual recolectadas durante el primer muestreo en los municipios
de Venecia, Zaragoza y Arboletes. La denominada Puerto Berrio_Abast_lerMx corresponde a la muestra de agua de suministro del
acueducto del municipio en mencion, recolectada durante el primer muestreo.

La Resolucion 2115 de 2007 (42) establece el
indice de calidad del agua para consumo humano
como un instrumento basico para garantizar la
calidad del agua potable. Este indice se calcula
a partir de la determinacion de 20 parametros
fisicoquimicos (con un cumplimiento minimo de
60 puntos sobre 100) y dos parametros micro-
biolégicos (cumplimiento minimo de 40 puntos
sobre 100).

En el 2013 este indice fue de 26,57 en el pais,
un valor que se considera indicativo de riesgo
medio; al discriminar por zona urbana (cabeceras
de los municipios), el indice fue de 11,28, lo que
corresponde a riesgo bajo, mientras que la zona
rural presentd un indice de 52,12, el cual se
considera de alto riesgo. Estos datos indican un
avance en cuanto a la calidad del agua en las

cabeceras municipales (zona urbana), segun
lo registrado entre 2007 y 2013; sin embargo,
el mismo indice en las poblaciones rurales se
ha mantenido en valores indicativos de riesgo
alto. En este sentido, las muestras de agua para
consumo humano obtenidas en el 2013 en la zona
rural demostraron que solo 18 % de la poblacion
rural tenia acceso al agua potable, 15,1 % a agua
tratada con riesgo bajo o medio (agua segura), y
66,9 % de la poblacion consumia agua no tratada
obtenida a través de un sistema de acueducto
(43,6 %) o adquirida directamente de la quebrada
o el rio (23,3 %) (43).

La situacion del departamento de Antioquia difiere
un tanto de lo observado en las cifras conso-
lidadas del pais. Este departamento cuenta con
125 municipios y una poblacion de 6'299.990
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habitantes, 77,8 % en la zona urbana y 22,2 %
en la zona rural. En 2013 este indicador fue de
9,41 para el departamento: 8,94 en la zona rural
y 9,4 en la zona urbana (44). Sin embargo, vale
la pena anotar que 82,1 % de la poblacién del
departamento tiene acceso al agua potable, 4,83 %
a agua tratada (con riesgo minimo y medio), y
2,96 % a agua no tratada.

El analisis por municipio demostré que en el 2013,
Cisneros tenia un indice de calidad del agua para
consumo humano de 86,17, mientras que en
Zaragoza y Puerto Berrio se registraron valores de
riesgo medio: 30,75y 14,15, respectivamente (43).

Los resultados del presente estudio complementan
la informacion de la vigilancia de la calidad del
agua, y demostraron la circulacion del HAV en
6,6 % (2/30) de las muestras de agua de la fuente
de suministro de los acueductos recolectadas
en la quebrada La Golondrina, corregimiento de
Nutibara, y en el rio Magdalena, municipio de
Puerto Berrio, asi como en 13,3 % (4/30) de las
muestras de agua residual de los municipios de
Arboletes, Venecia, Frontino y Zaragoza. Vale la
pena resaltar que Puerto Berrio cuenta con planta
de potabilizacion, mientras que el corregimiento
de Nutibara no tiene ningun tipo de infraestructura
para la potabilizacién de agua de suministro del
acueducto local, lo que pone en evidencia el
riesgo de infeccion por HAV para la comunidad.

Los procesos y operaciones unitarias de potabi-
lizacion del agua deben garantizar una eficiencia
de cuatro logaritmos (99,99 %) en la remocion
de patégenos y virus (44), eficiencia que
normalmente se logra utilizando los procesos
convencionales de coagulacion, floculacion,
sedimentacion, filtracién y desinfeccién (44). En
la desinfeccion, generalmente se utilizan la clora-
cion, la ozonizacion o la radiaciéon ultravioleta,
las cuales son confiables para la eliminacion
de virus y patégenos en cuatro logaritmos (44-
46). Sin embargo, se deben resaltar dos hechos
importantes: primero, es necesario contar con un
proceso de desinfeccion residual para prevenir
nuevas contaminaciones en la red de distribucion,
y solo la cloracién cumple con esta condicion;
por lo tanto, cuando se utilizan las técnicas de
ozonizacién o radiacion ultravioleta, debe haber
un proceso posterior de cloraciéon para garantizar
la calidad del agua en la red de acueducto.

El segundo elemento para garantizar la calidad del
agua potable son los procesos previos (coagulacion,
floculacion, sedimentacion, filtracién), los cuales
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garantizan eficiencias de dos logaritmos (99 %)
(42); por lo tanto, el lograr 99,99 % de eficiencia
en la remocién de virus y agentes patdgenos
depende del proceso de desinfeccion, y cualquier
deficiencia en dicho proceso genera el riesgo
de contaminacion microbioldgica y viral para la
poblacién. Por consiguiente, si existe evidencia o
sospecha de la presencia del VHA en la fuente
de abastecimiento (rio o quebrada) de la planta
de agua potable, se debe adelantar el proceso de
desinfeccién con el mayor rigor posible.

En poblaciones donde no exista planta de trata-
miento, es necesario tomar medidas preventivas
como la cloracién de emergencia, la desinfeccion
por temperatura del agua para consumo humano
y la educacién de la poblacion. Este es el caso
del corregimiento de Nutibara, que no cuenta con
planta de potabilizacion y donde se demostro la
presencia del HAV durante el periodo de estudio
en la quebrada que abastece el acueducto de este
asentamiento (cuadro 2). Teniendo en cuenta estos
hallazgos y la incidencia de la hepatitis A notificada
en este corregimiento, se ofrecid apoyo técnico
para la cloracion, y se llevaron a cabo actividades
educativas con la comunidad haciendo énfasis en
el control y la prevencion de la enfermedad.

Durante el periodo de estudio, se notificaron 13
casos de hepatitis A en seis de los nueve municipios
(cuadro 4). Durante las semanas del primer
muestreo se notificaron casos en las poblaciones
de estudio de Puerto Berrio, Girardota, Arboletes,
Frontino, San Pedro de los Milagros y Zaragoza,
y en los Ultimos cuatro mencionados se detecto
el HAV en muestras ambientales. En el segundo
muestreo, se notificaron dos casos en el municipio
de Frontino de muestras de agua residual positivas
para la deteccién del genoma viral. En el tercer
muestreo se notificd un Unico caso de hepatitis
A en el municipio de Zaragoza, aunque durante
este lapso no se obtuvo ninguna muestra de agua
positiva para la deteccion del genoma del HAV.

Si bien no fue posible establecer una relacién entre
los resultados obtenidos en las muestras de agua
y los casos reportados en el Sivigila, los hallazgos
coincidieron con estos en cuatro municipios, y unos
y otros registraron una tendencia a la disminucion.

La deteccién de particulas virales en las muestras
ambientales depende en gran medida de la efi-
ciencia de la técnica utilizada para establecer la
concentracion de particulas virales, como son la
floculacion con leche descremada, la ultrafiltracion,
la liofilizacién y la ultracentrifugacién, entre otras
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Cuadro 4. Casos de hepatitis A notificados durante el periodo de estudio

Municipio Numero de casos de hepatitis A reportados en el Sivigila
Semana 48 de 2012 a Semana 36 a semana Semana 49 de 2013 a
semana 22 de 2013 48 de 2013 semana 18 de 2014
(1°" muestreo) (2% muestreo) (3°" muestreo)

Girardota (vereda San Andrés) 4 0 0
San Pedro de los Milagros 1 0 0
Venecia 0* 0 0
Granada 0 0 0
Cisneros 0 0 0
Arboletes 1* 0 0
Zaragoza 1* 0 1
Frontino 1 2 0
Corregimiento Nutibara (Frontino) ot 0 0
Puerto Berrio 2t 0 0
Total 10 2 1

Los valores en negrilla indican los casos en los que el resultado positivo de las muestras de estudio coincide con la notificacion de casos de hepatitis

Aen el Sivigila.

* Muestras de agua residual positivas en la detecciéon del genoma del VHA

T Muestras de la fuente principal de suministro del acueducto municipal positivas en la deteccién del genoma del VHA

(383-35,37-39,47). En el 2013, Calgua, et al. (38),
publicaron un estudio en el que se registraron
diferencias en el rendimiento de la técnica al
medir el porcentaje de recuperacion viral (38,47).
La técnica de floculacion con leche descremada
demostré ser mas eficiente y conveniente en cuanto
a su costo-efectividad y el tiempo de procesa-
miento de la muestra (38). Dada la naturaleza del
agua residual, no es recomendable concentrar
las muestras mediante técnicas que utilicen filtros
0 membranas antes de su tratamiento, ya que
los virus pueden perderse junto con la materia
organica previamente filtrada, lo cual disminuye el
porcentaje de recuperacion.

En el presente estudio las muestras de la fuente
de abastecimiento de los acueductos municipa-
les se concentraron por filtracion y ultrafiltracion
tangencial, una técnica ya estandarizada que se
emplea en el Instituto Nacional de Salud para la
vigilancia de la calidad de agua para consumo
humano (16,29,33,38). Para las muestras de aguas
residuales, se utilizaron dos metodologias (la de
polietilenglicol y la floculacion con leche), con el
fin de incrementar la probabilidad de detectar el
genoma del HAV.

Con base en los resultados obtenidos, no se
observé ninguna diferencia entre estas técnicas,
aunque cabe resaltar que, dado el numero de
muestras analizadas, las condiciones de pluvio-
sidad y la ausencia de una prueba de referencia,
no fue posible llevar a cabo los analisis estadisticos
adecuados para hacer inferencias sobre la eficiencia
de los protocolos utilizados. Aun asi, se observaron

algunas ventajas de la técnica de floculacion con
leche descremada frente a la de polietilenglicol
en cuanto al volumen de la muestra inicial, el
tiempo total de procesamiento de la muestra y los
costos de los reactivos, como lo habian descrito
previamente Calgua, et al. (38).

Por otra parte, no se puede descartar que las
técnicas utilizadas en el segundo y el tercer
muestreos fueran menos eficientes que la de
concentracién de particulas virales del primer
muestreo. Debe sefialarse que la técnica de poli-
etilenglicol fue empleada en los tres muestreos; sin
embargo, el protocolo para el segundo y el tercer
muestreo difirid del primero en el control del pH y
en la relacién de los gramos de sedimento y los
volumenes utilizados.

En cuanto a las condiciones de pluviosidad,
las lluvias pueden tener dos efectos sobre las
corrientes de agua. En el caso de las fuentes de
abastecimiento de los acueductos, cuando ocurren
cambios drasticos en la precipitacion pluvial, es
decir, en la transicion de verano (época seca) a
invierno, el agua lluvia tiene un efecto de “lavado”
en la cuenca de la quebrada, lo que causa la
remocién del material organico que es transportado
al cauce principal y puede producir un aumento en
las cargas de contaminacion.

Por el contrario, una vez iniciada la época de
lluvias, con la cuenca lavada por las primeras
precipitaciones, se presenta un fenémeno de
dilucién de los contaminantes en los cuerpos de
agua. En el caso de las aguas residuales, las
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fuertes precipitaciones diluyen la materia organica
presente en los efluentes cloacales. Este hecho se
relaciona con el tipo de alcantarillado combinado
de aguas residuales y aguas lluvias que se utiliza
en el pais. En época seca la materia organica y
los contaminantes tienden a concentrarse en los
sistemas de alcantarillado, ya que no ocurre la
dilucién por aguas lluvias.

Estos efectos se evidenciaron durante los mues-
treos: cuando habia llovido antes de la fecha
de la toma de muestras, las muestras de agua
residual se notaban diluidas con respecto a las
tomadas con anterioridad, lo cual se vio reflejado
en la aplicacion de los protocolos de concentracion
dado que las particulas virales se asocian con la
materia organica presente en el agua; pero, como
ya se menciond, no fue posible determinar con
precision de qué manera estas variables afectaron
la deteccion del genoma viral del HAV.

En el analisis filogenético se identifico el subgeno-
tipo IA del HAV en las muestras recolectadas en
Arboletes, Venecia, Zaragozay Puerto Berrio. En el
caso de las muestras recolectadas en el municipio
de Frontino (corregimiento de Nutibara y cabecera
municipal) no fue posible identificar las secuencias,
probablemente por la baja concentracion del ARN
viral y la presencia de posibles inhibidores de la
PCR con transcripcion inversa en la muestra.

Segun los resultados que se muestran en la
figura 2, las secuencias de Venecia, Zaragoza y
Puerto Berrio son evolutivamente mas cercanas
a los aislamientos identificados en Alemania y
Argentina, mientras que la secuencia de la muestra
recolectada en el municipio de Arboletes esta
mas estrechamente relacionada con aislamientos
de China, Japdn y México. Esto podria sugerir la
circulacion de dos variantes del HAV en Colombia,
pero, en la construccion de la base de datos de la
filogenia no fue posible incluir mas secuencias de
estudios practicados en Latinoamérica, pues algu-
nas de estas secuencias aun no han sido publicadas
en GenBank o corresponden a la amplificacién de
otras regiones del genoma del VHA.

En Latinoamérica, se ha evidenciado previamente
la circulacion del HAV en muestras ambientales. En
2010, Betancourt, et al., determinaron la presencia
del HAV en una corriente altamente contaminada
del area urbana de Caracas, Venezuela. Los
resultados indicaron la circulacion de cepas de
HAV, subgenotipo IA, estrechamente relacionadas
con cepas aisladas de muestras de pacientes
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con diagnéstico de hepatitis A en la region (14).
Prado, et al., estudiaron en 2012 muestras de
agua residual del area urbana de Rio de Janeiro,
Brasil, y encontraron 14 muestras (58 %) positivas
para HAV, de las cuales cuatro correspondian al
subgenotipo 1A (12). lgualmente, en Argentina,
en 2014, Yéfiez, et al., detectaron el genoma del
HAV en 20,8 % (5/24) de las muestras de agua
residual y en 16,1 % (5/31) de las muestras de
rio de la ciudad de Cordoba. El subgenotipo IA
fue identificado en tres de las muestras positivas
de agua residual (15). En Colombia, Sanchez, et
al., identificaron recientemente el subgenotipo IA
del HAV en muestras de suero y agua remitidas
al Instituto Nacional de Salud entre 2008 y 2012,
procedentes de ocho departamentos del pais.
Las secuencias obtenidas a partir de las muestras
de suero y agua recolectadas durante el brote
de la hepatitis en el departamento de Putumayo
presentaron 98 % de identidad en los nucle6tidos
con la cepa S79s reportada en Venezuela, lo
cual sugiere su circulaciéon en la regién (16).
Cabe resaltar que las secuencias del estudio en
mencion no se incluyeron en el analisis filogénetico
presentado en la figura 2 debido a que no estan
disponibles en GenBank.

En el presente estudio el genoma del HAV se
detectd con menor frecuencia que en los estudios
mencionados, lo cual puede deberse a varios fac-
tores: primero, las diferencias de los estudios en
grandes urbes y aquellas localidades con menos
poblacion usuaria de las fuentes de agua. Es
de esperar que exista una relacion directamente
proporcional entre el nimero de habitantes y la
contaminacién microbiolégica de los respectivos
efluentes cloacales. Segundo, estos resultados
también se pueden relacionar con la variabilidad
de la regién gendémica VP3-VP1 amplificada por
la PCR con transcripcion inversa utilizada en el
presente estudio y en el de Sanchez, et al. (16).
La estrategia de amplificacion en los estudios con
muestras ambientales consiste en una PCR con
transcripcion inversa o en una anidada de la region
5'NCR del genoma de HAV, con una variabilidad
de nucled-tidos entre genotipos de menos de 5
% comparada con 15 a 20 % de la region VP3-
VP1. La estrategia de amplificacion utilizada en el
presente estudio permitio la identificacion de las
cepas presentes en las muestras ambientales, sin
embargo, la sensibilidad de la técnica puede haber
repercutido en el nimero de muestras positivas.
Cabe anotar que la estrategia de amplificacién
utilizada en este estudio esta validada tanto para
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el diagnéstico como para el andlisis de muestras
ambientales por el laboratorio de referencia en
virologia del Instituto Nacional de Salud.

Los resultados obtenidos en este estudio son de
interés para las autoridades sanitarias y ambienta-
les a nivel local, pues permiten complementar la
informacion disponible para aportar al disefio de
las politicas en salud publica relacionadas con
la calidad del agua para consumo humano, asi
como con el manejo de desechos y la educacién
ambiental en las comunidades orientada a proteger
y conservar los recursos naturales.

Ademas, la metodologia utilizada puede aplicarse
en los laboratorios de salud publica del pais y
contribuir, asi, a la generacion de nueva infor-
macion sobre la circulacion de los genotipos del
HAV en muestras ambientales, lo cual es de gran
utilidad para la comunidad cientifica nacional e
internacional. Deben hacerse estudios adicionales
para caracterizar las cepas que circulan en
Antioquia y en otras areas del pais, y establecer
su relacién con las de paises de la region.
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