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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas transmitidas por la ruta fecal-oral son la principal causa de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Estas enfermedades son causadas principalmente por
bacterias, parasitos y virus; estos ultimos son los mas frecuentes, pero menos documentados.
México cada afio reporta de 5 a 6 millones de casos de diarreas agudas; sin embargo, el 94% de los
casos son clasificados como “mal definidas”; es decir, no se puede determinar el organismo
causante de la enfermedad. Se ha sugerido que los viajeros nacionales e internacionales contribuyen
con la propagacion de las enfermedades infecciosas alrededor del mundo. Los dos principales
grupos de virus que causan infecciones diarreicas agudas son los Norovirus y Enterovirus humanos.
Estos liberan sus viriones o material genético principalmente por la materia fecal, que
posteriormente llegan al ambiente por medio de las aguas residuales. Estudiar la incidencia de virus
entéricos en aguas residuales mediante la Epidemiologia Basada en Aguas Residuales (EBAR) se
considera una herramienta util, ya que permite evaluar de manera indirecta la presencia de
patdgenos especificos en una poblacion dada, y es un tema poco estudiado en México. El objetivo
del presente estudio fue determinar la incidencia de Enterovirus y genogrupos |y Il de Norovirus
humanos en aguas residuales del municipio de Culiacan, Sinaloa. Se analizaron 16 muestras de
aguas residuales de los reservorios de autobuses regionales y foraneos en la ciudad de Culiacan,
Sinaloa con una frecuencia semanal durante los meses de febrero, marzo y abril de 2022. Las
muestras se concentraron por precipitacion con polietilenglicol 6000 y cloruro de sodio, seguido
de la extraccion de ARN total y determinacion de la presencia de los virus por RT-PCR en tiempo
real. De las 16 muestras de aguas residuales analizadas se encontro la presencia de Norovirus Gl
en dos de ellas, no obstante, Enterovirus no fue detectado en ninguna de las muestras analizadas.
Los resultados obtenidos muestran que la EBAR es una herramienta Util para detectar a patdgenos
causantes de enfermedades diarréicas agudas en viajeros, tales como Norovirus en Culiacan,

Sinaloa, México.

Palabras clave: Norovirus, Enterovirus, Aguas Residuales, Viajeros.



ABSTRACT

Infectious diseases transmitted by the fecal-oral route are the leading cause of morbidity
and mortality worldwide. These diseases are mainly caused by bacteria, parasites and viruses; The
latter are the most frequent, but least documented. Mexico reports 5 to 6 million cases of acute
diarrhea each year; However, 94% of cases are classified as “poorly defined”; That is, the organism
causing the disease cannot be determined. It has been suggested that domestic and international
travelers contribute to the spread of infectious diseases around the world. The two main groups of
viruses that cause acute diarrheal infections are the human Norovirus and Enterovirus. These
release their virions or genetic material mainly through fecal matter, which subsequently reach the
environment through wastewater. Studying the incidence of enteric viruses in wastewater through
Wastewater-Based Epidemiology (EBAR) is considered a useful tool, since it allows the indirect
evaluation of the presence of specific pathogens in a given population, and is a poorly studied topic
in Mexico. . . The objective of the present study was to determine the incidence of Enterovirus and
genogroups I and 11 of human Norovirus in wastewater from the municipality of Culiacan, Sinaloa.
16 samples of wastewater from the reservoirs of regional and foreign buses in the city of Culiacén,
Sinaloa were analyzed with a weekly frequency during the months of February, March and April
2022. The samples were concentrated by precipitation with polyethylene glycol 6000 and chloride.
sodium, followed by the extraction of total RNA and determination of the presence of the viruses
by real-time RT-PCR. Of the 16 wastewater samples analyzed, the presence of Norovirus Gl was
found in two of them, however, Enterovirus was not detected in any of the samples analyzed. The
results obtained show that EBAR is a useful tool to detect pathogens that cause acute diarrheal

diseases in travelers, such as Norovirus in Culiacén, Sinaloa, Mexico.

Keywords: Norovirus, Enterovirus, Wastewater, Travelers.
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1. INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades infecciosas que aquejan a los humanos, las enfermedades
diarreicas agudas ocasionadas por el consumo de alimentos y agua contaminada son de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Sotelo-Coronado et al., 2017;
Leshem y Lopman, 2018; Kendra et al., 2022). En México, cada afio se reportan de 5 a 6 millones
de casos de diarreas agudas; sin embargo, hasta el 94% de los casos se clasifican como “mal
definidas”; es decir, sin que se determine el organismo causante de la enfermedad y solo se reporta
la posible fuente de infeccion con base en el cuadro clinico del paciente (Olaiz-Fernandez et al.,
2019). Ademas, segln datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor de 842,000
personas mueren cada afio por enfermedades diarreicas como consecuencia de consumir agua
contaminada o por una mala higiene de manos (OMS, 2022). Estas enfermedades son causadas
principalmente por bacterias, parasitos y virus; estos Ultimos son los més frecuentes, pero menos
documentados (Paredes-Salido y Roca-Fernandez, 2004; Sotelo-Coronado et al., 2017; Leshem y
Lopman, 2018). La transmision de virus en tales situaciones puede ser dificil de controlar debido
a su baja dosis infectiva, a su capacidad de resistencia ambiental y multiples rutas de transmisién
incluyendo contacto persona -persona, asi como a través de alimentos, agua y/o fémites
contaminados (Sotelo-Coronado et al., 2017; Lindsay et al., 2018).

Las infecciones por virus pueden tener consecuencias muy graves para la salud de las personas,
sobre todo para los nifios, adultos mayores y para las personas inmunocomprometidas; y son
motivo de gran preocupacion debido a su baja dosis infecciosa, capacidad de mutar facilmente,
incapacidad para ser tratados con antibidticos, resistencia a la desinfeccion, facil diseminacion y a

su alta capacidad de supervivencia en el ambiente (O’Bannon, 2020).

La transmision de infecciones virales es marcadamente estacional en regiones templadas, pero la
incidencia en areas tropicales y subtropicales es muy alta y constante durante todo el afio (Begier
et al., 2008). En este sentido, se presume que las personas que viajan desde y hacia estos destinos
contribuyen significativamente a la propagacion de los virus, pues son fuentes importantes de

circulacion global, acelerando la propagacion de virus e introduciendo con ello nuevas cepas de
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brotes en nuevas zonas geograficas (Apelt et al., 2010; Lindsay et al., 2018). Para los viajeros
pertenecientes a paises desarrollados que viajan a paises en vias de desarrollo, el saneamiento
deficiente del agua residual y las malas préacticas higiénicas durante el manejo y preparacion de los
alimentos dan como resultado la transmision de patdgenos entéricos, donde la fuente principal de
propagacion de los virus entéricos y respiratorios es la contaminacion por materia fecal humana de
personas infectadas, seguido de aerosoles derivados del estornudo o el vémito en espacios cerrados,
superficies contaminadas, entre otros (Leone et al., 2016; da Silva et al., 2016; Lindsay et al.,
2018). Por costumbre social, normalmente la deposicion de heces y vomitos tienen lugar en los
bafios, sugiriendo que estos espacios pueden ser una fuente importante de contaminacion, sobre
todo si existe una higiene poco frecuente o ineficaz, lo que contribuye en gran medida a la

propagacion de las infecciones virales por este medio (Begier et al., 2008).

La Gastroenteritis Aguda (GEA), generalmente manifestada por diarrea, sigue siendo el
diagnostico principal de los viajeros enfermos que regresan a su pais de origen en busca de atencion
médica (Lindsay et al., 2018). Si bien, la tasa de incidencia de enfermedades virales entre los
viajeros no esta fuertemente documentada, las estimaciones de prevalencia entre las personas con
diarrea del viajero oscilan entre el 3 y el 65%, segin factores como los métodos de diagnostico
utilizados, la carga viral del paciente y la poblacion a la que éste pertenece; donde cabe sefialar que
en el caso de Estados Unidos, hasta el 83% de las muertes asociadas a diarrea ocurren en personas
mayores de 65 afios (Lindsay et al., Sotelo-Coronado et al., 2017). En este sentido, los Norovirus
y Enterovirus humanos son los dos principales grupos de virus entéricos que causan enfermedades

infecciosas gastrointestinales transmitidas por el agua y superficies (LoFranco, 2017).

Los Norovirus humanos (HuNoV) pertenecen al género Norovirus, de la familia Caliciviridae y
son virus sin envoltura con un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo. Las cepas de
NoV se clasifican actualmente en siete genogrupos (G), que se subdividen en al menos treinta
genotipos (da Silva et al., 2016). Los Norovirus son considerados en muchos paises como la
principal causa viral de los brotes de gastroenteritis aguda (GEA) en adultos, y como el segundo
agente viral mas comun en nifios después de los rotavirus del grupo A (RVA) (da Silva et al., 2016;
Villicana et al., 2019). El genogrupo GII de NoV es el mas comin encontrado en casos de

gastroenteritis humana y el mayormente distribuido en todo el mundo (Kendra et al., 2022). Hoy
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en dia, se estima que los Norovirus causan alrededor de 685 millones de casos de infeccion cada
afio a nivel mundial, de los cuales aproximadamente 200 millones ocurren en nifios menores de 5
afios y se estima que causan la muerte de unos 50 000 nifios cada afio, principalmente en los paises
en desarrollo. Ademas, genera pérdidas econdmicas por alrededor de 60 000 millones de dolares

en el mundo, por concepto de atencién médica y pérdida de productividad (NCIRD, 2023a).

Por otro lado, los virus del género Enterovirus pertenecen a la familia Picornaviridae y consta de
15 especies, las cuales se dividen en: Enterovirus A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, Ky L y Rinovirus A,
B, y C. Actualmente, se sabe que los Enterovirus A, B, C, D y J son los Unicos que causan
enfermedades en los humanos (Zell, 2020). el grupo de los Enterovirus incluye ademas a los
Poliovirus, los Echovirus, los Coxsackievirus y los Enterovirus humanos, que a su vez se
subdividen en otras especies y serotipos (Zell, 2020). Los Enterovirus son pequefios, miden
aproximadamente 25 a 30 nm de diametro y son de forma icosaédrica. Son virus no envueltos y su
estructura consiste en una capside proteica que rodea a un genoma de ARN monocatenario de
sentido positivo. Los Enterovirus causan un amplio espectro de enfermedades, desde infecciones
asintomaticas hasta encefalitis, y son la principal causa de meningitis aséptica en los paises

desarrollados (Begier et al., 2008).

Investigaciones como la de Gerba y colaboradores (2013) y la de Zhang y colaboradores (2016),
sefialan que tanto el virion como el ARN viral (resultante de la ruptura del virus) se eliminan a
través de las excretas corporales, principalmente a través de los aerosoles derivados de la tos o
estornudos, vomito o la materia fecal de personas infectadas, que posteriormente se liberan al
ambiente por medio de las aguas residuales. En este sentido, investigadores de todo el mundo han
destacado que la presencia de ARN viral en aguas residuales urbanas brinda la oportunidad de
poder utilizarlas como una herramienta de vigilancia para posibles brotes en una comunidad dada,
ya que el genoma viral puede encontrarse en concentraciones altas, las cuales van desde 102 hasta
10'2 copias gendmicas por litro, segiin sea el virus (Corpuz et al., 2020; Pulicharla et al., 2021). A
este enfoque de deteccion de ARN viral en aguas residuales se le conoce como Epidemiologia
Basada en Aguas Residuales (EBAR), y nos puede dar informacion de gran importancia para la
vigilancia de brotes y eventos pandémicos. Dicha informacion es util para tomar las acciones

correctivas y preventivas pertinentes en materia de salud publica, principalmente en lugares donde
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no se tienen los recursos necesarios para la vigilancia clinica, o bien, donde no se lleva un control
exhaustivo de los casos de enfermedades que ocurren en la comunidad (Sims et al., 2020; Chacon
et al., 2021). Desafortunadamente, en México, muchos de los agentes etiologicos causantes de
enfermedades como la diarrea u otras enfermedades infecciosas no estan determinados (Olaiz-
Ferndndez et al., 2019). Ademas, el sélo lograr la deteccidn efectiva del ARN viral en las aguas
residuales es una de las etapas mas complejas y criticas para el desarrollo de un modelo completo
de prediccion como lo es la EBAR, con lo cual es lo primero con lo que se debe comenzar
(Xagoraraki, 2021; NCIRD, 2023b). Primeramente, se determina al organismo objetivo,
posteriormente se disefia un efectivo plan de muestreo y almacenamiento, y se identifica al
organismo mediante los métodos de prueba establecidos (Xagoraraki, 2021; NCIRD, 2023b). La
etapa subsecuente es su analisis donde se determina la relacion entre la presencia o concentraciones
virales medidas en las aguas residuales y la incidencia de enfermedades virales en la comunidad,
desarrollando asi la EBAR (Xagoraraki, 2021).

En México, el sistema nacional de vigilancia epidemiolégica (SINAVE) se centra en bacterias y
parasitos. Son pocos los estudios que han indagado sobre la epidemiologia molecular de virus
(Félix-Valenzuela et al., 2020). El estado de Sonora en México comparte frontera con el estado de
Arizona de los EE. UU., y existe un flujo migratorio muy dinamico a través de la frontera hacia
todo el territorio mexicano, mismo que también pasa por Sinaloa. Hasta la fecha, no hay datos
disponibles sobre la prevalencia de Norovirus y Enterovirus humanos circulantes que incluyan
estos dos paises (Félix-Valenzuela et al., 2020). EI conocimiento de la epidemiologia de virus
entéricos asociadas con los viajeros provee de informacién a las autoridades de la salud global de
los viajeros que arriban a una ciudad, y ofrece datos de valor para la deteccion temprana de
enfermedades infecciosas, asi como para establecer cercos sanitarios u otras medidas preventivas
y correctivas cuando se presenta un brote o evento pandémico (Hellmér et al., 2014; Sims et al.,
2020). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la incidencia de Norovirus y
Enterovirus humanos en aguas residuales de autobuses foraneos con viajeros que arriban al
municipio de Culiacan, Sinaloa, para de esta manera constituir las bases para utilizar una
innovadora herramienta para la vigilancia de la propagacién de enfermedades asociadas a virus

patogenos a través de su estudio en las aguas residuales.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades Infecciosas

De las enfermedades infecciosas que afectan al ser humano, las enfermedades diarreicas agudas
son la principal causa de morbilidad y mortalidad en el mundo (Sotelo-Coronado et al., 2017;
Leshem y Lopman, 2018; Kendra et al., 2022). Por definicion, se le llama diarrea al aumento de la
frecuencia, volumen y fluidez de las heces por alguna causa infecciosa, anomalias congénitas,
deficiencias enzimaticas, factores mecanicos, endocrinos, inmunologicos, nutricionales y toxicos;
por su parte, la diarrea aguda infecciosa se presenta como un fendmeno aislado, de naturaleza
exodgena y normalmente su duracion es inferior a 2 semanas, es considerada como uno de los
problemas de salud méas graves en los paises en vias de desarrollo, donde supone la segunda causa
de enfermedad y muerte infantil con 525 000 cada afio (OMS, 2017; Leshem y Lopman, 2018). El
mecanismo infeccioso de la diarrea puede ser de tipo invasivo, por colonizacion del tracto intestinal

y/o toxigénico (Paredes-Salido y Roca-Fernandez, 2004).

La diarrea viral es invasiva, no inflamatoria y cursa de forma autolimitada, excepto en aquellas
personas que se encuentran inmunocomprometidas (Paredes-Salido y Roca-Fernandez, 2004). Los
virus son responsables del 70% de las enfermedades diarreicas infecciosas, y el Norovirus, 0
también conocido como virus Norwalk, se considera la causa mas importante de brotes epidémicos
de gastroenteritis no bacterianas que se presentan en escuelas, hospitales, centros geriatricos y seno
familiar, y que afectan a adultos, nifios y personas de edad avanzada (Paredes-Salido y Roca-
Fernandez, 2004; Leshem y Lopman, 2018). Los Enterovirus (especificamente Coxsackievirus A,
B y Echovirus) son también causantes de la gastroenteritis (LoFranco, 2017). Seguido de las
enfermedades diarreicas infecciosas, tenemos también aquellas enfermedades respiratorias,
cutaneas como la enfermedad de manos pies y boca, meningitis, miopericarditis, conjuntivitis, que
son igualmente causadas por los virus del género Enterovirus (LoFranco, 2017; Nikonov et al.,
2017).
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Los viajeros nacionales e internacionales contribuyen en gran medida con la propagacion de las
enfermedades infecciosas alrededor del mundo, pues van desde o hacia paises donde cominmente
se encuentran virus como los Norovirus y los Enterovirus. Como ejemplo de ello, a un crucero
britanico se le cerraron las puertas de Grecia, Italia y Espafia, al llevar a bordo pasajeros infectados
por Norovirus, el cual es altamente contagioso (Paredes-Salido y Roca-Fernandez, 2004). Otro
ejemplo, Fretz y colaboradores (2003) realizaron un estudio en donde un gran ndmero de
peregrinos (119 adultos mayores y 89 personal de cuidados) que regresaban a Suiza desde Lourdes,
Francia y padecian de GEA, lo cual gener6 mas de 380 casos secundarios de infecciones por
Norovirus, incluyendo una muerte en una casa de adultos mayores. Ademas, el mismo brote
ocasiond cuatro muertes en Francia, Holanda e Irlanda. En el estudio se confirmé la presencia de
Norovirus en 9 de ellos (15.7 % de incidencia), donde GlI predominé y que, segun datos del autor,
la causa probable fue la transmision de persona a persona debido al ambiente contaminado por el
namero tan elevado de peregrinos que asistieron a la ciudad de Lourdes, Francia en esos dias. En
otro estudio, Chapin y colaboradores (2004), analizaron la presencia de Norovirus mediante un
método sensible de RT-PCR en un total de 54 muestras provenientes de 35 pacientes con diarrea
que viajaron de Estados Unidos de América hacia México y Guatemala. El virus se detect6 en el
65% de las muestras analizadas, donde encontraron al genogrupo GI. Esto sugiere que las
infecciones por Norovirus ocurren de manera frecuente entre viajeros que experimentan episodios
de diarrea cuando visitan México o paises como Guatemala. El estudio sefiala también que mientras
mas prolongada sea la estancia en el pais destino, es mayor la probabilidad de encontrar la
infeccion, siendo significativamente mayores después de los 7 dias de estancia (Chapin et al.,
2004).

Aunque el riesgo de poliomielitis entre los viajeros no inmunizados en paises tropicales en
desarrollo estd bien documentado, no se han informado con tanta frecuencia otras enfermedades
por Enterovirus relacionadas con los viajes, probablemente debido a las bajas tasas de ataque
clinico y los sintomas inespecificos; o bien, que los casos no son reportados y bien documentados.
Begier y colaboradores (2008), reportaron un brote de enfermedad EV no polio entre viajeros a
México. El 30 de junio de 2004, el director del Laboratorio de Virologia Clinica del Hospital Yale-
New Haven, se puso en contacto con el Departamento de Salud Publica de Connecticut para

informar sobre 2 estudiantes de secundaria hospitalizados con meningitis EV después de un viaje
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religioso a México. El Departamento de Salud Publica de Connecticut realiz6 una investigacion en
la cual determinaron que 20/28 estudiantes tenian infeccion por Enterovirus (71.4%), de los cuales,
4 tenian echovirus 30, 11 tenian coxsackievirus (CV) Al, 4 tenian echovirus 30 y CVA1L, y 1 tenia

solamente coxsackievirus (CV) Ab.

Hasta el 2024, no existe ningun sistema de vigilancia que monitoree las infecciones entéricas a
nivel global, aunque muchos paises, incluido Estados Unidos, cuentan con sistemas nacionales de
vigilancia de enfermedades entéricas bastante actualizados. De hecho, investigadores de distintos
paises como Suecia y Finlandia han utilizado en el pasado los datos de vigilancia nacional de
Estados Unidos para examinar enfermedades entéricas en viajeros. Sin embargo, la Red Mundial
de Vigilancia “GeoSentinel” supervisa y alerta sobre aquellas enfermedades relacionadas con los
viajeros en distintos sitios en todo el mundo. Estos sistemas brindan informacién atil sobre la
distribucion mundial de infecciones entéricas que causan enfermedades en los viajeros, pero hay
poca o nula informacién disponible sobre el riesgo entre los viajeros mexicanos (Kendall et al.,
2012).

2.1.1 Norovirus

En 1972, se descubrid el Norovirus (NoV) como el agente causante de un brote de gastroenteritis
en 1968 en una escuela primaria en Norwalk, Ohio, la identificacion se llevo a cabo mediante
microscopia inmunoelectrénica (LoFranco, 2017). Los NoV pertenecen al género Norovirus,
familia Caliciviridae. Actualmente estan clasificados en siete genogrupos (G), que a su vez se
subdividen en al menos treinta genotipos. Los virus pertenecientes a Gl, Gll y GIV infectan a
humanos, mientras que GllI, GV, GVIy GVII se han encontrado en animales. So6lo los genogrupos
Gll'y GIV comparten infeccion humano-animal (GlI para porcinos y GIV para caninos y felinos),
ademas de ser el genogrupo GlI el mas predominante en humanos por dos décadas seguidas (da
Silva et al., 2016; Kendra et al., 2022). Estructuralmente, los Norovirus son virus sin envoltura,
con cépside icosaédrica, pequefios (~38 nm de diametro) y se constituyen por un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo que contiene tres marcos de lectura abierta (ORF1, ORF2 y
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ORF3), los cuales codifican proteinas estructurales y no estructurales (da Silva et al., 2016;
LoFranco, 2017).

Se ha estimado que la dosis infecciosa de Norovirus es tan baja como 18 viriones durante los
ensayos de alimentacion con humanos (Lindsay et al., 2018). Se ha informado que los Norovirus
se eliminan en las heces de humanos por hasta dos semanas después de la infeccion (NCIRD,
2023a). Se ha informado también que los Norovirus se excretan en las heces infectadas en
concentraciones de hasta 100 000 millones de copias gendmicas virales por gramo de heces y son

capaces de persistir en el medio ambiente (LoFranco, 2017).

Los Norovirus se caracterizan por causar infecciones muy difundidas, benignas y autolimitadas,
que aparecen durante todo el afio, siendo las estaciones otofio e invierno las mas frecuentes. Se
transmiten por via fecal-oral, a partir de una fuente comun, como el agua, alimentos y bafos.
Producen gastroenteritis y se caracterizan por tener un periodo de incubacion de 24 horas, seguido
de cefalgia, nauseas, vomitos y diarreas (se observa un predominio de los vomitos en nifios y de
diarreas en adultos). Afectan al intestino delgado, en el que se observa un acortamiento y
ensanchamiento de las vellosidades intestinales (Paredes-Salido y Roca-Fernandez, 2004). Se
calcula que los Norovirus causan alrededor de 685 millones de casos de infeccién cada afio en el
mundo, donde 200 millones ocurren en nifios menores de 5 afios y se estima que causan la muerte
de unos 50 000 nifios cada afio (NCIRD, 2023a).

2.1.2 Enterovirus

El descubrimiento de este grupo de virus fue consecuente al estudio de los casos de poliomielitis
en la década de 1940. El trabajo de Paul y Trask identificé poliovirus en heces, lo que genero el
desarrollo de métodos para investigar a los virus de origen entérico (Paul y Trask, 1942).

Actualmente hay mas de 200 virus que se encuentran dentro de la familia Picornaviridae. Estos
virus son pequefios, varian de 20 a 30 nm de diametro y poseen un material genético conformado

por ARN monocatenario de sentido positivo, no poseen envoltura en su estructura icosaédrica. El
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genoma tiene aproximadamente 7 500 nucledtidos y contiene un solo marco de lectura abierto que
codifica una poliproteina que luego se procesa para producir las proteinas estructurales VP1, VP2,
VP3, VP4 y las no estructurales (LoFranco, 2017).

Los diferentes tipos de Enterovirus pueden también causar un amplio espectro de enfermedades en
humanos y presentar una amplia gama de sintomas (Cuadro 1). La dosis infecciosa de Enterovirus,
los periodos de incubacion y los sintomas de la enfermedad dependeran en gran medida de la
especie que esté causando la enfermedad vy, al igual que los Norovirus, también se transmiten a

través de aguas contaminadas con aguas residuales (LoFranco, 2017; Nikonov et al., 2017).

Cuadro 1. Enfermedades causadas por Enterovirus.
Geénero Nombre comun Enfermedad asociada
Gastroenteritis, enfermedad de mano-pie
y boca, enfermedad respiratoria, fiebre,
anomalias cardiacas, meningitis,
Enterovirus sindrome de Guillain-barré.

Gastroenteritis,  fiebre,  enfermedad
respiratoria, meningitis.
Poliovirus Paralisis, meningitis y fiebre.

Coxsackievirus A, B

Echovirus

2.1.3. Virus en Superficies y Areas Confinadas de Transportes

Las infecciones virales causadas por Norovirus y Enterovirus son un importante problema de salud
publica alrededor del mundo. Estos virus son altamente contagiosos y pueden transmitirse a través
del contacto con superficies contaminadas en bafios, espacios cerrados y entornos de viaje por
personas infectadas (Apelt et al., 2010; Leone et al., 2016; Begier et al., 2008). En los bafios, las
superficies que se contaminan con mayor frecuencia incluyen lavabos, inodoros, manijas de puertas
y grifos, las cuales pueden albergar diferentes microorganismos, incluyendo particulas virales
debido a su contacto y manipulacion por personas enfermas, favoreciendo el contagio de nuevas
personas al entrar en contacto con estas superficies contaminadas. Ademas, los virus también

pueden transmitirse por el aire cuando una persona infectada tira de la cadena del inodoro o abre
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un grifo, lo que provoca la propagacion del virus en el aire. Esto convierte a los bafios en un area

de alto riesgo para la transmision de estos virus (Begier et al., 2008).

Los espacios cerrados como aviones, autobuses y cruceros también representan un riesgo
significativo para la transmision de Norovirus y Enterovirus. En estos entornos, los virus pueden
propagarse facilmente debido a la proximidad entre los pasajeros, lo cual propicia un mayor
contacto. Los espacios reducidos en estos modos de transporte también dificultan el mantenimiento
de una higiene adecuada, lo que aumenta el riesgo de transmision (Leone et al., 2016; Begier et al.,
2008). Los viajeros corren un mayor riesgo de contraer enfermedades diarreicas virales, incluidas
las causadas por Norovirus y Enterovirus, debido a que viajar expone a las personas a nuevos
entornos, nuevos alimentos y nuevas personas, o que aumenta la probabilidad de exposicién a
estos virus. Ademas, es mas probable que los viajeros adopten comportamientos de alto riesgo,
como comer en restaurantes con higiene deficiente o no lavarse las manos con frecuencia, lo que

aumenta el riesgo de infeccion (Leone et al., 2016; Begier et al., 2008).

Holmes y Simmons (2009), realizaron un estudio de caso de un brote de enfermedad
gastrointestinal que ocurrid en un vuelo de larga distancia, seguido de un viaje en crucero por 14
dias mas. El estudio involucr6 un vuelo del Reino Unido a los EE. UU., donde 52/224 pasajeros
(23.2 %) desarrollaron enfermedades gastrointestinales durante el vuelo o dentro de las 72 horas
posteriores. Los sintomas incluyeron vémito y diarrea, y se identificé a Norovirus como el agente
causal de la infeccion. El estudio encontré que la infeccion probablemente se propago a través del
contacto con superficies contaminadas en el avion, incluidos los bafios, cinturones de seguridad,
reposabrazos y bandejas. El estudio destacO claramente el potencial de transmision de
enfermedades durante los viajes aéreos y la necesidad de medidas adecuadas de prevencién y
control. También se realiza un énfasis en la importancia de una comunicacion efectiva entre las
agencias de salud publica y la industria de las aerolineas y la necesidad de una mayor conciencia
sobre los riesgos de transmision de enfermedades en los viajes aéreos. Otro estudio similar fue el
de Kirking y colaboradores (2010), quienes estudiaron un brote en un vuelo transatlantico en
octubre de 2008, donde 17 de los 54 pasajeros y miembros de la tripulacion (31.5%) desarrollaron
sintomas de infeccidon por Norovirus. Los autores realizaron una investigacion epidemiologica y

recolectaron muestras de heces de las personas infectadas para confirmar el diagnostico. El estudio
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encontro que el caso indice, un pasajero que habia viajado recientemente a un area con un brote de
Norovirus, era la fuente probable de infeccién para los deméas pasajeros y miembros de la
tripulacion. Asi mismo, se encontré evidencia de transmision directa de persona a persona a traves
del contacto cercano con el caso indice. Ademas, el estudio encontro evidencia de transmision a
través del contacto con superficies contaminadas, como los bolsillos de los respaldos de los asientos
y las manijas de los lavabos. Los autores sefialaron que estas superficies se tocan con frecuencia 'y

es posible que no se limpien ni desinfecten de manera efectiva entre vuelos.

2.2. Epidemiologia Basada en Aguas Residuales (EBAR)

Los Enterovirus y Norovirus humanos se transmiten por la ruta fecal-oral y sus viriones (material
genético) se eliminan principalmente a través de las excretas corporales como el vomito,
estornudos, el esputo y las heces, que posteriormente se liberan al ambiente por medio de las aguas
residuales (Gerba et al., 2013; da Silva et al., 2016). Debido a lo anterior, casi cualquier virus que
infecte a humanos se puede encontrar en estos ambientes e identificarlos mediante técnicas
moleculares, a lo que también se le conoce como Epidemiologia Basada en Aguas Residuales
(EBAR) (Gerba et al., 2013).

La EBAR es un sistema de vigilancia de la salud publica que implica el analisis de muestras de
aguas residuales para detectar la presencia de patdégenos o biomarcadores que puedan proporcionar
informacion sobre la salud de las personas en una comunidad dada (NCIRD, 2023b). En términos

generales, la EBAR puede consistir en cinco importantes pasos:

1) Deposicién de virus.

2) Transporte por la red de alcantarillado.
3) Muestreo y almacenamiento.

4) Analisis de la concentracién de ARN.

5) Estimacion retrospectiva.

Hay maultiples métodos utilizados para el tercer, cuarto y quinto paso, pero hasta el momento, no
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existen métodos estandar o claramente 6ptimos y a menudo se seleccionan con base en la revision
de la literatura, la familiaridad del autor con el método y el equipo y/o el presupuesto (LaTurner et
al., 2021; Li et al., 2021).

La deteccion efectiva del ARN viral en las aguas residuales es una de las etapas mas complejas y
criticas en el desarrollo de un modelo completo de prediccion. Puesto que principalmente se debe
determinar si existe la presencia del organismo objetivo, seguido de disefiar un plan efectivo de
muestreo (que incluya la frecuenciay el nimero de muestras a analizar) y el almacenamiento, llevar
a cabo la identificacion mediante los métodos de prueba que daran como resultado la informacion
cualitativa o cuantitativa que se busca (Xagoraraki, 2021; NCIRD, 2023b). La etapa subsecuente
es su analisis donde se determina la relacidn entre las presencia o concentraciones virales medidas
en las aguas residuales y la incidencia de enfermedades virales en la comunidad, desarrollando asi
la EBAR (Xagoraraki, 2021).

Chacon y colaboradores (2021), mencionan que este enfoque EBAR se ha utilizado desde la
vigilancia de la poliomielitis como parte de la Iniciativa de Erradicacién Global de la Poliomielitis,
realizada por la Asamblea Mundial de la Salud desde 1988 y ha ganado una atencion significativa
desde inicios de la pandemia de COVID-19 como una herramienta para monitorear la propagacion
del virus en las comunidades (Sims et al., 2020). La muestra de agua residual se puede recolectar
de las plantas de tratamiento de aguas residuales, en varios puntos de la red de alcantarillado, o
bien, depdsitos que recolecten los desechos orgéanicos de las personas, y entonces, poder ser
analizadas para detectar la presencia de ARN viral u otros indicadores de infeccion.
Posteriormente, los datos pueden ser utilizados para estimar la incidencia, prevalencia, u otras
enfermedades en una poblacion determinada, incluidas las personas asintomaticas que pueden no

haber sido identificadas a través de las pruebas tradicionales (Gerba et al., 2013; Sims et al., 2020).

Existen estudios que corroboran que la EBAR puede brindar informacion sobre el comportamiento
de un virus como resultado de un brote o evento pandémico. No obstante, las concentraciones en
las que se puede encontrar la particula viral o su material genético suelen ser muy bajas debido al
efecto de dilucion por los grandes volumenes de agua que se manejan en estos ambientes, por lo

gue es necesario concentrarlos en volimenes mas pequefios para que puedan ser detectados con la
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precision y exactitud que se requiere (Lu et al., 2020; Sims et al., 2020). Wang y colaboradores
(2005), por medio de un método basado en filtracion electropositiva de particulas y RT-PCR,
lograron concentrar al virus envuelto conocido como SARS-CoV de muestras desinfectadas y no
desinfectadas de aguas residuales de dos hospitales en Beijing, China que recibia a pacientes con
SARS en la pandemia del 2002-2003 (309th Hospital y Xiao Tang Shan Hospital). Ellos
encontraron que los acidos nucleicos provenientes del virus SARS-CoV estaban presentes en las
muestras sin desinfectar a concentraciones muy bajas para ser cuantificadas por los métodos
moleculares utilizados (PCR), ademaés el virus en su estado infectivo no se encontrd presente en
ambos hospitales. El estudio destaca la importancia de continuar la investigacion en esta area, ya
gue monitorear las aguas residuales para detectar la presencia de patdégenos virales puede ser una
forma efectiva de detectar brotes de enfermedades infecciosas antes de que se generalicen en la

poblacion.

En la actualidad, diversos estudios han informado de la presencia de ARN del SARS-CoV-2 en las
aguas residuales de varios paises incluyendo a México. Carrillo-Reyes y colaboradores (2020),
monitorearon la presencia de ARN de SARS-CoV-2 en aguas residuales (influente, efluente y lodos
secundarios) de cinco plantas de tratamiento de aguas residuales en la ciudad de Querétaro, México,
basandose en el andlisis de genes RARP, S y N mediante RT-PCR. Al menos uno de los genes
evaluados del virus del SARS-CoV-2 fue detectado en el 36% de las muestras de influente, y 45%
para los lodos secundarios. En cuanto a las muestras de efluente, ninguna resulté positiva para los
genes SARSCoV-2 analizados. Los autores observaron que la concentracion de ARN viral en las
muestras se correlacion6 positivamente con la incidencia de casos de COVID-19 en la poblacion
local de ese momento (12 Logio copias/mL del gen RARP con los 3.2 Logio casos acumulados),
sugiriendo que el monitoreo de aguas residuales podria ser una herramienta Util para la deteccion
temprana de brotes de enfermedades como COVID-19, asi como para monitorear la efectividad de
las medidas de control. También sefialan que el monitoreo de aguas residuales podria ser muy
valioso en areas que cuentan con recursos limitados para pruebas clinicas, ya que proporciona una

forma de monitorear la propagacion del virus en la poblacion.

Un estudio similar utilizado para concentrar 8 tipos de virus patogenos (Norovirus, Astrovirus,
Rotavirus, Adenovirus, Aichi Virus, Parechovirus, Virus de la Hepatitis A y Hepatitis E) fue el de

Hellmér y colaboradores (2014), en Gotemburgo Suecia, mediante la metodologia de
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concentracion basada en la precipitacion con leche desnatada y el método molecular de RT-PCR.
A las muestras de aguas residuales recolectadas cada 2 semanas durante el periodo de enero-mayo
del 2013 se les cuantifico la cantidad de copias gendmicas de virus por litro de aguas residuales de
cada virus, y a pesar de la gran pérdida de particulas virales en el proceso de extraccion (alrededor
del 10% de recuperacion de la cantidad original de virus detectado) todos los virus, excepto los
Parechovirus, pudieron identificarse en las muestras. La concentracion mas alta de Norovirus logré
detectarse en las aguas residuales de 2 a 3 semanas antes de que en un hospital cercano acudieran
pacientes a los que se les diagnosticara la infeccion por este mismo virus; es decir, la metodologia
fue capaz de predecir con anticipacion de 15 dias el brote de infeccion. El virus de la Hepatitis A
(HAV) se detectd entre las semanas 5 y 13, y mediante la secuenciacién de la proteina VP1
estructural se identificaron tres cepas diferentes. Dos de ellas involucradas en un brote en
Escandinavia y en muestras de pacientes con hepatitis A aguda en Gotemburgo durante la
primavera de 2013. Por lo tanto, el método utilizado resulté Gtil y concluyeron que puede ser una
herramienta para detectar brotes virales incipientes en una comunidad dada y asi brindar una alerta
temprana antes de que los patdgenos causantes sean detectados por la manifestacion de la

enfermedad.

En Costa Rica, Chacon y colaboradores (2021), emplearon la EBAR como herramienta para
deteccidn temprana de enfermedades infecciosas; se analizaron 60 muestras del influente de cinco
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) para detectar la presencia de virus entéricos por
medio de filtracion y precipitacion con PEG 8000 y RT-PCR. A partir de 60 muestras, 59 se
analizaron para enterovirus (EV) y virus de la hepatitis A (HAV), 38 muestras para norovirus Gl y
Gll (NV GI; NV GlI) y rotavirus A (RV). El Rotavirus presento la positividad mas alta (44%),
seguido por el Norovirus GI/GlI (34%), el Enterovirus (22%) y el virus de la Hepatitis A en solo
el 8% de las muestras. Este estudio encontr6 que la concentracién de virus entéricos en las muestras
de aguas residuales se correlaciond positivamente con la incidencia de enfermedades
gastrointestinales agudas en la poblacion local. Al igual que el estudio de Hellmér y colaboradores
(2014), los autores pudieron detectar la carga viral en las muestras de aguas residuales varias
semanas antes del inicio de los casos notificados de estas infecciones en la poblacién, concluyendo
que este enfoque podria ser util para identificar las fuentes de los brotes, asi como para monitorear

la efectividad de las medidas de control.
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Por altimo, se tienen tres estudios con resultados muy similares; Lizasoain y colaboradores (2021),
estudiaron la diversidad y presencia de Enterovirus en Uruguay en el 2011-2012 y 2017-2018, a
partir de concentrados de aguas residuales. 50/84 muestras de aguas residuales fueron positivas
para Enterovirus (59.52%). Las especies encontradas corresponden a Enterovirus A (CVA2-AB,
A10, Al6, EV-AT71, A90), Enterovirus B (CVA9, B1-B5, E1, E6, E11, E14, E21, E30) y
Enterovirus C (CVAL, Al3, Al9, A22, A24, EV-C99). Faleye y colaboradores (2021) en
Maricopa, Arizona, E.E.U.U., analizaron 48 muestras de aguas residuales mediante RT-PCR
anidada, dando como resultado un total de 20 muestras positivas, que equivale alrededor del 52%,
los resultados sugerian la presencia de Enterovirus, por lo que posteriormente realizaron el estudio
de secuenciacion en donde detectaron posteriormente nueve genotipos de Enterovirus de tres
especies (enterovirus A (CVA4, EV-AT76, EV-A90)), enterovirus B (E14) y enterovirus C (CVAL,
CVALll, CVA13, CVA19 y CVAZ24)). Por ultimo, Hoque y colaboradores (2023) en Japon,
realizaron andlisis de RT-PCR a un total de 39 muestras de aguas residuales recolectadas
mensualmente de agosto 2018 a marzo del 2022, con el fin de detectar la presencia de Rotavirus
(RV), Norovirus (NoV), Adenovirus (AdV), Astrovirus (AstV), Sapovirus (SV), Enterovirus (EV)
y el SARS-CoV-2. Como resultado, 58.97% de las muestras fueron positivas para Norovirus,
genogrupo GI, mientras que el 56.41% fueron positivas para Norovirus Gll; mientras que
Enterovirus tuvo una positividad del 49%. En resumen, los diversos estudios realizados,
independientemente del tipo de virus a analizar, las diferentes muestras de agua residual en cada

area de estudio presentaron alrededor del 50-60% de positividad.

Debido a que se desconoce la incidencia de virus entéricos en viajeros que arriban a la ciudad de
Culiacan, Sinaloa, esta investigacion tuvo como objetivo abordar la primera fase de la
Epidemiologia Basada en Aguas Residuales, que es identificar la presencia de Norovirus humanos

y Enterovirus como patégenos entéricos de dispersién global.
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3. HIPOTESIS

En el 15-50% de las muestras existe incidencia de Norovirus de los genogrupos | y 11, mientras

que en al menos el 50% se encontrara Enterovirus.

El genogrupo GII de Norovirus sera el que predomine en los viajeros que arriben a la Central

de autobuses de Culiacan, Sinaloa, México, durante el periodo de febrero-abril del 2022.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar la incidencia de Enterovirus y genogrupos de Norovirus humanos en aguas residuales

de autobuses que arriban a Culiacéan, Sinaloa.

4.2. Objetivos Especificos

1. Determinar la presencia de Enterovirus en aguas residuales de autobuses foraneos e
internacionales que arriban a Culiacan, Sinaloa.

2. Determinar la presencia de Norovirus en aguas residuales de autobuses foraneos e
internacionales que arriban a Culiacan, Sinaloa.

3. Identificar el genogrupo de Norovirus (GI-GIl) méas predominante en aguas residuales.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Etapa 1. Toma, Manejo y Transporte de la Muestra

Se recolectaron muestras de aguas residuales tomadas de depdsitos de autobuses que arribaron a la
central internacional de autobuses de la ciudad de Culiacan Sinaloa, provenientes de distintos
estados de la Republica Mexicana y de los Estados Unidos de América, con base en los criterios

de seleccion de las muestras (cuadro 2).

Cuadro 2. Criterios de seleccion de las muestras.

NUMERO CRITERIO DE SELECCION
1 Sélidos organicos presentes en la muestra (presencia abundante de heces)
2 Ausencia de neutralizantes, desinfectantes o aromatizantes
3 Sin descarga de deposito previa

El agua residual se recolectdé en un frasco de polipropileno con capacidad de 500 mL.
Posteriormente se etiquetd con la fecha, lugar de procedencia y la linea de autobus, se colocé en
refrigeracion a 4 °C y se traslado a las instalaciones del Laboratorio Nacional para la Investigacion
en Inocuidad Alimentaria (LANIIA) del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo,
A.C. (CIAD), coordinacion regional Culiacan, para ser procesada dentro de las primeras 24 horas.
La frecuencia de los muestreos fue semanal durante los meses de febrero, marzo y abril del afio
2022,

5.2. Etapa 2. Concentracion de Particulas Virales

La concentracion de particulas virales se llevo a cabo mediante el método de precipitacion con

polietilenglicol 6000. Se depositaron 500 mL de muestra distribuidos en dos frascos de centrifuga
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de 250 mL (Nalgene®, EE. UU.) y se centrifugaron a 10 000 xg durante 10 minutos a4 °C (Thermo
Scientific™ Sorvall™ ST 40, EE. UU.), se recuperd el sobrenadante en un recipiente limpio y
estéril. Se filtré el sobrenadante mediante un sistema de filtracion al vacio por etapas (filtracion
secuencial) utilizando membranas de 0.80, 0.65, 0.45 y 0.22 um (Millipore™, Alemania). A 200
mL de la muestra filtrada, se le agregaron 50 mL de una solucién de polietilenglicol (PEG) 6000
adicionada con 20% de NaCl 2.5 M en un frasco de centrifuga de 250 mL (Nalgene®, EE. UU.),
se mezcld por inversion manual suave durante un min. y se dejo en refrigeracion a 4 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugd a 11 000 xg durante 20 min a 4 °C (Thermo
Scientific™ Sorvall™ ST 40, EE. UU.) y se decant? el sobrenadante para volver a centrifugar a 11
000 xg durante 3 min. a 4 °C y decantar nuevamente el resto del liquido. Se resuspendio el pellet
con 1 mL de buffer de elucion TACO™ DNA/RNA Extraction Kit (GENEReach) y se transfirio
el liquido a un microtubo de 1.5 mL (Eppendorf™, Alemania). Se centrifugd a 14 000 xg durante
10 min a 4 °C (Thermo Scientific™ Solvall™ Leyend Micro 21, EE. UU.). Se recuper6 el
sobrenadante en un tubo de 1.5 mL y posteriormente se almacend a -20 °C para su posterior
extraccion de ARN y amplificacion mediante RT-PCR (Barril et al., 2021; Sapula et al., 2021).

5.3. Etapa 3. Deteccion Molecular

5.3.1. Extraccion de ARN Viral

Se llevé a cabo la extraccion del material genético con el sistema de extraccion TACO™
DNA/RNA Extraction Kit (GENEReach), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cargo6 la
placa de extraccion de 48 pocillos, a la cual se le afiadio 200 pL. de muestra la columna #1; 50 pL
de Magnetic Bead a la columna #2; 200 uL de la muestra previamente de etanol 95% y 500 uL de
Buffer de lisis a la columna #1; 750 uL. de Washing Buffer A, a la columna #2 y #3; 750 puL de
Washing Buffer B, a la columna #4 y #5; 60 uL de Eluting Buffer a concentrada con PEG 20%
NaCl 2.5 M en la columna #1 y 10 uL de Internal Control-FL (IC) a cada una de las muestras
(Amplisens®, Republica Checa). Se coloco la placa de extraccion de 48 pocillos en el instrumento
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TACO™, seguido de la colocacion del peine de mezclado. Después de finalizado el proceso de
extraccion (46 minutos aproximadamente), se sacd la placa de extraccion y se recuperd un volumen
de 60 uL de muestra contenida en la columna #6 en un microtubo de 1.5 mL (Eppendorf™,
Alemania) nuevo y previamente rotulado. Se almacend el material extraido a -80 °C hasta el

momento de su amplificacion mediante RT-PCR.

5.3.2. Deteccion de Norovirus GI/GIl y Enterovirus Humanos Mediante RT-PCR en Tiempo
Real

La deteccion de los virus del género Enterovirus se realizé6 mediante el uso del kit Amplisens®
Human enterovirus-FRT PCR kit; para el caso de los virus del genero Norovirus GI/GlI se utilizd
el kit Amplisens® Norovirus Gl / GII-FRT PCR kit. Cabe sefialar que no fue necesario algln

procesamiento adicional de la muestra de ARN extraida previamente por taco™.

5.3.2.1 Enterovirus. Para cada una de las reacciones de RT-PCR tiempo real se utilizaron los
siguientes volumenes: 10 uL de PCR-mix-FL Enterovirus; 5 puL. de PCR-buffer-C; 0.5 pL de
Polymerase (TaqF); 0.25 uL TM-Revertase (MMIv); 0.25 pL de RT-G-mix-2 y 10 uL de muestra
de ARN extraida. El volumen total fue de aproximadamente 25 pL. Los controles de reaccion que

se utilizaron se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Controles de reaccion del lote para la amplificacion de Enterovirus mediante RT-PCR
tiempo real.

C+ | 10 uL C+ Enterovirus (Control positivo de amplificacion)
NCA | 10 uL TE-Buffer (Control negativo de amplificacion)
C- | 10 uL. Muestra extraida con el Control Negativo (C-)

Se utilizé el equipo CFX96® de BioRad® con las condiciones de termociclado que se muestran en
el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Condiciones del instrumento para la amplificacion de Enterovirus por Amplisens®.
PASO TEMP. TIEMPO SENAL DE CICLOS

°C DETECCION
FLUORESCENTE
1 50 15 min 2 1
2 95 15 min - 1
95 10's 2
3 60 20s FAM, HEX £

5.3.2.2 Norovirus Gl y GlI. Para cada una de las reacciones de RT-PCR tiempo real se utilizaron
los siguientes volumenes: 10 uL de PCR-mix-FL Norovirus GI / GII; 5 uL. de PCR-buffer-C; 0.5
uL de Polymerase (TagF); 0.25 pL TM-Revertase (MMIv); 0.25 pLL de RT-G-mix-2 y 10 pL de
muestra de ARN extraida. El volumen total fue de aproximadamente 25 pL. Los controles de

reaccion, que se utilizaron se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Controles de reaccion del lote para la amplificacion de Norovirus Gl / GIl mediante
RT-PCR tiempo real.

C+ | 10uL  C+ Norovirus Gl / Gll (Control positivo de amplificacion)
NCA | 10uL TE-Buffer (Control negativo de amplificacion)
C- 10 uL.  Muestra extraida con el Control Negativo (C-)

Se utiliz6 el equipo CFX96® de BioRad® con las condiciones que se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Condiciones del instrumento para la amplificacion de Norovirus GI / GII por
Amplisens®.

PASO TEMP. TIEMPO SENAL DE CICLOS

°C DETECCION
FLUORESCENTE
1 50 15 min g 1
2 95 15 min - 1
95 10 s -
3 60 20s FAM, HEX, ROX =
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencidn, Seleccidn y Procesamiento de la Muestra

Se obtuvieron un total de 32 muestras de aguas residuales provenientes de depositos de camiones
nacionales e internacionales (Estados Unidos de América), de las cuales fueron seleccionadas 16

para su andlisis con base en los criterios enlistados en el Cuadro 2.

Las 16 muestras fueron concentradas mediante Polietilenglicol 6000 adicionado con 20% de NaCl
2.5 M. Las muestras se tomaron con una frecuencia semanal durante los meses de febrero, marzo

y abril del 2022. La informacién de las mismas se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Muestras de aguas residuales concentradas.

CcODIGO FECHA DESCRIPCION LUGAR

PAR0083 2022-02-10  Depdsito camion  Central de autobuses
PARO0105 2022-02-18 Depdsito camién  Central de autobuses
PARO0106 2022-02-18 Depdsito camién  Central de autobuses
PARO0120 2022-02-25 Depdsito camién  Central de autobuses
PAR0124 2022-03-04  Depdsito camion  Central de autobuses
PAR0125 2022-03-04  Depdsito camion  Central de autobuses
PAR0126 2022-03-04  Depdsito camion  Central de autobuses
PARO0139 2022-03-18 Depdsito camién  Central de autobuses
PAR0146 2022-03-25 Depdsito camién  Central de autobuses
PARQ147 2022-03-25 Depdsito camién  Central de autobuses
PAR0148 2022-03-25 Depdsito camion  Central de autobuses
PARO0153 2022-04-01 Depdsito camion  Central de autobuses
PARO0156 2022-04-08 Depdsito camion  Central de autobuses
PARO0158 2022-04-08 Depdsito camién  Central de autobuses
PARO0159 2022-04-08 Depdsito camién  Central de autobuses
PAR0164 2022-04-22 Depdsito camién  Central de autobuses
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Todas las muestras seleccionadas fueron de la central de autobuses del municipio de Culiacan,

Sinaloa, México, abarcando el periodo mencionado de febrero-abril del afio 2022, ademaés de todas

proceder de depositos de camiones, dejando fuera las muestras de drenaje de la propia central.

6.2 Deteccion Molecular por RT-PCR

Durante el periodo de febrero-abril del 2022, se detect6 el genogrupo GlI de Norovirus en dos de

las 16 muestras analizadas (Cuadro 8; Figura 1), dando como resultado un 12.5% de muestras

positivas.

Cuadro 8. Deteccion de Enterovirus y Norovirus en aguas residuales.

- FECHA DE

CODIGO MUESTREO ENTEROVIRUS NOROVIRUS
PARO0083 2022-02-10 No detectado Detectado

PARO0105 2022-02-18 No detectado No detectado
PARO0106 2022-02-18 No detectado No detectado
PAR0120 2022-02-25 No detectado No detectado
PAR0124 2022-03-04 No detectado No detectado
PAR0125 2022-03-04 No detectado No detectado
PAR0126 2022-03-04 No detectado No detectado
PAR0139 2022-03-18 No detectado No detectado
PAR0146 2022-03-25 No detectado No detectado
PAR0147 2022-03-25 No detectado Detectado

PAR0148 2022-03-25 No detectado No detectado
PAR0153 2022-04-01 No detectado No detectado
PARO0156 2022-04-08 No detectado No detectado
PAR0158 2022-04-08 No detectado No detectado
PAR0159 2022-04-08 No detectado No detectado
PAR0164 2022-04-22 No detectado No detectado

Resultados expresados en Detectado/No detectado.
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Figura 1. Muestras positivas de Norovirus. (a) Muestra PAR0083 positiva para el genogrupo Il
de Norovirus. (b) Muestra PAR0147 positiva para el genogrupo Il de Norovirus.

Diversos investigadores argumentan que la ruta de transmision fecal-oral de Enterovirus y
Norovirus ha sido un tema estudiado ampliamente a lo largo de los afios debido a que la materia
fecal humana de personas infectadas es la principal fuente de propagacion de estos virus, los cuales
pueden encontrarse en concentraciones de hasta 10*? CG/L, seguido de los aerosoles derivados del
vomito y estornudos y superficies contaminadas (da Silva et al., 2016; Lindsay et al., 2018). Estas
deposiciones se dan principalmente en los bafios, lugares en donde hay mas contacto con estas
excretas corporales y menos higiene, exponiendo asi a la persona que se encuentre en estos
ambientes (Begier et al., 2008). Se atribuye a que los viajeros nacionales e internacionales son una
fuente importante de propagacion global de virus (Apelt et al., 2010; Lindsay et al., 2018). Debido
a lo anterior, se decidio estudiar las aguas residuales de transportes nacionales e internacionales
para la deteccion de Enterovirus y genogrupos de Norovirus.

Los resultados obtenidos en el presente estudio en cuanto al porcentaje de deteccion son
comparables a los de Apelt y colaboradores (2010), ellos realizaron un estudio en 104 pacientes
que recientemente habian viajado en el afio 2006-2008. Un total de 104 muestras fueron procesadas
mediante centrifugacion y analizadas mediante RT-gPCR; 10 muestras resultaron positivas (9.6%),
de las cuales nueve correspondian a muestras de pacientes con diarrea (15.7%). El genogrupo de
Norovirus méas predominante en las muestras positivas resulté Gll (9/10). Otro estudio similar fue
el de Zhang y colaboradores (2021), quienes detectaron Norovirus en 83 de 533 muestras
analizadas (15.6%) que correspondian a exudados faringeos de personas sintomaticas, donde el
genogrupo GII fue de nuevo el mas predominante. Por ultimo, Ko y colaboradores (2005),

determinaron la frecuencia con la que Norovirus causan diarrea del viajero en 124 estudiantes
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estadounidenses que tuvieron una estadia en México. En dicho estudio, 21 muestras de pacientes
(17%) dieron positivo para NoV segun el andlisis de RT-PCR realizado, a diferencia de nuestros
resultados y a los de Apelt y colaboradores (2010) y Zhang y colaboradores (2021), el genogrupo
GI fue mas predominante que GIl. Como se menciond al principio, los resultados de los estudios
anteriores son similares al presente estudio, a pesar de provenir de una muestra directa de heces de
pacientes. Sin embargo, estudios como el de Ham y colaboradores (2021), que analizaron el agua
residual proveniente de tanques sépticos de 7 diferentes villas costeras de la Bahia de Jaran, Corea
del Surenel 2017, en busca de Norovirus Gl y Gll; de 100 muestras de aguas residuales que fueron
concentradas previamente por centrifugacion y analizadas mediante RT-PCR, 22 fueron positivas
para el genogrupo GI, mientras 24 para el genogrupo GllI (incidencia del 24%). Esta ligera
diferencia puede deberse a la gran cantidad de muestras analizadas (100 muestras) a diferencia de
nosotros que fueron 16. Otro estudio interesante que puede explicar la incidencia tan baja es el de
Ahmed y colaboradores en el (2020), quienes evaluaron la presencia del virus SARS-CoV-2 en
muestras de aguas residuales de depdsitos de aviones y cruceros como potencial uso en materia de
salud publica durante la pandemia COVID-19. Ellos analizaron 21 muestras a través de dos
diferentes métodos de concentracion y analizadas mediante RT-qPCR y RT-ddPCR. 14/21
muestras resultaron positivas (67%). A pesar de tener una incidencia alta, los autores destacan que
las amplificaciones no fueron consistentes para todas las réplicas de RT-qPCR, pues los valores de
Cq de las muestras positivas se encontraron en un rango de 37.0 a 40.0 ciclos, al igual que los
resultados de nosotros. Los autores mencionan que esto podria solucionarse al mejorar el método
de concentracion que garantice porcentajes de recuperacion altos (>50%), o bien, utilizando PCR
digital que, segun se ha informado, es de uno a dos log més sensible que las plataformas gPCR

convencionales.

Existen otros estudios con resultados distintos a los encontrados en este trabajo. Tal es caso de
Chacdn y colaboradores (2021), donde analizaron 60 muestras del influente de cinco plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) para detectar la presencia de virus entéricos por medio de
filtracion y precipitacion con PEG 8000 y RT-PCR. De un total de 60 muestras, 38 muestras se
analizaron para norovirus Gl y GIl (NV GI; NV GlIl) obteniendo un 34% de positividad.
Adicionalmente, Chapin y colaboradores (2005), encontraron que en personas de Estados Unidos

que pasaron una estadia en Guatemala y México y presentaron la conocida diarrea del viajero (DT
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por sus siglas en inglés), con un total de muestras de heces positivas del 48% (26/54) para
Norovirus, encontrando también que el genogrupo Gl fue el Unico encontrado. Otro estudio es el
de Santiso-Bellon y colaboradores (2020), quienes a través de un estudio que durd un afio (de
septiembre 2016 a septiembre 2017), recolectaron un total de 46 muestras de agua residual de la
ciudad de Valencia, Espafia. Se encontrd al genogrupo Gl de Norovirus en un 69.6% de las
muestras y al genogrupo GlI en un 76%. Por Gltimo, Hoque y colaboradores (2023), estudiaron las
aguas residuales de una planta tratadora de aguas residuales de la ciudad de Kansai, Japon. 39
muestras del efluente fueron recolectadas desde agosto del 2018 a marzo del 2022. Al igual que
nuestro estudio, las muestras fueron concentradas mediante precipitacion por PEG 6000 + NaCl y
detectadas mediante RT-PCR. 23/39 muestras resultaron positivas para Norovirus Gl (58.97% de
positividad), mientras que 22/39 muestras fueron positivas para Norovirus Gll (56.41% de
positividad) y siendo entonces, el Norovirus Gl el que predominé en las muestras positivas.

Las discrepancias en los resultados de algunos de los autores pueden deberse principalmente a que
depende en gran medida que las muestras analizadas sean de pacientes que tengan una
gastroenteritis activa que resulta de una posible infeccion virica y que conlleva asi, una mayor
descarga de materia fecal con el virus de interés, también que no en todos los casos se realizo el
mismo proceso de extraccién, ya que en algunos casos fue por PEG, otros por simple dilucién o

bien, por medio de centrifugacion.

Otro factor importante es el niUmero de muestras analizadas, ya que, en los estudios mencionados,
es mucho mayor el nimero de muestras que en el presente trabajo (al menos el doble) como es el
caso de Chacon y colaboradores (2021) con 60 muestras estudiadas, Chapin y colaboradores (2005)
con 50 y Hoque y colaboradores (2023) con 39. Ademas, los periodos de muestreo fueron mas
largos, pudieron ellos abarcar un posible brote que pudo reflejarse en mas resultados positivos; a
diferencia de nosotros, que solo muestreamos por 3 meses y con una menor posibilidad de abarcar
un brote que pudiera estar ocurriendo en ese momento (Santiso-Bellon, et al., 2020). También la
naturaleza de la muestra, ya que en estudios donde se toma directamente la materia fecal de las
personas infectadas sin pasar por ningun otro proceso, aumenta en gran medida las posibilidades
de encontrarse con mayores concentraciones del virus, en comparacion con lo encontrado en esta
investigacion, en donde la materia fecal era una muestra combinada de varias personas, creando

asi un efecto de dilucion entre personas infectadas y no infectadas.

36



Para el caso de Enterovirus, este no fue detectado en ninguna de las muestras analizadas en el

presente trabajo (Cuadro 8; Figura 2).
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Figura 2. Muestras negativas de Enterovirus. (a) Muestra PAR0105 negativa para Enterovirus.
(b) Muestra PAR0106 negativa para Enterovirus. (c) Muestra PAR0147 negativa para
Enterovirus.

Existen estudios donde fue posible detectar Enterovirus humanos en muestras de heces de
pacientes. Begier y colaboradores (2008) a raiz de un brote de meningitis en Connecticut, Estados
Unidos, estudiaron muestras de 28 personas que recientemente habian tenido un viaje escolar a
México, en 20 de 28 personas (71.4%) fue posible detectar Enterovirus humanos, tales como
Echovirus 30, Coxsakievirus A1y Coxsakievirus A5. Otro estudio de importancia fue el de Gobbi
y colaboradores (2010), derivado de un brote de meningitis en Turin, Italia, después de un viaje en

un pueblo cerca de Calcuta, India, en el afio 2006, decidieron estudiar el fluido cerebroespinal,
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exudado faringeo y las heces de las personas involucradas para detectar el agente causante de dicha
enfermedad; todas las muestras de fluido cerebroespinal fueron positivas para Enterovirus,
mientras que 4/6 (66%) de las muestras de heces resultaron positivas para Enterovirus. Tan solo
1/6 muestras (16.7%) de exudado faringeo fue positiva para Enterovirus. Las principales
diferencias de los estudios de Gobbi y colaboradores (2010) y el de Begier y colaboradores (2008)
con el presente trabajo es que ambos realizaron sus respectivos estudios derivados de casos ya
existentes; es decir, derivados de un brote de meningitis y el estudio fue dirigido a esas personas
que ya presentaban sintomas después del viaje. En cambio, nuestro estudio no fue dirigido a
personas que especificamente presentaban sintomas ni tampoco derivado de algun brote existente,
sino a personas que compartieron espacio al viajar en un autobus. Por otro lado, estudios como el
de Faleye y colaboradores (2021) son un poco mas acorde a las condiciones del presente estudio.
Ellos realizaron un estudio en Maricopa County, Arizona, Estados Unidos, donde analizaron 48
muestras de aguas residuales durante un periodo de junio a octubre del afio 2020 en busqueda de
Enterovirus. De las 48 muestras analizadas, 25 resultaron con amplicones que sugerian la presencia
de Enterovirus (52.08%). Otro estudio similar fue el de Hoque y colaboradores (2023), quienes
estudiaron 39 muestras de aguas residuales provenientes del efluente de una planta tratadora de
aguas residuales de la ciudad de Kansai, Japon desde agosto del 2018 a marzo del 2022. Al igual
que nuestro estudio, las muestras fueron concentradas mediante precipitacién por PEG 6000 +
NaCl y detectadas mediante RT-PCR. 19/39 de las muestras resultaron positivas para Enterovirus,
dando una positividad del 48.72%. Los dos estudios anteriores mostraron resultados similares, las
muestras positivas rondan alrededor del 50%. Caso contrario a los resultados de nuestro estudio,
como se menciond anteriormente, ninguna de las muestras analizadas resultd positiva para

Enterovirus humanos.

Estudios como el de Tafuri y colaboradores (2012) son los que se acercan un poco a nuestros
resultados. Ellos evaluaron la prevalencia y circulacion del poliovirus entre los refugiados que
residian en Italia en el periodo de 2008-2011 y que provenian de lugares donde el virus de la polio
seguia activo. Por medio de PCR anidada fueron analizadas 152 muestras de heces y desechos
liquidos extraidos de los sistemas de alcantarillado de las viviendas de migrantes. Ninguna de las
muestras resultd positiva para poliovirus, sin embargo, una muestra resultd positiva para

Coxsackievirus B5.
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Por ultimo, una posible causa para el alto nimero de muestras negativas, tanto para Norovirus
como Enterovirus podria deberse a que éste estudio se realiz6 en tiempos de pandemia por COVID-
19, pues se vio el uso indiscriminado de desinfectantes. Aunque la desinfeccion de las aguas
residuales procedentes de los hogares, hospitales, oficinas, espacios publicos y otras instalaciones,
como hoteles y unidades de procesamiento, era fundamental para minimizar la probabilidad de
propagacion del virus SARS-CoV-2, la aplicacion de estos desinfectantes pudo haber causado un
desequilibrio a los organismos presentes en el agua residual a donde iban a parar estos productos y
por ende, haber tenido efecto en la degradacion del virién y/o el genoma de Norovirus como
Enterovirus (Dhama et al., 2021).
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7. CONCLUSIONES

La presencia de Norovirus en 2 de las 16 muestras analizadas (12.5%) provee de
informacion Gtil de la incidencia de estos virus en la poblacién que viaja a Culiacan Sinaloa, y que
con base en ello se puede implementar la Epidemiologia Basada en Aguas Residuales (EBAR)
como un método de deteccion temprana de patogenos de interés. Ademas, el genogrupo GllI de
Norovirus fue el que predomino en las muestras analizadas, lo cual nos indica que dicho genogrupo

es el que predomina en la poblacion viajera que arriba a Culiacan, Sinaloa

No se detecto la presencia de Enterovirus en las muestras analizadas.
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8. RECOMENDACIONES

Este trabajo aporté la primera fase de la Epidemiologia Basada en Aguas Residuales,
demostrando la presencia de virus entéricos, por lo que se recomienda continuar con esta
investigacion para implementar un esquema mas profundo de nimero de muestras y temporalidad.
Se recomienda también realizar muestreos de las superficies de los bafios de los autobuses, areas

de contacto comun como pasamanos, reposabrazos, lavabos, agarraderas y pisos.
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