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Resumen- El presente estudio tiene como objetivo formular una guia técnica para la deteccion de SARS-CoV-2 y del virus de la hepatitis
A (HAV) en aguas residuales, con el fin de unificar criterios para el monitoreo epidemiol6gico en Colombia. Mediante tres fundamentos
principales: el marco normativo vigente, la experiencia del equipo investigador y los documentos cientificos disponible. El estudio se desarrollé
bajo un disefio descriptivo de caracter longitudinal, basado en un modelo experimental previamente mencionado en documentos de Hata, con
adaptaciones del protocolo Berlin-Charité actualmente empleado por el Instituto Nacional de Salud. Para ello, se realizaron muestreos en redes
de alcantarillado y plantas de tratamiento en Cucuta, Bucaramanga y Valledupar. Las muestras fueron sometidas a procesos de laboratorio como
concentracion viral y analisis molecular mediante RT-gPCR, técnica frecuentemente utilizada para la deteccion de virus en matrices ambientales.

A partir de la revision normativa, metodoldgica y técnica realizada durante el estudio, se identificd la importancia de disponer de
procedimientos estandarizados que integren las etapas de muestreo, medicidn de caudal, procesamiento y anélisis de muestras. En este contexto,
la guia técnica desarrollada redne criterios operativos y analiticos orientados a la vigilancia epidemioldgica basada en aguas residuales para
SARS-CoV-2y HAV. Su aplicacion resulta pertinente para el contexto colombiano, considerando la circulacion de hepatitis A y los antecedentes
derivados de la pandemia por COVID-19. La estandarizacion de estos procedimientos puede favorecer la comparabilidad de los resultados
obtenidos entre diferentes puntos de monitoreo y apoyar los procesos de seguimiento epidemioldgico. Actualmente, la validacién experimental
del protocolo continda en desarrollo, etapa que permitird evaluar su desempefio y realizar los ajustes requeridos para su implementacion.
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Abstract— The objective of this study is to develop technical guidelines for the detection of SARS-CoV-2 and the hepatitis A virus (HAV)
in wastewater, with the aim of standardizing criterio for epidemiological monitoring in Colombia. This is based on three main foundations: the
current regulatory framework, the research team’s experience, and available scientific literature. The study was conducted using a longitudinal
descriptive design, based on an experimental model previously described in documents by Hata, with adaptations of the Berlin-Charité protocol
currently used by the National Institute of Health. To this end,sampling was conducted in sewer networks and wastewater treatment plants in
Clcuta, Bucaramanga, and Valledupar. The samples underwent laboratory processes such as viral concentration and molecular analysis via RT-
gPCR, a technique frequently used for the detection of viruses in environmental matrices.

Based on the regulatory, methodological, and technical review conducted during the study, the importance of having standardized
procedures that integrate the stages of sampling, flow measurement, sample processing, and analysis was identified. In this context, the technical
guide developed brings together operational and analytical criteria aimed at wastewater-based epidemiological surveillance for SARS-CoV-2
and HAV. lIts application is relevant to the Colombian context, given the circulation of hepatitis A and the circumstances arising from the
COVID-19 pandemic. Standardizing these procedures can enhance the comparability of results obtained across different monitoring sites and
support epidemiological surveillance efforts. Currently, experimental validation of the protocol is ongoing, a phase that will allow for the
evaluation of its performance and the implementation of necessary adjustments for its deployment.
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I.  INTRODUCCION

El estudio de los virus como agentes etioldgicos de enfermedades humanas constituye un eje fundamental en salud publica, debido a su
capacidad de transmisién, adaptabilidad biolégica y el impacto que generan en los sistemas sanitarios. En los Gltimos afios, dos patégenos han
adquirido particular relevancia para la vigilancia epidemioldgica: el coronavirus SARS-CoV-2, asociado con la pandemia de COVID-19, y el
virus de la hepatitis A (VHA), responsable de una de las infecciones entéricas mas frecuentes a nivel mundial [1], [2].

A escala internacional, la vigilancia y el control de enfermedades transmisibles siguen actividades fundamentales para la salud publica [1].
En Colombia, la hepatitis A (HAV) se considera una enfermedad endemicidad intermedia [1] [3]. A nivel nacional, en 2019 en Clcuta se
registraron una incidencia de 7,5 por cada 100.000 habitantes [2]. Asimismo, la pandemia por COVID-19 gener6 un impacto sanitario en e pais.
Segun los reportes de mayo de 2023, se habian confirmado 6.366.774 casos y 142.741 fallecimientos. Para este periodo, se reportaron 296.330
casos en Santander, 125.332 en Norte de Santander y 109.512 en Cesar, cifras que reflejan el impacto de la pandemia en los departamentos
incluidos en el estudio [4]. Respecto a la mortalidad, estos departamentos ocuparon el quinto (8.395 fallecidos), séptimo (5.198 fallecidos) y
decimoquinto (2.697 fallecidos) [2]. Bajo este contexto, se requieren herramientas que permitan detectar de manera temprana la circulacion de
virus en la comunidad. En este sentido el analisis de agua residual representa una alternativa para fortalecer los sistemas de vigilancia
epidemioldgica y aportar informacién Gtil para las decisiones en salud publica.

La epidemiologia basada en aguas residuales (WBE, por sus siglas en inglés) [5] [6]se ha utilizado como una herramienta para el seguimiento
de patdgenos excretados por la poblacidn a través de sistemas de alcantarillado, mediante recoleccion periddica de muestras y el uso de técnicas
de concentracion viral y deteccion molecular como RT-qPCR [7], [8]. Estudios [7] [8] han reportado resultados favorables en la identificacion
de la circulacion de la circulacion de virus y en el seguimiento de tendencias epidemioldgicas a partir de las aguas residuales [7], [8], Sin
embargo, factores como la dilucién de las muestras, la degradacion del material genético y las variaciones en la carga viral pueden influir en los
resultados obtenidos, por lo que resulta necesario establecer procedimientos estandarizados que favorezcan la comparabilidad de la informacion.

Con base en los antecedentes, la guia técnica se desarroll6 en tres etapas: (i) revision de la literatura y del marco normativo aplicable (NTC-
ISO 5667 y lineamientos nacionales [9], IDEAM [2]), (ii) documentacidn y estandarizacion de los protocolos de muestreo y deteccion molecular
(concentracion viral, extraccion de ARN y RT-qPCR para SARS-CoV-2 y VHA [10]), y (iii) elaboracion del documento guia, integrando los
criterios técnicos identificados durante la revision documental y el analisis metodoldgico realizado por el equipo investigador. El resultado
corresponde a una propuesta técnica que reine lineamientos para la toma de muestras, el procesamiento analitico y la interpretacion de resultados
en estudios de vigilancia epidemioldgica basada en aguas residuales.

Esta propuesta responde a la necesidad existente en Colombia de contar con protocolos unificados que garanticen la trazabilidad de los
procesos, la armonizacion metodoldgica entre laboratorios y la integracion efectiva con los sistemas de vigilancia. En este sentido, la guia
contribuye a fortalecer los procesos de muestreo y analisis, mejorar la interpretacion de los datos y facilitar la implementacion de estrategias de
monitoreo para virus de interés en salud publica.

Con base en lo anterior, el estudio se orienta a responder las siguientes preguntas de investigacion:

¢Es viable técnica y analiticamente implementar un protocolo estandarizado de WBE para la deteccion y cuantificacion de SARS-CoV-2y
HAV en aguas residuales urbanas en ciudades de Colombia?

¢Cual es la utilidad del protocolo de WBE como herramienta complementaria para la deteccion y seguimiento de virus en comparacion con
los sistemas de vigilancia epidemiolégica convencional?

Il. MARCO TEORICO

En Colombia se desarrollaron un protocolo orientado a la consolidacion de una red nacional de monitoreo del recurso hidrico, en el cual se
establecen procedimientos estandarizados para la recoleccion, analisis y gestion de muestras de agua. El documento define parametros fisicos,
quimicos y bioldgicos, asi como lineamientos metodoldgicos que garantizan la calidad, trazabilidad y comparabilidad de los datos. La
metodologia propuesta se basa en la seleccion de puntos estratégicos de muestreo en cuencas hidrograficas, combinando técnicas in situ y
analisis de laboratorio para asegurar la representatividad de las muestras. Adicionalmente, incorpora criterios rigurosos para la gestion y
validacidn de datos [11].

Este protocolo sirve como referencia metodoldgica para el presente estudio, al proporcionar criterios técnicos para la toma de muestras, el
analisis de parametros y la gestion de la informacion asociada a estudios de calidad del agua. Los procedimientos descritos en dicho documento
aportaron elementos para la organizacion y estructuracion de las actividades de monitoreo consideradas en esta propuesta.

Un estudio descriptivo transversal en el sistema de tratamiento EIl Salguero (Valledupar), en el cual se recolectaron muestras de agua residual
para analisis fisicoquimicos y microbiol6gicos. Se evaluaron variables como pH, temperatura, DBO, DQO, sdlidos suspendidos y metales
pesados, junto con la caracterizacién bacteriana mediante diluciones seriadas en medios de cultivo. Los resultados evidenciaron la presencia de
microorganismos con actividad enzimatica relevante para la degradacion de materia organica [12], [13].

Desde el enfoque metodologico, este estudio aporta criterios para la seleccién de parametros fisicoquimicos y microbiolégicos, asi como
para la estructuraciéon de protocolos de muestreo en sistemas de tratamiento, los cuales son adaptados en el presente trabajo para la
caracterizacion de aguas residuales en el contexto de vigilancia viral.

Han desarrollado un método de concentracién de virus entéricos mediante filtracion y ultrafiltracion tangencial, logrando reducir volimenes
de muestra de 20 L a 6 mL. La validacién del método se realiz6 utilizando controles positivos con Poliovirus Sabin tipo 1, y la deteccion se
efectué mediante cultivo celular y RT-PCR convencional [14] Los resultados demostraron la eficiencia del método para recuperar virus incluso
en bajas concentraciones, asi como su reproducibilidad y rapidez [15].
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La informacién reportada permitio identificar aspectos relevantes para la seleccion de métodos de concentracidn viral en muestras de agua,
particularmente en lo relacionado con la recuperacion de virus y la validacion de los procedimientos analiticos empleados.

En un sistema piloto de tratamiento de aguas residuales se evalu6 la presencia de virus entéricos mediante técnicas de RT-PCR [16]
incluyendo hepatitis A, hepatitis E, enterovirus y calicivirus. Los analisis realizados mostraron la persistencia de estos virus entre la entrada y
la salida del sistema de tratamiento, lo que sugiere una capacidad limitada de remocion bajo las condiciones evaluadas. También se reporté la
utilidad de los colifagos como indicadores de contaminacién viral [17].

Los resultados obtenidos fueron considerados durante la definicion de los procedimientos de deteccion incluidos en la guia técnica,
principalmente para la seleccion de marcadores moleculares y la interpretacion de los resultados generados en sistemas de tratamiento de aguas
residuales.

Adicionalmente, una revision de literatura sobre la deteccion de SARS-CoV-2 y otros coronavirus en aguas residuales evalu6 su uso como
herramienta de vigilancia epidemioldgica. En los estudios analizados se report6 la deteccién de ARN viral en diferentes matrices ambientales,
entre ellas aguas residuales crudas, aguas tratadas y lodos, observandose ademas una relacién con el comportamiento de los casos de COVID-
19. Sin embargo, los autores sefialaron que la informacion disponible no permitié demostrar de forma definitiva la presencia de virus infecciosos
en dichas matrices [18].

La informacion recopilada en esta revision respalda el uso de la epidemiologia basada en aguas residuales (WBE) como una herramienta
complementaria para el seguimiento de enfermedades infecciosas. En particular, la cuantificacion de ARN viral se considera un indicador
indirecto de la circulacion de patégenos en la poblacién, criterio que fue tenido en cuenta para la estructuracion metodoldgica del presente
estudio orientado a la deteccion y cuantificacion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas residuales [18].

I1l. METODOLOGIA

El estudio se desarroll6 mediante un disefio observacional de tipo longitudinal, orientado a la construccion y estandarizacién de un protocolo
para vigilancia epidemioldgica basada en aguas residuales (WBE). Las actividades se concentraron en puntos estratégicos ubicados en las
ciudades de Cucuta, Bucaramanga y Valledupar durante el periodo comprendido entre abril y diciembre de 2025. Los sitios de interés incluyeron
redes de alcantarillado y plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), seleccionados considerando criterios de representatividad
hidraulica, cobertura poblacional y condiciones operativas para el muestreo.

Como primera actividad se revisé informacion cientifica relacionada con la deteccion de SARS-CoV-2 y del virus de la hepatitis A (HAV)
en aguas residuales. Esta consulta permitio recopilar antecedentes sobre metodologias de andlisis, desempefio de las técnicas utilizadas y criterios
de aseguramiento de la calidad reportados en otros estudios. De manera complementaria, se revisaron documentos normativos y lineamientos
técnicos, entre ellos la NTC-1SO 5667 (partes 1, 3, 6 y 14) [9] y directrices del IDEAM [2], los cuales sirvieron de base para definir las
actividades de muestreo, preservacion y manejo de muestras.

Con la informacion recopilada se establecieron los procedimientos para la recoleccion, conservacion, transporte y analisis de las muestras.
Se contempl6 el uso de muestreo puntual y compuesto, seleccionando cada estrategia segun las condiciones del punto de monitoreo y las
caracteristicas del sistema evaluado. La preservacion y el transporte se realizaron de acuerdo con la NTC-ISO 5667-3, manteniendo las muestras
refrigeradas a 4 °C * 2 hasta su procesamiento en laboratorio.

Las actividades de laboratorio incluyeron concentracion viral, extraccion y purificacion de ARN y deteccion molecular mediante RT-qgPCR
[12] [19], [20] Para cada virus se definieron genes diana y controles de calidad destinados a verificar el adecuado funcionamiento del proceso
analitico. También se tuvieron en cuenta aspectos relacionados con la recuperacion viral, la presencia de inhibidores y la repetibilidad de los
resultados. Los datos obtenidos se registraron mediante valores de umbral de ciclo (Ct) y, cuando fue posible, mediante estimaciones de
concentracion génica.

Adicionalmente, se realizd una prueba piloto de muestreo en puntos seleccionados de las ciudades participantes. Esta actividad permitio
identificar aspectos practicos relacionados con la logistica de campo, el transporte, la recepcion y el procesamiento de las muestras, informacion
que fue considerada durante la elaboracion de la guia técnica.

Para una etapa posterior se disefid una encuesta estandarizada (Anexo 1), dirigida a laboratorios de salud publica interesados en la aplicacion
de la guia. El instrumento incluye aspectos relacionados con claridad, completitud, disponibilidad de recursos, logistica, aseguramiento de la
calidad, factibilidad de implementacion e intencién de adopcién. Su aplicacion se plantea como una actividad futura para evaluar el uso de la
guia en escenarios reales de vigilancia epidemioldgica.

IV. RESULTADOS ANALISIS E INTERPRETACION

1. Evaluar las técnicas existentes para el procedimiento de muestreo para deteccion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas
residuales.

a. Revisar la literatura técnica y normativa disponible sobre métodos de muestreo en aguas residuales
Se revis6 la documentacion técnica y normativa disponible relacionada con el monitoreo de aguas residuales. A partir de esta informacion

se definieron criterios para la seleccion de puntos de muestreo, la tomay conservacion de muestras, el transporte hacia laboratorio y los requisitos
de calidad necesarios para asegurar resultados confiables durante el desarrollo del estudio. Se analizaron los documentos de la serie NTC-ISO
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5667 y los lineamientos nacionales emitidos por el IDEAM, con el proposito de seleccionar aquellos componentes metodolégicos que garantizan
la representatividad, trazabilidad y calidad de las muestras destinadas a la deteccion de SARS-CoV-2 y HAV. [8].

Como resultado de esta revision, se identifico que la serie NTC-1SO 5667 constituye el marco normativo mas completo para el disefio de
programas de muestreo, la preservacion y manipulacion de muestras, el control de calidad y la toma de muestras en diferentes matrices acuaticas.
La Tabla I resume las partes analizadas de la norma y su alcance técnico.

Posteriormente, se evalué la aplicabilidad de cada documento normativo frente a los requerimientos especificos de la vigilancia
epidemiolégica basada en aguas residuales (WBE). Este analisis permitid seleccionar aquellas partes de la norma directamente relacionadas con
el disefio del protocolo metodoldgico propuesto, priorizando los criterios asociados con planificacion del muestreo, preservacién de muestras,
control de calidad y procedimientos para aguas residuales y cuerpos de agua superficiales.

TABLA |
PARTES DE LA NTC ISO 5667 GESTION AMBIENTAL Y CALIDAD DEL AGUA
Numero y enfoque Estado Resumen
Parte 1:2010: Disefio de programas y Vigente Proporciona los lineamientos esenciales para estructurar programas de toma de
técnicas de muestreo. muestra y seleccionar las técnicas apropiadas para diferentes tipos de agua,

incluidos lodos, efluentes y sedimentos. Su contenido establece los fundamentos
para planear y ejecutar procesos de muestreo en cualquier contexto hidrico.
Parte 3:2004 Preservacion y manejo de Vigente Describe las recomendaciones generales para asegurar que las muestras de agua
las muestras. se conserven y transporten en condiciones adecuadas, preservando sus
caracteristicas  originales. Excluye los procedimientos para muestras
microbioldgicas.

Parte 6:2014 Muestreo de rios y arroyos. | Vigente Presenta los criterios para disefiar y aplicar protocolos de toma de muestra en rios
y arroyos, abarcando tanto las técnicas de recoleccion como el manejo de los
especimenes para su posterior estudio fisico y quimico.

Parte 10:2020 Muestreo de aguas Vigente Detalla los procedimientos recomendados para planear el muestreo y recolectar

residuales. muestras de aguas residuales domésticas e industriales en sus diferentes formas,
tanto tratadas como sin tratar.

Parte 14:2014 control de la calidad del Vigente Presenta técnicas y medidas de aseguramiento y control de calidad aplicadas al

muestreo y manipulacion de aguas muestreo manual de aguas superficiales, subterraneas, residuales y marinas,

ambientales. incluyendo identificacion de fuentes de error y pautas de manejo.

Nota. INCONTEC. ISO 5667 Técnicas generales de muestreo.

Tras analizar la informacion consolidada en la Tabla I, se determiné que solo algunas partes de la serie ISO 5667 se ajustan directamente al
alcance del presente estudio. Estas se sintetizan en la Tabla I, seleccionadas en funcién de su pertinencia conceptual y operativa frente a los
objetivos. Su eleccion responde a que cubren aspectos centrales como disefio de programas de muestreo, preservacion de muestras, control de
calidad y lineamientos aplicables a cuerpos de agua superficiales.

La NTC-1SO 5667-1 fue tomada como base para definir la planificacion y las estrategias de muestreo. La NTC-1SO 5667-3 se emple6 para
establecer las condiciones de preservacion, almacenamiento y transporte de las muestras. Asimismo, la NTC-1SO 5667-6 aport6 lineamientos
para la seleccion de los puntos de muestreo y su evaluacion, mientras que la NTC-1SO 5667-14 fue considerada para las actividades de
aseguramiento y control de calidad desarrolladas durante el trabajo de campo y los anélisis de laboratorio, con el fin de minimizar posibles
errores en la toma y manipulacion de las muestras.

Adicionalmente, se consultdé la guia del IDEAM para el monitoreo de vertimientos, la cual sirvi6 como apoyo para adaptar los
procedimientos al contexto colombiano. A partir de este documento se tuvieron en cuenta criterios para la planificacién de las campafias de
muestreo, el registro y trazabilidad de la informacion y la gestion de los datos obtenidos durante el estudio.

La informacién recopilada a partir de estos documentos sirvido como soporte para la elaboracion de la guia técnica, permitiendo definir
procedimientos uniformes para el muestreo, la preservacion, el transporte y el control de calidad en actividades de vigilancia epidemiolégica
basada en aguas residuales.

b. Revisar la literatura cientifica y técnica disponible sobre analisis y deteccion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas
residuales

Con el proposito de seleccionar las metodologias analiticas mas apropiadas para la guia técnica, se revisaron publicaciones cientificas
relacionadas con la deteccion de SARS-CoV-2 y del virus de la hepatitis A (HAV) en aguas residuales. La busqueda incluy6 diferentes técnicas
moleculares empleadas para la identificacién de material genético viral, entre ellas RT-gPCR, PCR convencional, PCR digital (ddPCR) y
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP). La comparacion se enfoco en aspectos como sensibilidad, especificidad, reproducibilidad
y factibilidad de implementacién en laboratorios de vigilancia epidemiolégica.

De acuerdo con [21], se compard el desempefio de las técnicas ddPCR, gPCR y LAMP utilizando como referencia un ensayo de PCR
autorizado mediante la Emergency Use Authorization (EUA). Los autores observaron que la ddPCR alcanz6 una sensibilidad superior a las
demas metodologias evaluadas; sin embargo, la qPCR y la técnica LAMP mostraron niveles de especificidad mas elevados. En términos
generales, las pruebas basadas en amplificacion de acidos nucleicos demostraron un desempefio analitico favorable y una mayor capacidad
de deteccion frente a otros enfoques diagndsticos utilizados en contextos clinicos.
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La evidencia consultada indica que la RT-gPCR continda siendo una de las metodologias mas utilizadas para la identificacion de SARS-
CoV-2, razén por la cual organismos como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) la consideran una técnica de referencia para la deteccion del virus.

Adicionalmente, los estudios revisados sefialan que el rendimiento analitico de estas metodologias puede verse influenciado por variables
asociadas al tipo de muestra, la concentracidn viral presente y los procedimientos de extraccion y purificacion de ARN empleados durante el
procesamiento[21].

TABLAI
COMPARACION DEL DESEMPENO ANALITICO (SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD) DE LAMP, DPCR Y QPCR
Parametro LAMP dPCR gPCR
Sensibilidad — Modelo Reitsma 83,3% (76,9-88,2) 94,1% (88,9-96,9) 92,7% (88,3-95,6)
Sensibilidad — Estimacion Latent-Class 86,2% (20,7-99,9) 95,8% (54,9-100,0) 93,4% (60,9-99,9)
Especificidad — Modelo Reitsma 96,3% (93,8-97,8) 78,5% (57,4-90,8) 92,9% (87,2-96,2)
Especificidad — Estimacion Latent-Class | 94,3% (49,1-100,0) 73,8% (0,9-100,0) 93,1% (47,1-100,0)

Fuente: [21].

Los antecedentes disponibles permitieron identificar que las técnicas moleculares aplicadas al anélisis de aguas residuales pueden ser
utilizadas como una herramienta complementaria para la vigilancia epidemiolégica. Diversos estudios han reportado su aplicacién en la
deteccion de SARS-CoV-2 y otros virus de interés sanitario, demostrando su utilidad para el seguimiento de la circulacion viral en la
poblacion. [12].

De manera complementaria, [4] reporto la deteccidn de virus entéricos mediante RT-PCR en tiempo real en el 9,7 % (7/72) de las
muestras analizadas,mientras la PCR semianidada, identifico unicamente 1,4 % (1/72), lo que confirma la mayor sensibilidad de la gRT-
PCR frente a métodos convencionales. En el caso del virus de la hepatitis A (VHA), se evidenci6 su presencia en todos los sitios
evaluados, con una frecuencia global del 43 % (31/72), distribuyéndose en 35,3 % en agua de rio y 37,3 % en agua de presa, confirmando
la utilidad de las herramientas moleculares para el seguimiento de este tipo de patgenos en matrices acuosas.

A partir de la informacidn recopilada durante la revision bibliogréfica y de la experiencia técnica del equipo investigador, se defini6 la RT-
gPCR como metodologia de referencia para la guia técnica. Su seleccion respondié a la amplia utilizacion de esta técnica en estudios de
vigilancia epidemioldgica, su disponibilidad en laboratorios de salud publica y su desempefio satisfactorio en términos de sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad para la deteccién de SARS-CoV-2'y HAV en aguas residuales.

2. Optimizar el protocolo de concentracion y extraccion viral de especimenes de aguas residuales
a. Seleccidn y definicion del método de muestreo para deteccion SARS-CoV-2 y HAV
Los procedimientos de muestreo fueron establecidos considerando los requisitos normativos aplicables y las condiciones operativas
presentes en las ciudades incluidas en el estudio. Como primera actividad, se identificaron posibles puntos de monitoreo en sistemas de
alcantarillado, plantas de tratamiento de aguas residuales y otras descargas de interés epidemioldgico. La seleccidn final se realiz6 en conjunto
con las entidades responsables de la operacién de estos sistemas, teniendo en cuenta aspectos como la ubicacion, la poblacion atendida, la
facilidad de acceso, las caracteristicas del caudal y la representatividad hidraulica de cada sitio.

Para el registro de la informacidn obtenida en campo se elabord un formato estandarizado que incluyé datos de localizacidn, caracteristicas
operativas del punto de muestreo y observaciones técnicas relevantes para la ejecucion y seguimiento de las campafias de monitoreo.

PTAR Hospital PTAR Hospital Rio de Cicuta Hospital en
Bucaramanga Bucaramanga Valledupar Valledupar Cucuta

Fig. 1: Sitios de muestreo.

La seleccion de la estrategia de muestreo se realizé con base en la 1SO 5667-1:2010 [13], la cual describe diferentes modalidades de
recoleccion, entre ellas muestras puntuales, periddicas, continuas, seriadas y compuestas. Cada alternativa fue revisada seglin su
representatividad, facilidad de aplicacion y utilidad para actividades de vigilancia epidemioldgica en aguas residuales.

Las muestras puntuales permiten conocer las condiciones presentes en el momento de la toma y pueden utilizarse en evaluaciones
preliminares o durante eventos especificos. Por su parte, las muestras compuestas retinen varias alicuotas obtenidas durante un periodo
determinado, permitiendo representar mejor las variaciones que pueden presentarse a lo largo del tiempo. La norma también contempla
esquemas de muestreo asociados al tiempo, al volumen y al flujo, asi como el uso de muestras de gran volumen cuando se requiere identificar
contaminantes presentes en concentraciones bajas.

De acuerdo con las caracteristicas de los virus analizados y las condiciones del estudio, la guia técnica adopt6 el muestreo puntual y el
muestreo compuesto como las principales estrategias de recoleccion. La seleccion de cada modalidad depende de las condiciones operativas del
sitio de monitoreo, la disponibilidad de equipos y los objetivos definidos para cada campafia.
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La medicién de caudal se incorporé como informacion complementaria para el andlisis de los resultados, siguiendo los procedimientos
institucionales y las recomendaciones técnicas aplicables al monitoreo de aguas residuales. Los datos obtenidos se registran en formatos
establecidos para facilitar su seguimiento y trazabilidad.

La preservacion y el transporte de las muestras se realizaron siguiendo los criterios de la ISO 5667-3, buscando conservar las caracteristicas
de la muestra desde su recoleccion hasta el anélisis en laboratorio. Para estas actividades se utilizaron recipientes plasticos herméticos de un
litro, fabricados con materiales adecuados para el almacenamiento de muestras ambientales.

Flg 2: Recipiente.

Durante la toma de muestras se registran parametros de campo como pH, temperatura del agua, temperatura ambiente y conductividad.
Posteriormente, las muestras se identifican mediante formatos de cadena de custodia y rétulos previamente definidos, con el fin de mantener el
registro de cada muestra durante su transporte y procesamiento en laboratorio.

La conservacién de las muestras se realiza bajo refrigeracion a 4 °C + 2, en concordancia con los lineamientos de la 1SO 5667-3 y los
procedimientos internos del proyecto. Asimismo, las muestras son protegidas de la exposicion directa a la luz y de cambios bruscos de
temperatura, con el propésito de minimizar alteraciones fisicas, quimicas o bioldgicas que puedan afectar la calidad de los resultados.

Finalmente, las muestras son transportadas al laboratorio bajo condiciones controladas y almacenadas temporalmente hasta el inicio de los
procedimientos de concentracion viral y andlisis molecular establecidos en la guia técnica.

b. Determinar métodos analisis de identificacion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas residuales
Andlisis fisicoquimicos

La definicidn de los pardmetros fisicoquimicos incluidos en la guia técnica se fundamento en los lineamientos establecidos por la norma
ISO 5667-3, la cual proporciona criterios para la preservacion, manejo y almacenamiento de muestras destinadas a andlisis ambientales. Con
base en estas recomendaciones, se seleccionaron los parametros considerados relevantes para el control de calidad del muestreo y la
caracterizacion de la matriz de agua residual. Los requisitos asociados al volumen de muestra, tipo de recipiente, preservacion y tiempo maximo
de almacenamiento fueron consolidados en el instructivo 1-TM-01 como parte de la estandarizacion metodoldgica propuesta.

Para seleccionar el método de concentracion viral

La seleccion del procedimiento de concentracion viral se realizé mediante revision de la literatura cientifica relacionada con la recuperacion
de virus entéricos y SARS-CoV-2 en aguas residuales. Estudios reportados en [2] emplean procesos de floculacién inducida por aluminio para
la recuperacion de SARS-CoV-2, mientras que investigaciones citadas en [8] describen la técnica de adsorcidn-elucion recomendada por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) para la deteccidn de virus entéricos, incluido el virus de la hepatitis A.

A partir de la comparacién de estas metodologias, se definié como procedimiento de referencia la técnica de adsorcion-elucion utilizando
policloruro de aluminio (PAC), debido a su capacidad para favorecer la formacion de floculos que facilitan la recuperacion simultanea de
particulas virales presentes en la matriz de agua residual. Esta metodologia presenté ventajas operativas asociadas a su aplicabilidad en
condiciones de laboratorio convencionales y a su uso documentado en estudios de vigilancia epidemioldgica basada en aguas residuales. [21]

en [8].

Como parte del aseguramiento de la calidad del proceso de concentracidn, se incorporé un control viral interno. Diversos autores citados en
[22], han utilizado virus sustitutos como hepatitis murina, coronavirus bovino y bacteridéfagos para estimar la eficiencia de recuperacion. Entre
ellos, el bacteriéfago Pseudomonas W6 ha demostrado estabilidad y facilidad de cultivo, por lo que fue seleccionado como control interno para
verificar el desempefio del procedimiento de concentracion y evaluar la recuperacion viral obtenida durante el procesamiento de las muestras

[22].
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Técnicas de extraccién y purificacion de acido nucleico

La seleccion del método de extraccion de ARN se fundamento en estudios que reportan altos niveles de recuperacion y pureza mediante
tecnologias basadas en perlas magnéticas. Sistemas automatizados como MagNA Pure 96 y diferentes kits comerciales de Qiagen han sido
ampliamente utilizados para la extraccion de ARN viral en muestras clinicas y ambientales [23] [24].

Con base en estos antecedentes, se adopt6 el protocolo descrito en el Nucleic Acid Extraction Kit User Manual, Version 2, utilizando el
procedimiento Manual Extraction Standard Workflow [25]. Esta metodologia permite obtener ARN de alta calidad y minimizar la presencia de
inhibidores que puedan afectar el desempefio de los ensayos moleculares posteriores.

Adicionalmente, se incorporé un control comercial de extraccion (Internal RNA Extraction Control-Primer Design), con el proposito de
verificar la integridad del ARN recuperado y detectar posibles interferencias durante el proceso de extraccion y amplificacion [25].

Deteccion molecular de SARS-CoV-2

La identificacién del material genético de SARS-CoV-2 se definié mediante la técnica de RT-qPCR, considerada actualmente el método de
referencia para la deteccion de ARN viral [25]. La seleccion de esta metodologia se sustent6 en su elevada sensibilidad analitica, especificidad
y amplia implementacion en programas de vigilancia epidemioldgica.

Se adoptd el protocolo Berlin-Charité descrito en [23] y [26], el cual contempla la amplificacion de regiones especificas de los genes E, N
y RdRp del genoma viral. Diversos estudios han reportado que el gen E presenta uno de los mejores desempefios analiticos para la deteccion
inicial de SARS-CoV-2 [23].

La metodologia incorpora una sonda marcada con fluoréforo FAM para la deteccion del gen E y utiliza el gen RNase P humano como
control interno del proceso, marcado con fluoréforo VIC en [23], [27]. Cada corrida analitica incluye controles positivos, controles negativos y
control de extraccion, con el fin de verificar la confiabilidad de los resultados y detectar posibles eventos de contaminacidn cruzada.

Deteccién molecular del virus de la hepatitis A (HAV)

La deteccidn del virus de la hepatitis A se establecié mediante RT-gPCR utilizando los cebadores y sondas reportados en [19]. Esta técnica
incorpora una etapa inicial de transcripcion inversa para la obtencién de ADN complementario (ADNCc), seguida de la amplificacion especifica
de regiones conservadas del genoma viral [28].

La metodologia seleccionada amplifica un fragmento de la region no codificante 5', ampliamente utilizada para la identificaciéon molecular
de HAV debido a su estabilidad genética y alta conservacion entre cepas virales [19], [29].

Los ensayos se realizaran utilizando el kit Luna Universal One-Step RT-qPCR vy el sistema QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System [29].
La cuantificacion se efectuara mediante curvas estandar construidas a partir de diluciones seriadas de ARN sintético comercial. Cada corrida
incluiré controles positivos, controles negativos y controles de extraccion, permitiendo verificar la validez de los resultados obtenidos y asegurar
el cumplimiento de los criterios de control de calidad establecidos para la guia técnica [29].

3. Construir guia técnica de deteccion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas residuales
a. Definir los elementos estructurales y de contenido de la guia técnica

La estructura de la guia técnica se definid a partir del anélisis de los lineamientos establecidos en las normas ISO 5667 partes 1, 3, 6 y 14,
seleccionadas por su pertinencia para el disefio de programas de muestreo, preservacion de muestras, monitoreo de cuerpos de agua y
aseguramiento de la calidad. Con base en la revision normativa, los resultados obtenidos durante las etapas previas del estudio y los
requerimientos operativos identificados para la vigilancia epidemioldgica basada en aguas residuales, se establecio la estructura general del
documento guia.

La guia técnica fue estructurada a partir de las necesidades identificadas durante la revision normativa y bibliografica realizada en el estudio.
El documento incluye apartados relacionados con el alcance de la guia, conceptos basicos, requisitos normativos y actividades necesarias para
la deteccion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas residuales. Entre estas actividades se describen la toma de muestras, la medicién de caudal, las
condiciones de conservacion y transporte, los analisis fisicoquimicos y las etapas de laboratorio asociadas a la concentracion viral, extraccion
de ARN y deteccién molecular.

La distribucion de los contenidos se definié buscando que el usuario pueda seguir cada etapa del proceso en el mismo orden en que se
desarrolla durante una campafia de monitoreo. Esto facilita la consulta de los procedimientos y favorece que diferentes laboratorios trabajen
bajo criterios similares durante la ejecucion de las actividades descritas en la guia.

Para la presentacion del documento también se elabor6 una plantilla institucional ajustada a los lineamientos de la universidad patrocinadora.
Durante su construccion se acordé la ubicacion de logotipos, espacios para el registro fotografico y algunos elementos visuales relacionados
con los virus incluidos en el estudio.
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b. Recomendacidn de criterios de aceptabilidad para interpretacion de los resultados

La evaluacion de los resultados obtenidos mediante RT-qPCR se baso en los valores de Ct generados durante cada corrida analitica. Estos
valores fueron calculados a partir de curvas de calibracion obtenidas mediante diluciones seriadas de controles con concentracion conocida, lo
que permitio estimar la presencia del material genético viral en las muestras analizadas.

Para la interpretacion de los resultados se tomé como referencia un valor de Ct igual o inferior a 35. Este criterio fue seleccionado después
de revisar diferentes documentos técnicos y publicaciones relacionadas con la deteccion molecular de virus en matrices ambientales. Los valores
obtenidos permiten diferenciar muestras con presencia detectable de material genético viral respecto a aquellas que se encuentran por debajo de
la capacidad de deteccion del método. Adicionalmente, la informacién generada puede servir como apoyo para el seguimiento de la circulacion
viral en la poblacién asociada a cada punto de monitoreo [30], [31].

Los criterios definidos para la identificacion de HAV se presentan en la Tabla I11.

TABLA I
INTERPRETACION DE RESULTADO HAV
GenE Resultado de Ensayo

<35 | Positivo HAV
<35 | Negativo HAV
ND | Invalido

En cada corrida analitica se incluirdn controles positivos, negativos y de extraccion para comprobar que el ensayo se desarrolla
adecuadamente y para identificar posibles eventos de contaminacion durante el procesamiento de las muestras.

Adicionalmente, algunos estudios han reportado que los valores de Ct pueden utilizarse como un indicador indirecto de la cantidad de
material genético detectado. Segun lo descrito en [32], ciertos lineamientos de vigilancia consideran que valores comprendidos entre 31 y 35
podrian relacionarse con cargas virales bajas. Sin embargo, esta interpretacion debe analizarse con precaucidon, debido a que puede verse
influenciada por factores como el equipo empleado, los reactivos utilizados y los criterios de validacion establecidos por cada laboratorio.

De manera similar, estudios que evalan ensayos diplex para SARS-CoV-2 han evidenciado que las principales diferencias diagndsticas se
presentan en muestras con valores de Ct superiores a 34, las cuales generalmente corresponden a bajas concentraciones del virus [31].

Con base en el protocolo Berlin-Charité adoptado por el equipo investigador, se definieron los criterios de interpretacion para SARS-CoV-
2 mostrados en la Tabla V. Dichos criterios consideran la amplificacion del gen E como marcador de deteccion viral y el gen RNase P humano
como control interno de calidad para verificar la adecuada extraccion y amplificacion del material genético [33].

Con base en el protocolo Berlin-Charité adoptado por el equipo investigador, se definieron los criterios de interpretacion para SARS-CoV-
2 mostrados en la Tabla IV.

TABLA IV
INTERPRETACION DE RESULTADOS DE COVID-19
# | GenE | GenRnasa | Resultado de Ensayo
1 <35 <30 | Positivo Covid — 19
2 <35 ND | Positivo Covid — 19
3 ND <30 | Negativo Covid -19
4 ND ND | Invalido

ND: No detectado.

Cada corrida de RT-gPCR incluira dos controles positivos, dos controles negativos y un control de extraccidn, con el fin de garantizar el
aseguramiento interno de la calidad y verificar la ausencia de contaminacion cruzada durante el proceso analitico.

Los resultados obtenidos mediante esta metodologia podran emplearse como una herramienta de apoyo para la toma de decisiones en salud
publica. EI monitoreo de aguas residuales genera informacion que ayuda a conocer el comportamiento de los virus en una comunidad. A partir
de estos resultados es posible observar variaciones en la carga genética detectada y contar con elementos de apoyo para el seguimiento de las
medidas sanitarias aplicadas en cada territorio [34]. En consecuencia, la interpretacion estandarizada de los resultados constituye un elemento
esencial para fortalecer los sistemas de vigilancia epidemioldgica y contribuir a la deteccion temprana de posibles brotes de SARS-CoV-2 y
HAV.

c. Validary socializar la guia técnica

Durante el desarrollo del estudio se llevd a cabo una prueba piloto de muestreo puntual en los sitios seleccionados, contando con
acompafiamiento técnico en dos puntos ubicados en la ciudad de Cucuta. Esta actividad permitié poner en practica los procedimientos definidos
para las actividades de campo y laboratorio, asi como identificar los requerimientos logisticos asociados al transporte, recepcion y procesamiento
de las muestras (ver Apéndice 6. Ficha técnica de visita a campo).

Las observaciones obtenidas durante esta experiencia fueron consideradas para la revision de aspectos relacionados con la seleccién de
puntos de muestreo, cadena de custodia, rotulacion, conservacion, transporte y recepcién de muestras, fortaleciendo la consistencia de los
procedimientos incluidos en la guia.
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Con el fin de contar con un mecanismo de evaluacién del documento, se disefi6 una encuesta estructurada dirigida a coordinadores, jefaturas
y personal técnico de laboratorios de salud publica. El instrumento contempla criterios relacionados con claridad, pertinencia, completitud,
factibilidad de implementacion y utilidad de los procedimientos descritos. La encuesta permitira conocer la opinion del personal que participe
en la revision de la guia. Los comentarios y recomendaciones obtenidos podran utilizarse para ajustar algunos procedimientos y fortalecer
futuras versiones del documento.

También se plantea realizar jornadas de socializacién con entidades que desarrollan actividades de vigilancia epidemioldgica y monitoreo
ambiental. Estas jornadas permitiran presentar el contenido de la guia, explicar los procedimientos propuestos y promover su uso como apoyo
para la deteccion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas residuales.

V. CONCLUSIONES

La consulta de documentos técnicos, normativos y publicaciones cientificas permiti6 reunir la informacion necesaria para la elaboracion de
la guia. La revision realizada mostr6 la existencia de referentes nacionales e internacionales aplicables al monitoreo de aguas residuales, asi
como el uso extendido de la RT-qPCR para la deteccion de SARS-CoV-2 y HAV debido a su desempefio analitico y disponibilidad en
laboratorios de salud publica.

La informacion recopilada durante el estudio sirvié para organizar los procedimientos incluidos en la guia técnica. Estos abarcan actividades
relacionadas con la seleccion de puntos de muestreo, recoleccién de muestras, medicion de caudal, conservacién, transporte, concentracion
viral, extraccién de ARN y deteccion molecular, integrando las diferentes etapas requeridas para el monitoreo de virus en aguas residuales.

Las actividades preliminares desarrolladas en campo aportaron informacion practica sobre las condiciones de muestreo y el manejo de las
muestras. La experiencia obtenida permiti6 reconocer aspectos logisticos que deben considerarse durante la ejecucion de campafias de monitoreo
y durante el procesamiento de las muestras en laboratorio.

Uno de los productos obtenidos fue una guia técnica para la deteccion de SARS-CoV-2 y HAV en aguas residuales. El documento retine
recomendaciones, procedimientos y consideraciones operativas que pueden servir de referencia para entidades interesadas en implementar
actividades de monitoreo con fines de vigilancia epidemioldgica.

La guia propuesta ofrece una herramienta de consulta para laboratorios, autoridades sanitarias e instituciones relacionadas con el monitoreo
ambiental. Su contenido busca facilitar la aplicacion de procedimientos homogéneos y apoyar la generacion de informacion util para el
seguimiento de eventos de interés en salud publica.

El trabajo realizado también permiti¢ integrar conocimientos relacionados con normatividad técnica, gestion de calidad, muestreo ambiental
y biologia molecular. La informacidn recopilada durante el proyecto puede servir como punto de partida para futuras actividades de validacion,
implementacion y desarrollo de programas de vigilancia epidemiolégica ambiental en Colombia.

VI. RECOMENDACIONES

Se considera importante realizar actividades de capacitacion y divulgacién sobre el contenido de la guia técnica, dirigidas a laboratorios,
entidades ambientales, instituciones académicas y autoridades sanitarias interesadas en la vigilancia epidemioldgica basada en aguas residuales.
Esto facilitaria la comprension de los procedimientos propuestos y favoreceria su aplicacion en futuros programas de monitoreo.

También resulta conveniente poner en practica la guia en diferentes ciudades y escenarios operativos, con el fin de conocer su
comportamiento bajo distintas condiciones de muestreo, transporte y analisis. La experiencia obtenida durante estas aplicaciones podra aportar
informacion Util para realizar ajustes y fortalecer algunos procedimientos incluidos en el documento.

Como proyeccién futura, podria ampliarse el uso de la metodologia para la deteccion de otros agentes presentes en aguas residuales. Ademas
de virus de interés sanitario, seria posible considerar microorganismos emergentes o compuestos asociados al consumo de sustancias
psicoactivas, generando informacién complementaria para actividades de vigilancia ambiental y salud pablica [35].

Otro aspecto que merece ser estudiado es el uso de tecnologias que permitan obtener resultados en menor tiempo. La incorporacion de estas
herramientas podria complementar los métodos actualmente utilizados y facilitar el seguimiento oportuno de eventos de interés sanitario.

Finalmente, se propone consolidar los resultados obtenidos mediante un boletin epidemiol6gico que redna la informacién generada durante
las actividades de monitoreo. Este mecanismo permitiria consultar la evolucion de los resultados a lo largo del tiempo y disponer de informacion
organizada para apoyar las actividades de seguimiento realizadas por las entidades competentes.
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IX. ANEXOS
Anexo 1.
TABLAVI
PARTES DE LA NTC ISO 5667 GESTION AMBIENTAL Y CALIDAD DEL AGUA
Namero y enfoque Estado Resumen

Parte 1:2010: Disefio de programas y | Vigente Proporciona los lineamientos esenciales para estructurar programas de toma de

técnicas de muestreo muestra y seleccionar las técnicas apropiadas para diferentes tipos de agua,
incluidos lodos, efluentes y sedimentos. Su contenido establece los fundamentos
para planear y ejecutar procesos de muestreo en cualquier contexto hidrico.

Parte 3:2004 Preservacion y manejo de | Vigente Describe las recomendaciones generales para asegurar que las muestras de agua

las muestras. se conserven Yy transporten en condiciones adecuadas, preservando sus
caracteristicas originales. Excluye los procedimientos para muestras
microbioldgicas.

Parte 4:2016 Muestreo en lagos naturales | Vigente Incluye orientaciones para preparar y desarrollar programas de muestreo en lagos

y artificiales naturales y artificiales, tanto en aguas abiertas como en zonas con hielo. También
contempla situaciones con o sin presencia de vegetacion acuatica.

Parte 5:2008 Muestreo de agua potable, | Reaprobada Especifica los principios aplicables al muestreo de agua para consumo humano,

de instalaciones y sistemas de tuberia. ya sea en su estado original o tratada. También cubre el muestreo en procesos
productivos en los que el agua pueda influir en la inocuidad de los alimentos
finales.

Parte 6:2014 Muestreo de rios y arroyos | Vigente Presenta los criterios para disefiar y aplicar protocolos de toma de muestra en rios
y arroyos, abarcando tanto las técnicas de recoleccion como el manejo de los
especimenes para su posterior estudio fisico y quimico.

Parte 7:1996 Muestreo de agua y vapor | Reaprobada | Ofrece procedimientos y ejemplos de equipos para muestreo de agua y vapor en

en calderas. calderas, con el fin de obtener resultados representativos para analisis quimicos
del sistema evaluado.

Parte 8:1993 Muestreo de deposiciones | Vigente Orienta sobre la planificacion del muestreo y la seleccion de equipos adecuados

himedas. para analizar deposiciones himedas. No abarca el estudio de lluvias, nieblas u
otras formas de precipitacion diferentes

Parte 9:2018 Muestreo de aguas | Reaprobada Proporciona una guia para muestreos en aguas marinas, desde zonas de marea

marinas. hasta mar abierto. Incluye principios para la manipulacion y conservacién de
muestras, excepto las de propésito microbioldgico.

Parte 10:2020 Muestreo de aguas | Vigente Detalla los procedimientos recomendados para planear el muestreo y recolectar

residuales muestras de aguas residuales domeésticas e industriales en sus diferentes formas,
tanto tratadas como sin tratar.

Parte 11:2021 Muestreo de aguas | Vigente Establece las consideraciones necesarias para tomar muestras de aguas

subterraneas. subterraneas saturada o no saturada, y orienta sobre su uso para evaluar calidad,
contaminacién y gestion de las fuentes hidricas.

Parte 12:2017 Guia para el muestreo de | Vigente Define los procedimientos para recolectar sedimentos no consolidados de rios,

sedimentos de fondo de rios, lagos y estuarios y lagos, permitiendo analizar sus particularidades fisicas, quimicas,

estuarios. bioldgicas y microbiolégicas. También incluye guias para obtener testigos de
sedimentos

Parte 13:2011 Guia para el muestreo de | Vigente Ofrece instrucciones para muestrear lodos provenientes de plantas de

lodos tratamiento y procesos industriales, asi como lodos con caracteristicas similares.
También orienta sobre técnicas de muestreo.

Parte 14:2014 control de la calidad del | Vigente Presenta técnicas y medidas de aseguramiento y control de calidad aplicadas al

muestreo 'y manipulacion de aguas muestreo manual de aguas superficiales, subterraneas, residuales y marinas,

ambientales incluyendo identificacion de fuentes de error y pautas de manejo.

Parte  15:2009  Conservacion vy | Vigente Indica como preservar, manipular y almacenar muestras de lodos, sedimentos y

manipulaciéon de muestras de lodos y materiales en suspensién para analisis fisicos, quimicos, biolégicos o

sedimentos radioquimicos en el laboratorio.

Parte 16:2017 Anélisis biolégico de | Vigente Proporciona orientaciones para el muestreo, pretratamiento y evaluacién de

muestras especimenes ambientales destinadas a pruebas bioldgicas, considerando posibles
interferencias en los ensayos.

Parte 17:2008 Muestreo de sélidos en | Vigente Aborda la toma de muestras de sdlidos suspendidos en rios y arroyos, aunque

suspension a granel también puede aplicarse a lagos y embalses. Se centra en obtener muestras para
estudios de calidad del agua dulce.
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Parte 18:2003 Muestreo de agua | Vigente Ofrece pautas para la toma de muestras de aguas subterraneas en areas

subterranea en sitios contaminados. potencialmente contaminadas, considerando los factores necesarios para analizar
su calidad y nivel de afectacion.

Parte 19:2005 Muestreo de sedimentos | Reaprobada Orienta el proceso de muestreo de sedimentos marinos, incluyendo la

marinos. planificacion, seleccion de dispositivos, registro de observaciones y
procedimientos para empacar, almacenar y transportarlos items de ensayo.

Parte 20:2008 Uso de los datos para la | Vigente Expone principios y métodos para utilizar datos de muestreo en la toma de

toma de decisiones decisiones sobre calidad del agua, especialmente en la verificacion de umbrales,
clasificacion y evaluaciones de cumplimiento.

Parte 21:2010 Muestreo de agua potable | Vigente Define los lineamientos para la toma de muestra de agua potable distribuida

distribuida por camiones cisterna o por mediante transporte cisterna u otros diferentes a redes de tuberias, especialmente

medios distintos de las tuberias de cuando el agua se usa para consumo humano.

distribucion

Parte 22:2010 Disefio y la instalacion de | Vigente Incluye directrices para disefiar e instalar puntos de control de calidad de aguas

puntos de control de las aguas subterraneas, considerando su representatividad, los materiales utilizados y la

subterraneas proteccion de la integridad de las muestras.

Parte 23:2011 Muestreo pasivo en aguas | Vigente Describe los procedimientos para realizar muestreos pasivos en aguas

superficiales superficiales y determinar concentraciones promedio de compuestos organicos,
organometalicos e inorganicos, incluidos metales.

Parte 24:2016 Auditoria del muestreo de | Vigente Establece un protocolo para auditar las précticas de muestreo de calidad del agua,

la calidad del agua evaluando la conformidad entre los procedimientos ejecutados en campo y los
establecidos en el manual de toma de muestra.

Parte  26:2022 Muestreo de los | Vigente Especifica como recolectar muestras discretas de agua de mar para el estudio de

parametros del sistema oceéanico de carbono inorganico disuelto, alcalinidad, pH y fugacidad de CO. mediante

dioxido de carbono. muestreadores tipo Niskin u otros dispositivos similares.

NTC 667:2019 Método de ensayo para | Vigente Define el método de ensayo para medir la contraccion quimica en pastas de

determinar la contraccion quimica de la cemento hidraulico mediante técnicas volumétricas o de densidad, siguiendo los

pasta de cemento hidraulico. lineamientos internacionales del Comité OTC de la OMC.

Nota. INCONTEC. ISO 5667 Técnicas generales de muestreo.
Anexo 2.
Encuesta estandarizada sobre la guia WBE

Objetivo
Evaluar claridad, completitud y factibilidad de implementar la guia WBE en laboratorios de salud publica de Cesar, Santander y Norte de
Santander, diferenciando percepciones de coordinadores y técnicos de biologia/microbiologia molecular,

Aplicacion
Autoadministrada (digital), Tiempo: 8-12 min,
Escala Likert (1-5):

Totalmente en desacuerdo

En desacuerdo

Ni de acuerdo ni en desacuerdo
De acuerdo

Totalmente de acuerdo

No aplica

onk~wnE

A, Metadatos
Al, Ciudad: ___ Departamento:

A. Nombre Completo:
A2, Rol (marque uno): O Coordinacién/Jefatura [J Técnico(a) de biologia/microbiologia molecular
A3, Formacion académica principal: ___ Posgrado: [0 MSc [0 PhD [0 Postdoc O Ningun

Ldgica:
e  Si A3=Coordinacion — contestar B1 + C + D
e  Si A3=Técnico(a) — contestar B2+ C + D

B1, Médulo Coordinacién/Jefatura (gestion, permisos, recursos)

Recursos e infraestructura
R1, Cadena de frio 0—6 °C para transporte <6 h garantizada, (Si/No)
R2, Freezer —80 °C disponible y operativo, (Si/No)
R3, Termociclador RT-qPCR operativo y reactivos asegurados por >3 meses, (1-5; NA)
R4, Presupuesto identificado para implementar la WBE, (Si/No)
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Gobernanza y articulacion
G1, Respaldo formal de la autoridad sanitaria para WBE, (1-5)
G2, Acuerdos (o facilidad para lograrlos) con acueducto/alcantarillado para acceso a PTAR/redes/rios, (1-5)

Logistica y seguridad
L1, Puntos de muestreo propuestos accesibles y seguros, (1-5)
L2, Capacidad para muestreo compuesto semanal (12-24 h), (1-5)

Intencién y horizonte
11, Probabilidad de implementar la guia en 6 meses, (0-10)
12, Horizonte estimado: 0 <3 m [0 3-6 m O 7-12 m 0 >12 m O No planeado
13, Aceptabilidad institucional para priorizar WBE frente a otras tareas, (1-5)
14, Suficiencia de personal para implementar la guia, (1-5)

B2, Mddulo Técnico(a) (comprension, operacion, QA/QC)

Comprension de la guia
T1, Entiendo el flujo completo muestreo — concentracion — extracciéon — RT-qPCR — reporte, (1-5)
T2, Las instrucciones de muestreo (puntual/compuesto) me resultan claras, (1-5)
T3, Los criterios de reporte son inequivocos, (1-5)

Recursos y ejecucion
T4, Disponemos de insumos Yy equipos para concentracion y extraccion, (1-5)
T5, Podemos mantener temperatura y tiempos de transporte/preservacion especificados, (1-5)
T6, Podemos procesar duplicados y controles (blancos, proceso, inhibicion) de forma rutinaria, (1-5)

Probabilidad de lograrlo con/sin capacitacion
T7, Con recursos actuales y sin capacitacion adicional, puedo implementar la guia, (1-5)
T8, Con capacitacion breve (<8 h), puedo implementarla, (1-5)
T9, Horas de capacitacion necesarias para sentirme preparado: [1 0-4 [0 5-8 [0 9-16 [0 >16

Intencidn personal y barreras
T10, Intencidn personal de aplicar la guia en los proximos 12 meses, (0-10)
T11, Principales barreras técnicas percibidas: ____ (respuesta corta)

C, Dominios transversales (para ambos roles)

Claridad
C1, Instrucciones de muestreo claras y secuenciales, (1-5; NA)
C2, Glosario/definiciones facilita términos técnicos, (1-5; NA)
C3, Figuras/diagramas ayudan a entender el proceso, (1-5; NA)
C4, Formatos (cadena de custodia, ficha de sitio, registro) faciles de diligenciar, (1-5; NA)
C5, Criterios de reporte explicados sin ambigiedad, (1-5; NA)
C6, Coherencia interna entre secciones de la guia, (1-5; NA)

Completitud
K1, La guia cubre muestreo, preservacion, transporte, concentracion, extraccion, RT-qPCR y reporte, (1-5; NA)
K2, Define controles de calidad y criterios de aceptacion, (1-5; NA)
K3, Incluye requisitos de bioseguridad y evaluacion de riesgos, (1-5; NA)
K4, Presenta requisitos minimos de equipamiento/insumos y alternativas, (1-5; NA)
K5, Provee criterios de decision (retest, manejo de ND, acciones correctivas), (1-5; NA)
K6, Contiene anexos y plantillas editables suficientes, (1-5; NA)

Factibilidad
F1, Compatible con normatividad/procedimientos vigentes de mi institucion, (1-5)
F2, Aceptaria implementarla en 6—12 meses en mi institucion, (1-5)
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Metadatos

Al, Ciudad: ___ Departamento:

B. Nombre Completo:
A2, Rol (marque uno): O Coordinacién/Jefatura C1 Técnico(a) de biologia/microbiologia molecular
A3, Formacion académica principal: ___ Posgrado: 0 MSc [0 PhD O Postdoc I Ningun
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Encuesta sobre la Guia Técnica de Vigilancia Basada en Aguas Residuales (WBE)
Titulo del estudio: Evaluacion de claridad, completitud y factibilidad de la guia WBE en laboratorios de salud publica
Institucion responsable: XXXXXXXXXXX, Estudio: DETECCION DE SARS-CoV-2 Y VIRUS DE LA HEPATITIS A EN AGUAS
RESIDUALES DE BUCARAMANGA, CUCUTA Y VALLEDUPAR COMO ESTRATEGIA PREDICTIVA DE BROTES, ESTUDIO
MULTICENTRICO (CIF0300-23)
Investigador(a) principal: — Correo: [email] — Tel,: [teléfono]
Ciudad/Pais: [Ciudad], Colombia
Version: v1,0 — Fecha: [dd/mmm/aaaa]
Comité de ética: Comité Institucional de Bioética (Acta N,° 015, febrero 2024)
Invitacion y propésito

Se le invita a participar en una encuesta en formato digital dirigida a personal de coordinacion y técnico de laboratorios/entes sanitarios de
Cesar, Santander y Norte de Santander, El propésito es evaluar la claridad, la completitud y la factibilidad de implementacion de la guia WBE,

¢En qué consiste su participacion?

La encuesta es autoadministrada, toma aproximadamente 8—12 minutos e incluye preguntas tipo Likert (1-5) y abiertas sobre la guia, recursos
y capacitacion, No se recolectan datos clinicos, no se toman muestras bioldgicas ni se evalia su desempefio laboral,

Tratamiento de datos personales

Autorizo de manera previa, expresa e informada el tratamiento de la informacion conforme a la Ley 1581 de 2012, el Decreto 1377 de 2013 y
normas concordantes, Los datos se usaran unicamente con fines académicos y de salud publica relacionados con este estudio (anélisis estadistico,
informes y publicaciones cientificas, Se adoptaran medidas de seguridad administrativas, técnicas y juridicas para su custodia,

Voluntariedad y retiro

Su participacion es voluntaria, Puede no participar o retirarse en cualquier momento sin consecuencias, Si cierra el formulario antes de enviar,
no se guardaran sus respuestas,

Costos y compensacion
No implica costos ni compensacién econémica,

Declaracion de consentimiento (marque una opcion para continuar)
e [1 ACEPTO participar en la encuesta y autorizo el uso de mis respuestas con fines académicos y de salud publica, seguin lo descrito,

o OO NO ACEPTO participar,
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