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RESUMEN

La exposicion ocupacional a agentes biologicos tiene el potencial de producir un amplio espectro de
enfermedades infecciosas, que afectan particularmente a ciertos grupos ocupacionales. Uno de ellos,
son los trabajadores de plantas de tratamiento de aguas residuales, quienes, en labores de
mantenimiento y supervision de los procesos de depuracion del agua tienen una alta probabilidad de
exposicidon a material bioinfeccioso. Una posible alternativa para evaluar tales riesgos es la aplicacion
del andlisis cuantitativo de riesgo microbioldgico, una metodologia que permite estimar la
probabilidad de ocurrencia de infecciones por un determinado patogeno y simular el resultado de
posibles escenarios de exposicion. Sin embargo, su aplicacion presenta gran complejidad, puesto que

existen diferentes tipos de exposicion y los procesos de infeccion tienen una naturaleza estocéstica.

Este estudio, se enmarco en el proyecto “Analisis cuantitativo de riesgo microbiano para patégenos
en aguas residuales de la Gran Area Metropolitana, Costa Rica” desarrollado entre el Instituto de
Investigaciones en Salud (INISA) de la Universidad de Costa Rica y el Laboratorio Nacional de
Aguas (LNA). Se aplico el analisis cuantitativo de riesgo microbioldgico y una evaluacion
simplificada de riesgo biologico para evaluar el riesgo en los trabajadores de tres plantas de
tratamiento de aguas residuales del Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillado (AyA):
Los Tajos, André Chalé y El Roble. Para llevar a cabo lo anterior, se realizd una caracterizacion e
identificacion de peligros, inspecciones de las condiciones laborales, entrevistas a las jefaturas de
cada planta, una mediciéon puntual de microorganismos indicadores en aire y superficies, y una
medicion de polvo inhalable. En el andlisis de la exposicion se determind la concentracion, de
norovirus, enterovirus, Cryptosporidium sp. y Giardia sp., en la entrada y salida de cada planta de
tratamiento de aguas residuales, para un total de 78 muestras para cada uno. Posteriormente, los datos
obtenidos se analizaron como valores censurados mediante las técnicas de estimacion de maxima
verosimilitud y regresion de orden estadistica para la estimacion de parametros descriptivos de las
concentraciones. Se estimo la dosis recibida segin la posible ingestion accidental de agua de las

personas trabajadoras y se ensayaron escenarios de reduccion de la dosis por el uso de equipo de



proteccion personal (mascarilla). Tras la determinacion de la dosis, se estim6 la probabilidad de
infeccion utilizando un modelo de dosis-respuesta y la técnica de Monte Carlo. Con las estimaciones

anteriores se calculd la carga de enfermedad en afios de vida ajustados por discapacidad.

En la identificacion de peligros se encontrd consistentemente una deficiencia en medidas de salud
ocupacional en las tres plantas de tratamiento. Se encontraron indicadores bacterianos de
contaminacion fecal en aire y superficies tanto en las zonas de trabajo (cerca de agua en tratamiento)
como en las zonas de operacion (oficinas y espacios sin contacto con agua en tratamiento).
Adicionalmente, se encontraron concentraciones por encima del limite recomendado de polvo
inhalable en ambientes ocupacionales para la zona de trabajo y no se observo correlacion entre polvo
inhalable e indicadores de contaminacion fecal. Se observo que las medidas de control administrativas
y sobre la infraestructura son potencialmente mejorables, principalmente en las plantas de tamafio

pequefio y mediano, André Chalé y El Roble, respectivamente.

La concentracion de los patdgenos en aguas residuales superd los rangos tipicamente reportados a la
salida de las plantas de tratamiento para aguas residuales y el desempefio de reduccion de patdgenos
durante el tratamiento fue insatisfactorio. En cuanto a la carga de enfermedad se estim6 un riesgo
inaceptable en las tres plantas de tratamiento, sobrepasando el limite recomendado por la
Organizacion Mundial de la Salud (1,0 x 10®) entre uno y tres érdenes de magnitud. Adicionalmente,
las simulaciones realizadas incorporando el uso de equipo de proteccion personal, muestran una
reduccion en la carga de enfermedad, a pesar de ello, alin con su uso no se observo una reduccion de

riesgo a un rango de aceptable en las simulaciones matematicas.

Por ello, se recomienda la aplicacion de medidas de control alternativas como automatizacion de los
procesos o la colocacion de barreras para aislar la fuente de patdgenos. En el presente caso, la
aplicacion del analisis cuantitativo de riesgo microbiologico permitio la evaluacion de medidas de

proteccion (uso de mascarillas) y determind previo a su aplicacidon, que no seria una medida de



proteccion satisfactoria, con lo cual, se abre un abanico de posibilidades entorno a la valoracion de

alternativas de control y prevencion de riesgo bioldgico en espacios laborales.
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GLOSARIO

Agente: se refiere a una entidad quimica, bioldgica o fisica que entra en contacto con el individuo
(trabajador expuesto para este estudio) (US EPA, 2011).

Analisis cuantitativo de riesgo (ACR): proceso disefiado para estimar o calcular el riesgo de un
efecto efectos adverso de un agente o situacion sobre un organismo, sistema o poblacion expuesta
(trabajador expuesto para este estudio). Este proceso tipicamente incluye: identificacion del peligro,
analisis de la exposicion, evaluacion dosis-respuesta y caracterizacion del riesgo. Este proceso
incluye la identificacion de fuentes de incertidumbre y las caracteristicas inherentes del agente (US
EPA, 2011).

Analisis cuantitativo de riesgo microbiolégico (ACRM): proceso que aplica los principios del
analisis cuantitativo de riesgo para estimar las consecuencias de la exposicion actual o futura a un
microorganismo infeccioso (Haas et al., 2014).

Analisis dosis-respuesta: analisis de la relacion entre la cantidad del agente administrado (dosis) o
absorbida por un organismo, sistema o poblacién y los cambios desarrollados en los mismos por el
agente. Incluye las inferencias derivadas del andlisis con respecto a la poblacion entera (US EPA,
2011).

Concentracion: cantidad de material o agente disuelto o contenido en una cantidad dada en un medio
o sistema (US EPA, 2011).

Dosis: cantidad del agente que entra en el objetivo después de cruzar una superficie de exposicion
(US EPA, 2011).

Evaluacion simplificada de riesgo bioldgico: La evaluacion simplificada de riesgos biologicos es
una metodologia disefiada para estimar la exposicion a agentes bioldgicos en espacios laborales y
valorar la potencial gravedad de los dafios o consecuencias de la exposicion de manera rapida y de

facil aplicacion (Comisiones Obreras de Madrid, 2020).



Escenario de exposicion: es el encuadre de eventos, supuestos e inferencias de como una exposicion
puede suceder. Su objetivo es definir el proceso de estimacion o cuantificacion de la exposicion (US
EPA, 2011).

Exposicion: Contacto entre el agente y el objetivo (US EPA, 2011).

Patogeno de referencia: organismo sobre el cual se realiza la estimacion de riesgo, para el cual, hay
una casualidad probada, se conoce el efecto en salud y la relacion dosis-respuesta (Haas et al., 2014).
Riesgo: probabilidad de ocurrencia de un evento adverso sobre un organismo, sistema o poblacién
causada bajo especificas circunstancias de exposicion a un agente (US EPA, 2011).

Ruta de exposicion: es el camino de entrada por el cual el agente ingresa al organismo (e.g. ingestion,
inhalacion, absorcion dermal) (US EPA, 2011).

Técnica de Monte Carlo: muestreo aleatorio para una distribucion de valores para uno de los
parametros en una ecuacion genérica (exposicion o dosis) derivada de la estimacion de la distribucion
(exposicidn o dosis) en una poblacion especifica (US EPA, 2011).

Valor censurado: observacion que se encuentra por debajo o por encima de la sensibilidad del
método o técnica para medir una determinada variable (e.g. concentracion de sustancia quimica por
debajo del limite de deteccion). También existen datos censurados por el medio, donde solamente es
posible mensurar los valores extremos (Helsel, 2011).

Via de exposicion: es el curso fisico de un agente desde la fuente al organismo expuesto (US EPA,

2011).
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INTRODUCCION GENERAL

La exposicion a agentes biologicos en el lugar de trabajo tiene el potencial de causar una amplia gama
de enfermedades infecciosas, por lo que es importante evaluarla y controlarla en el lugar de trabajo,
especialmente en tareas de alto riesgo biologico como los trabajadores de las plantas de tratamiento
de aguas residuales (Carducci et al., 2018; Meima et al., 2020; WHO, 2019). Los efectos sanitarios
causados por los agentes biologicos tienen importantes repercusiones en la salud publica (Meima et
al., 2020; WHO, 2019). Se calcula que en todo el mundo mueren anualmente 320 000 trabajadores
por enfermedades infecciosas relacionadas con el trabajo (Meima et al., 2020).

La evaluacion de los riesgos biologicos es un proceso intrincado debido a multiples factores dado que
existen multiples formas de exposicion a agentes bioldgicos con un nivel de riesgo diferente (Corrao
etal., 2012; Yan et al., 2021). Adicionalmente, las infecciones causadas por agentes bioldgicos suelen
ser impredecibles, aunado a los diversos niveles de susceptibilidad a estas infecciones, lo que
complica ain mas el proceso de evaluacion (WHO, 2016). Por tltimo, a menudo se carece de datos
epidemioldgicos fiables que permitan establecer un limite claro para un nivel de riesgo aceptable; en
consecuencia, la evaluacion de los riesgos bioldgicos requiere un planteamiento minucioso y
exhaustivo acorde a esta complejidad (Corrao et al., 2012; Schoen et al., 2017).

En respuesta a ello se utiliza el andlisis cuantitativo de riesgo microbiologico (ACRM), proceso que
estima las consecuencias de la exposicion actual o futura a un microorganismo infeccioso, donde se
han establecido limites de riesgo aceptables para morbilidad y mortalidad como los propuestos por la
Organizacion Mundial de la Salud (1x10-¢ afios de vida ajustados por discapacidad) o por la US EPA
(probabilidad de infeccion de 1x10-4) (Haas et al., 2014; Medema, 2009; US EPA, 1998).

Una matriz particularmente expuesta a agentes patdgenos es el agua residual, la cual, en las plantas
de tratamiento de aguas residuales facilita la dispersion de éstos en los ambientes circundantes, donde
frecuentemente se exponen los trabajadores encargados de la operacion y mantenimiento de estas

plantas (Bruni et al., 2020). Multiples sintomas como fatiga, dolor de cabeza, problemas respiratorios
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y gastrointestinales han sido descritos previamente para esta labor, lo cual se conoce como el
sindrome del trabajador de aguas residuales (Melbostad et al., 1994; Rylander et al., 1976). Entre
estos efectos, la exposicion a aerosoles con patdogenos, como norovirus, han sugerido ser la causa de
enfermedad gastrointestinal (Uhrbrand et al., 2017).

La caracterizacion basica de las cualidades y peligros en los ambientes labores es una estrategia para
dimensionar el grado de exposicion a patdégenos, dado que permite la identificacion de factores
concretos con el potencial de incrementar la exposicion a agentes biologicos (CDC, 2015). Por otro
lado, la generacion de bioaerosoles frecuentemente puede resultar en la presencia de microorganismos
patogenos en el aire y superficies que bajo condiciones especificas de trabajo pueden propiciar la
exposicion y el desarrollo de efectos adversos en la salud (Viegas et al., 2017). Adicionalmente, la
descripcion de las condiciones de salud ocupacional (procesos, entorno, y practicas laborales) resulta
relevante para el control y prevencion de enfermedades infecciosas en sitios de trabajo, como plantas
de tratamiento de aguas residuales, de ahi que la inspeccion de las medidas de seguridad e higiene
sea un elemento necesario en el proceso de evaluacion de riesgos biologicos (Llorca et al., 2018).
Entre los principales agentes etioldgicos de enfermedad diarreica aguda en las poblaciones humanas
se encuentran norovirus, enterovirus, Cryptosporidium sp. y Giardia sp. (Certad et al., 2017; De Graaf
et al., 2016; Uhrbrand et al., 2017; WHO, 2015). Estos patégenos, norovirus, enterovirus,
Cryptosporidium sp. y Giardia sp., son tipicamente utilizados como indicadores de riesgo biologico
por enfermedad diarreica aguda dada su alta prevalencia, persistencia ambiental, definicion de
modelos dosis-respuesta y diferenciacion con respecto a estas cualidades con grupos bacterianos en
agua de consumo y aguas residuales (Haas et al., 2014; van Lieverloo et al., 2007).

Norovirus es el principal agente de enfermedad diarreica aguda no bacteriana; es un virus de ARN
banda simple positiva, clasificado en siete genogrupos, de los cuales GI, GII y GIV son infecciosos
para los seres humanos (da Silva Pol¢ et al., 2016). Su principal ruta de transmision es el contacto
directo con agua contaminada, ademas presenta una distribucion cosmopolita cuyas infecciones son

autolimitadas, con la presencia de casos severos en grupos inmunocomprometidos, adultos mayores
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e infantes (De Graaf et al., 2016). Poseen una gran variabilidad, baja dosis infectiva (3 - 3x10° copias
gendmicas) y alta persistencia ambiental, por lo que se categorizan como un problema severo de salud
publica (Teunis et al., 2020; Vergara et al., 2016).

Por su parte, el género de enterovirus ha sido asociado con efectos en la salud como gastroenteritis y
enfermedad diarreica aguda. Es un virus no envuelto, de ARN banda simple positiva, perteneciente a
la familia de los Picornaviridae (Shen et al., 2019). Presentan una distribucion cosmopolita, multiples
variedades y afecta principalmente a grupos inmunocomprometidos, adultos mayores e infantes
(WHO, 2015). Con una baja dosis infectiva (IDso 10-100 particulas virales) y una alta persistencia
ambiental, tradicionalmente utilizados en el monitoreo de aguas residuales (Fukuhara et al., 2013).
Cryptosporidium sp. y Giardia sp., son dos de los protozoarios patdgenos mas frecuentes a nivel
mundial causantes de enfermedad diarreica aguda (Chalmers, 2014; Robertson, 2014). Ambos
protozoarios son transmitidos por agua y se encuentran entre los principales patdgenos a prevenir,
dado su impacto en la salud humana y distribucién cosmopolita (Health Canada, 2012). En el contexto
latinoamericano, son los dos protozoarios transmitidos por agua con mayor grado de brotes reportados
(Rosado-Garcia et al., 2017). Y dada su baja dosis infectiva (IDso 30 ooquistes y 10 quistes,
respectivamente) (DuPont et al., 1995; Rendtorff & Holt, 1955); y alta resistencia a los procesos de
tratamiento y desinfeccidn, su persistencia ambiental es alta (Chalmers, 2014; Robertson, 2014).

En consideracion de lo anterior, la caracterizacion del ambiente de trabajo y estimacion del nivel de
riesgo en los trabajadores de plantas de tratamiento de aguas residuales por estos patogenos, resulta
relevante en términos de salud ocupacional, como un punto de partida para la implementacion de
medidas protectoras en caso de encontrarse condiciones inseguras o un exceso de riesgo. En este
contexto, la aplicacion del ACRM puede resultar de gran utilidad, puesto que vincula directamente
las condiciones ambientales con un potencial efecto en la salud de las poblaciones, sin la necesidad
de intervenir en seres humanos, sino mediante la medicion directa del agente (Haas et al., 2014;

Petterson et al., 2006; Robson & Toscano, 2007).
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El ACRM, independientemente de su aplicacion, sigue un marco metodologico compuesto de cuatro
etapas: identificacion del peligro, analisis de la exposicion, analisis de la dosis-respuesta y
caracterizacion del riesgo (Haas et al., 2014). Esto en conjunto con la aplicaciéon de modelos de dosis-
efecto de patogenos previamente validados para seres humanos y en funcion de las caracteristicas del
microorganismo (Petterson et al., 2006).

La regulacion de riesgos microbiologicos por medio del ACRM ha mostrado mayor fiabilidad que
los sistemas de monitoreo en salud tradicionales para seres humanos en la produccién de agua y
alimentos (Bichai & Smeets, 2013; Haas et al., 2014; O’Toole et al., 2015). La implementacion del
ACRM ofrece innovacion en la gestion de los peligros biologicos en el lugar de trabajo al
proporcionar evaluaciones precisas de los riesgos. Esto permite la identificacion de los factores de
riesgo y una gestion basada en datos, lo cual, proporciona a los analistas de riesgos informacion para
mejorar la seguridad de los trabajadores, teniendo en cuenta los conocimientos y la tecnologia
actuales (Carducci et al., 2018). En la actualidad no existen limites de exposicion profesional para los
agentes bioldgicos, y usualmente solo se considera la exposicion potencial y las medidas preventivas,
no un nivel aceptable de riesgo, lo cual puede ser determinado con ACRM (Carducci et al., 2016,
2018).

Esta metodologia se ha utilizado para la estimacion del riesgo microbioldgico en espacios laborales,
principalmente, en trabajadores de plantas de tratamiento de aguas residuales y agricolas. En estos
casos, modelos de dosis-respuesta y la técnica de Monte Carlo fueron utilizados para estimar la
probabilidad de infeccion ante microorganismos, como adenovirus, Cryptosporidium sp., Giardia sp.
y SARS-CoV-2, en poblaciones ocupacionalmente expuestas a estos patogenos (Carducci et al., 2016,
2018; Dada & Gyawali, 2020; Sampson et al., 2017; Zaneti et al., 2021).

De tal manera, la aplicaciéon del ACRM para la evaluacion de riesgos ocupacionales es un enfoque
para determinar la exposicion ocupacional a determinados patdgenos en las plantas de tratamiento.
En particular, se permite superar las dificultades logisticas y técnicas tales como variaciones en la

infectividad del patogeno, variaciones en el sistema inmune de la persona trabajadora, multiples
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escenarios de exposicion en cada lugar de trabajo y fluctuaciones en las dosis, aunadas a patrones de
exposicion discontinuos y diferencias conductuales de las personas trabajadoras. Adicionalmente, la
caracterizacion del ambiente de trabajo identifica condiciones laborales inseguras mas alla del riesgo
de exposicion, resultando un complemento ideal para la identificacion de peligros en el ACRM.

Por ello, el presente estudio aplico un ACRM que incorpord una caracterizacion del ambiente de
trabajo en tres plantas de tratamiento de aguas residuales de Costa Rica: Los Tajos, André Chalé y el
Roble. Las tres plantas presentan importantes diferencias tecnoldgicas, sus dimensiones son
diferentes y la cantidad de trabajadores varia sustancialmente entre una y otra. A pesar de ello, utilizan
el mismo principio tecnoldgico de depuracion mediante tratamiento primario y secundario, en el caso
de Los Tajos se da tratamiento secundario incompleto. El tratamiento primario implica la remocion
de grandes residuos por medio del cribado, donde se utilizan rejillas o tamices para retener objetos
grandes. Mientras el secundario consiste en la degradacion bioldgica mediante tanques de
sedimentacion y aireacion para la remocion de microorganismos y estabilizacion de parametros
fisicoquimicos (Gerba & Pepper, 2019).

En el articulo 1 de esta tesis, se presenta los resultados de una evaluacion ocupacional de riesgo
microbioldgico en tres plantas de tratamiento de aguas residuales para estimar la carga de enfermedad
de Cryptosporidium sp., Giardia sp., norovirus y enterovirus. En este trabajo se estimaron las
concentraciones de cada patdogeno basado en mediciones ambientales, se identificaron posibles
escenarios de exposicion y se modelo el riesgo de infeccion. Adicionalmente, se model6 la efectividad
en la reduccion de la carga de enfermedad si se aplicase el uso de mascarilla como medida de
proteccion personal.

En el articulo 2 se presentan los resultados de una evaluacion simplificada de riesgo biologico, donde
se realizaron observaciones e inspecciones de campo para describir las condiciones del espacio de
trabajo y los factores que contribuyen a la exposicion laboral de los agentes. Para ello, se clasificaron
las medidas higiénicas jerarquicamente: administrativas, infraestructura y uso de equipo de

proteccion personal. Ademas, se realizaron mediciones de indicadores fecales (coliformes fecales y
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Escherichia coli) en aire y superficies; y mediciones de polvo inhalable en aire. Finalmente, se
program¢é y disefidé una herramienta para el analisis y visualizacion de los resultados de la
metodologia, la cual se puede acceder de manera libre por otros profesionales interesados.

Esta tesis abord6 una evaluacion ocupacional de agentes biologicos que permite la valoracion y toma
de decisiones basada en informacion, la cual se espera sea de utilidad, tanto como marco
metodologico (Figura 1 -flujo de las acciones realizadas-), como por la informacion generada para la
mejora de las condiciones de salud ocupacional con respecto a este grupo de agentes escasamente

estudiados en espacios ocupacionales en Costa Rica (Figura 2 -resultados de las acciones realizadas-).
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Fig 1. Esquema del proceso de evaluacion de riesgos propuesto en el presente estudio.
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Fig 2. Infograma trabajo final de graduacion.
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ARTICULO 1. Un enfoque novedoso para la vigilancia de riesgos biolégicos en higiene
ocupacional: un estudio de caso sobre el uso de la evaluacion cuantitativa de riesgos
microbianos para determinar los riesgos laborales para los trabajadores de plantas de
tratamiento de aguas residuales en Costa Rica.

*La version original del manuscrito es en inglés, la presente en este documento es una traduccion.

TITULO CORTO. Evaluacion cuantitativa del riesgo microbiano aplicada a trabajadores de
plantas de tratamiento de aguas residuales.

PUNTOS SOBRESALIENTES

o Los AVAD por enfermedad gastrointestinal de los trabajadores fueron superiores al valor de
referencia de la OMS.

o Lainclusién del EPP como intervencion simulada mostrd una elevada reduccion del riesgo.

« La concentracion de patogenos es el factor més importante en el modelo de riesgo.

o EI ACRM ocupacional es una estrategia viable en los paises de ingresos medios y bajos.

o Una PTAR eficiente influye directamente en la seguridad y la salud de los trabajadores.

RESUMEN

El tratamiento de las aguas residuales es esencial para prevenir las enfermedades infecciosas
y la contaminacion del agua. Para llevar a cabo este proceso, los trabajadores operan y mantienen
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR); por lo tanto, estan expuestos a los numerosos
patogenos presentes en las aguas residuales domésticas. Consecuentemente, es necesario evaluar la
exposicion profesional a los agentes patogenos en las PTAR. La evaluacion cuantitativa del riesgo
microbiano (ACRM), es un enfoque metodoldgico para estimar el riesgo de un patégeno especifico
que puede ser util para analizar el riesgo bioldgico en la higiene ocupacional. En este estudio, se
aplico una ACRM, basada en la vigilancia ocupacional de campo para identificar los peligros
biologicos y estimar el riesgo potencial para los trabajadores de las PTAR. Ademas, se utilizaron
simulaciones para probar estrategias de control adicionales como el uso de equipos de proteccion

personal (EPP). El ACRM se llevo a cabo en tres PTAR de Costa Rica entre mayo de 2020 y mayo
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de 2021. La vigilancia de campo mostrd una necesidad de mayor consistencia en el ambiente de
trabajo, especialmente factores de comportamiento, infraestructura y EPP. Se midieron y detectaron
Cryptosporidium sp., Giardia sp., Norovirus y géneros Enterovirus. Ademas, el rendimiento del
tratamiento fue insatisfactorio para la reduccion de los patdégenos en estudio. Como resultado, la carga
total de morbilidad fue superior al valor de referencia recomendado por la OMS (1,00 x 10° AVAD
por persona y afio) en los tres escenarios de exposicion (operacion, mantenimiento y visitantes) entre
uno y tres 6rdenes de magnitud en todas las PTAR. La simulacién demostr6 que el uso de EPP reduce
en casi dos ordenes de magnitud la carga de morbilidad estimada. Aun asi, esta medida de control no
alcanz6 un nivel de riesgo aceptable (inferior a 1,00 x 10 AVAD por persona y afio) para los
trabajadores de las PTAR. Este estudio pone de manifiesto la importancia de utilizar EPP junto con
otras medidas de control, como la automatizacién o las barreras, para aislar las fuentes de
contaminacion. Sin embargo, esta complementacion de técnicas (inspecciones de campo, analisis de
supervivencia y ACRM) es poco habitual en salud e higiene laboral. En este estudio se utilizo la
vigilancia de campo para conocer el entorno ocupacional y las posibles vias de exposicion, lo cual,
es importante para la identificacion de peligros y la evaluacion de riesgos. Ademas, se utilizaron la
modelizacion de la exposicion y la ACRM para simular distintos escenarios de control, lo que

proporcion6 una estimacion solida de los riesgos potenciales asociados a la exposicion ocupacional.

PALABRAS CLAVE

QMRA ocupacional, AVAD, vigilancia de campo, tratamiento de aguas residuales, patogenos de

aguas residuales.
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INTRODUCCION

El tratamiento de aguas residuales domésticas contribuye a la construccion de espacios
habitables y protege a la poblacion de enfermedades infecciosas, al reducir la contaminacion
microbiana antes del vertido ambiental de efluentes de aguas residuales (Gerba & Pepper, 2019). Sin
embargo, los trabajadores implicados en el funcionamiento y mantenimiento de las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) corren el riesgo de entrar en contacto con agentes bioldgicos
(Corrao et al., 2012; Hung et al., 2010). Esto se debe a la emision de aerosoles con altas
concentraciones de patdgenos durante el proceso de tratamiento de aguas residuales, y actividades
que incluyen el contacto directo con las aguas residuales (Fuhrimann et al., 2019; Szytak-Szydtowski
et al,, 2016). Tanto los aerosoles como las aguas residuales pueden dispersarse en el entorno
circundante, exponiendo asi a los trabajadores a patdgenos transportados por el aire y por el agua
(Bruni et al., 2020), como Cryptosporidium sp., Giardia sp., Norovirus GI/GII y virus del género de
enterovirus, presentes con frecuencia en las aguas residuales y asociados a enfermedades
gastrointestinales (Certad et al., 2017; Sampson et al., 2017; Uhrbrand et al., 2017; OMS, 2015).
Cryptosporidium sp. y Giardia sp. son parasitos con alta infectividad y altamente resistentes al cloro
y al tratamiento tradicional del agua, lo que aumenta el riesgo de infecciones fecales-orales en
humanos (Chalmers, 2014; DuPont et al., 1995; Rendtorff & Holt, 1955; Robertson, 2014). Norovirus
tiene una alta infectividad y una alta tasa de infeccion en comparacion con otros virus entéricos
(Teunis et al., 2008, 2020). Ademas, Norovirus es el principal agente causante de diarrea viral y
presenta una alta prevalencia ambiental (da Silva Pol6 et al., 2016). Otros virus relevantes en aguas
residuales son los del género Enterovirus, con una dosis-respuesta moderada asociada y un amplio
espectro de efectos sobre la salud, como enfermedades gastrointestinales o gastroenteritis (Shen et
al., 2019; Yezli & Otter, 2011). Algunos géneros relevantes de enterovirus asociados a enfermedades
gastrointestinales son coxsackievirus, enterovirus 71, poliovirus o echovirus (Betancourt & Shulman,

2017; Zhang et al., 2022).
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De manera general, el tratamiento primario de aguas residuales implica la separacion fisica
de solidos, mientras que el secundario busca la degradacion biologica de los solidos y la reduccion
de patogenos (Gerba & Pepper, 2019). Este ultimo utiliza un tanque de aireacion para promover la
degradacion aerdbica (Gerba & Pepper, 2019; Naughton & Rousselot, 2017). Sin embargo, este
proceso puede generar bioaerosoles que contienen patdgenos (Kataki et al., 2022; Singh et al., 2021),
potencialmente exponiendo a los trabajadores a riesgos (Dada y Gyawali, 2020). El riesgo se
determina por la probabilidad de un efecto adverso debido a la exposicion a patogenos (US EPA,
2011; Carducci et al., 2018).

En consecuencia, evaluar la exposicion laboral a los patogenos presentes habitualmente en las
PTAR es importante para evitar infecciones accidentales en los trabajadores (Bruni et al., 2020; Lu et
al., 2020). Sin embargo, la evaluacién del riesgo bioldgico convencional basada en enfoques
cualitativos y semicualitativos tiene varias limitaciones, especialmente en la definicion de la
exposicion en escenarios ocupacionales y opciones de control (Carducci et al., 2018). Por lo tanto, un
enfoque para la evaluacion del riesgo bioldgico ocupacional, es la evaluacion cuantitativa del riesgo
microbiano (ACRM) combinada con técnicas como estimaciones estadisticas e inspecciones de
campo, para documentar los patrones de exposicion y obtener insumos mads realistas para la
implementacion del modelo (Carducci et al., 2016, 2018; CDC, 2015; Chen et al., 2021; Lee, 2017;
Yan et al., 2021). ACRM es una metodologia util para estimar las consecuencias de la exposicion a
patdgenos especificos y establecer niveles de riesgo de acuerdo con los limites de referencia de la US
EPA (1998) y la OMS (2016). También, permite la modelizaciéon matemadtica para evaluar la relacion
entre las condiciones ambientales y la salud humana en diversos escenarios (Hamilton et al., 2020;
Sano et al., 2019). E1 ACRM es un marco metodologico que implica la descripcion del peligro, la
relacion dosis-respuesta, la evaluacion de la exposicion, la caracterizacion del riesgo y la gestion del
riesgo (Haas et al., 2014). Mediante la aplicacion de ACRM, se puede mejorar el control y la
evaluacion de los entornos ocupacionales en las PTAR, a través de simulaciones matematicas de

posibles escenarios de exposicion o reduccion de riesgos (Carducci et al., 2018; Chen et al., 2021).
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Sin embargo, los estudios de ACRM ocupacional son escasos y, en algunos casos, poco especificos
para aplicaciones en higiene ocupacional (Carducci et al., 2016; Fuhrimann et al., 2016, 2019;
Sampson et al., 2017; Zaneti et al., 2021). Hasta donde sabemos, en América Latina solo se realizaron
otros dos estudios de ACRM ocupacional, ambos en Brasil (de Matos Nascimento et al., 2020; Zaneti
et al., 2021). Este estudio es el primer ACRM ocupacional en Costa Rica y Centroamérica, donde los
patogenos estudiados son endémicos y altamente frecuentes (Chacon et al., 2020; Morales et al.,
2022; Orner et al., 2021).

Los estudios de andlisis de riesgos para la salud laboral se han restringido tradicionalmente a
observaciones de campo, seguidas de mediciones directas de la exposicion, lo que hace que su alcance
sea mas limitado, ya que el andlisis de exposiciones multiples aumenta sustancialmente el coste del
estudio. El objetivo de este estudio fue evaluar el riesgo bioldgico de la exposicion laboral simultanea
a Cryptosporidium sp., Giardia sp., Norovirus y el género de Enterovirus en tres PTAR, y evaluar los
efectos del uso de tres tipos diferentes de mascarillas para reducir la exposicion de los trabajadores a
estos patdgenos. En este trabajo se utiliz6 ACRM con una evaluacion de la exposicion basada en
mediciones de patogenos y observaciones de campo. Se utilizaron simulaciones de Monte Carlo para
tener en cuenta la variabilidad y la incertidumbre de las entradas del modelo descritas como
distribuciones. Al comparar los resultados del ACRM con los limites establecidos por la OMS, se
identificaron intervenciones de gestion de riesgos posiblemente eficaces. Una limitacion de este
estudio es que no fue posible medir directamente los patdogenos transportados por el aire. El estudio
también se limitd a un grupo especifico de agentes, lo que puede no reflejar plenamente todos los
riesgos potenciales que podrian afectar a la salud laboral. No obstante, este estudio proporciona
informacion valiosa sobre la gestion de los riesgos para la salud en el trabajo y pone en evidencia la

utilidad de la ACRM en contextos de escasos recursos.
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METODOLOGIA

2.1.1 Sitios de estudio
Este estudio se realizo en tres plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) ubicadas en

el Gran Area Metropolitana y Pacifico Central de Costa Rica, con diferentes escalas de poblacion
servida: grande (153 000 habitantes), mediana (11 172 habitantes) y pequefia (725 habitantes). Las
aguas residuales domésticas son la fuente primaria de la matriz en las tres PTAR. Las PTAR mediana
y pequefia utilizan tratamientos primarios y secundarios convencionales, y la PTAR grande aplica un
tratamiento primario y secundario incompleto. Brevemente, el tratamiento primario implica una
separacion fisica de solidos de las aguas residuales. El tratamiento secundario consiste en la
degradacion biologica, descomponiendo los solidos y reduciendo los patdogenos (Gerba & Pepper,
2019). En las PTAR estudiadas, el principal sistema de tratamiento secundario son los lodos
activados. Este sistema consiste en la circulacion del afluente hacia un tanque de aireacion (se bombea
aire a la matriz) para promover la degradacion aerdbica de la materia organica (Gerba & Pepper,
2019; Naughton & Rousselot, 2017). Una parte de los lodos se utiliza como indculo del efluente
primario para enriquecer la mezcla (Gerba & Pepper, 2019). Este sistema de aireacion, genera
burbujas de aguas residuales que podrian transportar patdgenos microbianos y formar particulas de
bioaerosoles, que facilitan la presencia de microorganismos en el aire y superficies (Kataki et al.,
2022; Singh et al., 2021). Ademas, las actividades cercanas al sistema de aireacion, como el
funcionamiento, mantenimiento o inspecciones, podrian exponer a los trabajadores a los bioaerosoles
(Dada y Gyawali, 2020). Por otro lado, los lodos generados en el proceso de tratamiento se eliminan
en un vertedero. Esta actividad aumenta la probabilidad de contacto directo entre los trabajadores y
los lodos durante la movilizacion de estos. Ademas, las tres PTAR utilizan sistemas de tratamiento

semiautomaticos que requieren cierta mano de obra que varian las tareas y duracion en cada PTAR.

2.2.1. Identificacion de peligros
Se realizaron inspecciones (observacion directa, informes de los trabajadores y entrevistas

con las jefaturas) para describir los riesgos laborales durante el turno de trabajo en cada PTAR. Las
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inspecciones incluyeron las medidas de higiene recomendadas por el método simplificado de
evaluacion de riesgos biologicos y del Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de
los Estados Unidos (Véase la Informacion complementaria para mas detalles, Cuadro S1) (CDC,
2015; Llorca et al., 2018). Estas medidas de higiene se confirmaron con entrevistas a las jefaturas,
que incluian preguntas sobre las medidas de higiene laboral, la formacion de los trabajadores y el uso
de equipos de proteccion individual. Las medidas de higiene ocupacional se clasificaron en
administrativas, de infraestructura y de equipos de proteccion personal (EPP). La puntuacion del
porcentaje de cumplimiento se basa en las inspecciones realizadas mediante la presencia/ausencia de
medidas bésicas de higiene biologica; el cumplimiento ideal es del 100%.

La observacion directa se realizo durante toda la jornada laboral y se registro en el instrumento
proporcionado por la OMS (2016). Con base en estos datos, se definieron los escenarios de exposicion
a bioaerosoles inhalables para tres tipos de individuos que podrian ser potenciales escenarios de
exposicion: trabajadores de operacion, trabajadores de mantenimiento y visitantes (Cuadro 1). El
escenario 1 (operacion) consiste en un trabajo continuo de inspeccion, monitorizacién, apoyo y
mantenimiento durante todo el tiempo de trabajo (6 h/dia). Los escenarios 2 (trabajadores de
mantenimiento) y 3 (visitantes) requerian una entrada parcial o esporddica en las PTAR con una
exposicion menor durante la jornada laboral. Las horas de exposicion al dia y la frecuencia de dias al

ano se detallan en la Cuadro 1.

2.2.2. Muestreo, deteccion y cuantificacion de patégenos
Se recolectaron un total de 78 muestras de aguas residuales en las PTAR durante 13 meses

desde mayo de 2020 hasta mayo de 2021 siguiendo los protocolos de la APHA (2017). En cada PTAR,
mensualmente se recolectaron tres muestras en la entrada y tres muestras en la salida, para un total
de seis muestras al mes por PTAR. Todas las muestras se almacenaron en hielo y se procesaron en el
laboratorio el mismo dia del muestreo. Se analizaron las concentraciones de los Giardia sp.,
Cryptosporidium sp., Norovirus y el género de Enterovirus de cada muestra de aguas residuales. En

los parrafos siguientes se describe el procedimiento de analisis para cada patogeno.
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2.2.2.1. Giardia sp. y Cryptosporidium sp.
Las muestras de aguas residuales se concentraron mediante la técnica de floculacion con

Alx(S04)3, tal como describieron Karanis et al. (2006): Se procesaron 1 L del afluente y 5 L del
efluente por cada ronda de muestreo. Antes de la concentracion, las muestras fueron inoculadas con
100 pL (1 quiste/pL) de quistes de Giardia tefiidos (quistes control) (Solano et al., 2019) para estimar
su respectiva tasa de recuperacion (Ver Informacion Suplementaria para més detalles, Cuadro S2).
Tras el proceso de concentracion, la deteccion de Cryptosporidium sp. y Giardia sp. se realizd
mediante separacion inmunomagnética (sistema Dynal GC-Combo®, Dynal Biotech ASA, Oslo,
Noruega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras purificadas se tifieron con
isotiocianato de fluoresceina conjugado con anticuerpos monoclonales anti-Cryptosporidium y anti-
Giardia (CeLLabs Pty Ltd., Australia). Todo el volumen de las muestras concentradas
(aproximadamente 150 pL) se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia, a una longitud de onda
de 515425 nm utilizando un Olympus® CLX modelo BX43F. De acuerdo con los criterios del método
1623, los (oo)quistes se contaron cuando presentaban caracteristicas protozoarias tipicas (tamafio y
morfologia) y fluorescencia verde manzana brillante (US EPA, 2005), y los quistes control mostraron

la misma fluorescencia y color de fondo rosa.

2.2.2.2. Norovirus y enterovirus
La deteccion viral se llevo a cabo mediante la técnica de absorcion/elucion por filtracion con

membrana de nitrocelulosa descrita por Symonds et al. (2017). En primer lugar, se concentrd una
muestra de agua residual de 100-500 mL (Véase la Informacion complementaria para mas detalles,
Cuadro S3). A continuacion, de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se realizo la extraccion
de ARN de las muestras concentradas utilizando RNeasyPower Water Kit (Qiagen). Posteriormente,
se sintetiz6 el ADNc utilizando el SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (ThermoFisher
Scientific, MA, EE. UU.). Mas tarde, la deteccidon y cuantificacion de norovirus (G1) y el género de
enterovirus se analizaron con qPCR en tiempo real segiin lo recomendado por el método 1615 de la

US EPA (Fout et al., 2015). Los cebadores y sondas utilizados para la PCR fueron:
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-Norovirus:
NorGIAF: 5' GCCATGTTCCGITGGATG 3'.
NorGIAR: 5' TCCTTAGACGCCATCATCAT 3'.
NorGIAP: 5' 6FAM-TGTGGACAGGAGATCGCAATCTC-TAMRA 3'.
-Enterovirus:
EntF: 5' CCTCCGGCCCCTGAATG 3'.
EntR: 5" ACCGGATGGCCAATCCAA 3'.
EntP: 5' 6FAM-CGGA ACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-TAMRA 3'.

Se utilizé un fragmento del gen gblock (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A,
EE.UU.) que contenia la region gendmica de interés para construir curvas estdndar de RT-qPCR para
ambos ensayos. Las diluciones de las curvas estandar oscilaron entre 1x107 y 1x10' copias/2 pL. Las
eficiencias y medias R? para los genes ensayados fueron del 109,55% y 0,986 para norovirus, y del
80,81% y 0,999 para el género enterovirus. En este trabajo, los limites de cuantificacion y deteccion
para cada gen fueron la concentracion minima (dilucién) detectada con una curva estandar utilizando
triplicados. Para ambos ensayos, se establecié 1x10? copias/2 puL como limite de deteccion de la

qPCR. Por lo tanto, los limites del ensayo se establecieron en 2,39x10* copias/L.

2.2.3. Analisis estadistico
Se calcularon estadisticas descriptivas como la media, la desviacion estdndar y los limites de

intervalo utilizando métodos no paramétricos para los datos censurados a la izquierda (observaciones
no detectables) de las concentraciones de los patdgenos. La seleccion de la técnica de analisis se
determind por el tamafio de los conjuntos de datos (n=26 por PTAR, n=78 en total) y la proporcion
de observaciones censuradas a la izquierda (Helsel, 2011). Todos los andlisis descriptivos se
realizaron mediante estimacion de méxima verosimilitud con el paquete NADA del lenguaje

estadistico R (version 4.1.2. www.r-project.org) siguiendo los métodos de datos censurados descritos

por Lee (2017). Ademas, se utilizo la prueba de Peto-Prentice para evaluar la hipdtesis nula de que
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no habia diferencias significativas entre los dos grupos de andlisis: 1) concentraciones de influentes

y efluentes y 2) concentraciones de PTAR. Para todas las pruebas estadisticas se definié p=0,05.

2.2.4. Evaluacion de la exposicion
La evaluacion de la exposicion, tenia como objetivo estimar la dosis de los patdégenos

estudiados en los escenarios definidos por el andlisis de identificacion de peligros (Seccion 2.1 y
Cuadro 1). Las vias de exposicion a los patogenos se delimitaron, cuantificaron y caracterizaron segin
las recomendaciones de Haas et al. (2014); OMS (2016a). Inicialmente, la via de exposicion a
patogenos se defini6 mediante funciones de la naturaleza del trabajo y el tiempo de trabajo en cada
PTAR. Como resultado, se modelaron las vias de exposicion a patdgenos para cada uno de los tres
escenarios previamente determinados: 1) trabajadores de operacion, 2) trabajadores de
mantenimiento y 3) visitantes (Cuadro 1). Para la evaluacion de la exposicion, todos los (0o)quistes
y particulas viricas se consideraron infecciosos para el andlisis de riesgos. Ademads, se simularon
reducciones de patdgenos por tipo de mascarilla: quirtrgica, N95 y N100 (Cuadro 2). La dosis diaria
de patdgenos se calculd mediante la siguiente ecuacion:

d =C*V=*Rx*ky [1]

Donde d = dosis diaria del patdogeno por persona ((oo)quiste/dia/L o copias/dia/L), C =
concentracion de patdgenos detectables en el agua ((oo)quiste/L o copias/L), V = volumen de agua
residual ingerida accidentalmente (L/dia/persona), R = reducciones de uso de mascara, k;= tasa

media de decaimiento (dia™') (Ver Cuadro 2 para detalles de los parametros).

2.3.1. Evaluacion cuantitativa del riesgo microbiano
El modelo se implement6 utilizando el lenguaje estadistico R (version 4.1.2. www.r-

project.org) para todos los calculos, estimaciones y visualizaciones. La evaluacion del riesgo se
realizd mediante una simulacion de Monte Carlo con 10 000 iteraciones para cada escenario de

exposicion siguiendo las recomendaciones de Haas et al. (2014) (véase el Cuadro 2 para los
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parametros, los detalles de las ecuaciones y las referencias). En este estudio, se utilizaron pardmetros
de dosis-respuesta para la via de ingestion accidental de los trabajadores, considerando las variaciones
en su tiempo de exposicion y tarea (Cuadro 1). Ademads, se simulo el riesgo con multiples tipos de
mascarillas para evaluar las posibles opciones de EPP para los trabajadores. Como resultado, se
obtuvo la distribucion de probabilidad de la dosis, el riesgo de infeccion (diario y anual) y la carga de
enfermedad para todos los escenarios de exposicion y simulaciones de uso de mascarillas. Por ultimo,
se estimaron los afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD) por persona y afio en los escenarios
de exposicion estudiados, que se graficaron en un diagrama de cajas de las distribuciones y areas de
los niveles de aceptabilidad del riesgo.

El riesgo se define por la probabilidad de un efecto adverso en un organismo, sistema o
poblacion causado en circunstancias especificas por la exposicion a un agente (patdogenos en este
estudio). (US EPA, 2011). Consecuentemente, los modelos utilizados para estimar el riesgo
microbiano se basaron en la medicion de la dosis de patdgenos con efectos sobre la salud que se
infieren utilizando relaciones matematicas dosis-respuesta conocidas (Carducci et al., 2018). En este
estudio, para estimar la probabilidad de infeccién diaria, se utilizd el modelo exponencial para
Giardia sp., Cryptosporidium sp. y el género de enterovirus, mientras que para norovirus se utilizo
un modelo Beta-Poisson (ver Cuadro 2 para los pardmetros y detalles de la ecuacion). Asimismo, el
riesgo diario combinado (P,,,,p) para la exposicion simultdnea a todos los patdgenos se estimo segin
lo propuesto por Teunis et al., (1997), y el teorema de adicion de probabilidades mediante la siguiente

ecuacion (Cuadro 2):

Peomb = Pi(g) + Pi(e) + Pitn) *+ Pice) — (Picg)PiccyPicmyPice)) (2]

Donde P;4) =probabilidad de infeccion por Giardia sp., P;) =probabilidad de infeccion por
Cryptosporidium sp., Py =probabilidad de infeccion por norovirus, P;) =probabilidad de

infeccion por enterovirus.
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El riesgo anual de infeccion por persona y afio se considerdé como exposiciones multiples a
los patdgenos estudiados utilizando el teorema de la independencia de la probabilidad, tal como

recomiendan Haas et al., (2014):

P, =1-IIL, Q- P)" [3]

Donde P,= probabilidad de infeccion anual por cada patdégeno y combinada por persona, P;=

probabilidad de infeccién diaria por patégeno por persona, n= periodo sobre el supuesto de
probabilidad de infeccidn diaria constante por afio (Cuadros 1y 2).
La probabilidad de infeccion anual se utilizo para estimar la probabilidad de enfermedad (Pyy)inf). La
probabilidad de enfermedad es la probabilidad condicional del resultado en salud dada una infeccion
(Chen et al., 2021). Este estudio utilizo la probabilidad de casos sintomaticos de gastroenteritis para
cada patdgeno (Haas et al., 2014).

Los AVAD representan un ano de vida saludable perdido por cada discapacidad o muerte
prematura por alglin efecto especifico (Devleesschauwer et al., 2016). Esta métrica traduce el riesgo
de carga de enfermedad como una carga en salud global por caso de enfermedad (Petterson et al.,
2006). En este estudio, un AVAD se definié mateméaticamente como:

AVAD = levzlpenﬂinf * Psalida|enf * Dy * Si [4]

Donde Peyfjing=probabilidad de enfermedad, Psgjigqjens=probabilidad de un resultado (i)
para una enfermedad dada, D;=duracion de la consecuencia en afios (7,2 dias/afio) (Havelaar & Melse,
2003), S;=ponderacion de gravedad para el resultado (0,067) (véase la Cuadro 2 para los parametros

y detalles de la ecuacién) (Medema, 2009).

2.4.1. Analisis de sensibilidad
Se realiz6 un analisis de sensibilidad para estimar la influencia de cada pardmetro de entrada

en la probabilidad de infeccion anual combinada calculada. En primer lugar, se calcul6 el coeficiente
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de correlacion de Spearman entre cada parametro de entrada y el riesgo combinado anual estimado,
siguiendo la metodologia descrita por Haas et al. (2014). Ademas, se determiné el impacto relativo
de los insumos en el resultado calculado y se determind la importancia relativa de los componentes

individuales (Haas et al., 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Condiciones de trabajo e identificacion de peligros
La puntuacion del porcentaje de cumplimiento se basa en la presencia/ausencia de medidas

basicas de higiene bioldgica; el cumplimiento ideal es 100%. El estudio clasifico el cumplimiento de
cada PTAR en tres categorias de medidas de higiene: administrativas, de infraestructura y EPP. Los
controles administrativos en la PTAR grande no adecuaron el espacio y la mano de obra para
trabajadores sensibles o vulnerables como mujeres embarazadas, personas con factores de riesgo o
discapacidades particulares que laboran o visitan la planta. En la PTAR mediana se observo los
mismos controles administrativos ausentes, mas otros como incluir medidas de seguridad, protocolos
de transporte externo de muestras de aguas residuales, protocolos de desinfeccion, prevencion de
diseminacion de patdgenos por fomites y aire, capacitacion de trabajadores sobre agentes biologicos
y prohibicion de fumar, comer o beber en la PTAR. La pequefia planta presentaba todos los problemas
mencionados, mas la ausencia de métodos de limpieza y protocolos de comunicacion de incidentes
(Fig. 1). En cuanto a los controles de infraestructura, los principales incumplimientos en las tres PTAR
estuvieron relacionados con la ausencia y no uso de dispositivos de bioseguridad (sensores para
detectar agentes biologicos), limpieza del espacio y dispositivos de atencion de emergencia (lavaojos,
duchas de seguridad y lavabos de seguridad). La PTAR grande presentd el puntaje de cumplimiento
mas alto aparte del uso de EPP (cumplimiento medio= 80,0%), mientras que la PTAR pequena
presentd el cumplimiento mas bajo en los tres tipos de control (cumplimiento medio= 52,9%).

Finalmente, en los tres sitios se observaron deficiencias en cuanto al uso, vigilancia y limpieza de los
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EPP (esto incluia mascarillas, ropa, lentes y botas), especialmente en actividades peligrosas como
limpieza, mantenimiento, inspeccion y toma de muestras de infraestructura.

La presente inspeccion detectd diversas fuentes de peligro en las tres PTAR (Fig. 1). Las
principales fuentes de peligro para los trabajadores de la PTAR son el contacto mano-boca, via fecal-
oral (comer, beber o fumar), tocarse la cara con las manos contaminadas y trabajar sin EPP en
ambientes con bioaerosoles y superficies contaminadas con aguas residuales (Dannoun & Nouban,
2021). Ademas, los factores organizacionales y la capacitacion en control de infecciones son
fundamentales para implementar la prevencion entre los trabajadores para disminuir el riesgo de
infeccion (Corrao et al., 2012). En este estudio, la inspeccion del cumplimiento de las medidas de
higiene (administrativas, infraestructura y EPP) permitio definir escenarios de exposicion mas
precisos, para incrementar la aplicacion practica de las simulaciones en el ACRM para la mejora de
las condiciones de salud ocupacional (Cuadro 1.1 y Fig. 1) (Arroyave et al., 2021). Ademas, la
inspeccion de las medidas de salud e higiene en el trabajo, resulto util para identificar posibles
peligros en el ambiente laboral y confirmar la exposicion a agentes biologicos previo a la aplicacion
del ACRM (Cuadro 1.1y Fig. 1). Estudios previos en paises de bajos y medianos ingresos, observaron
el incumplimiento de las condiciones de salud ocupacional de los trabajadores de aguas residuales,
en temas como vigilancia y condiciones de infraestructura (Oza et al., 2022). Eso demuestra la
necesidad de mejorar las condiciones de salud ocupacional de las PTAR relacionadas con EPP,
capacitacion, seguro de salud, vigilancia, politicas y regulaciones efectivas (Patwary et al., 2021). En
este sentido, las medidas de higiene laboral en las PTAR estudiadas, necesitan mejorar urgentemente
en temas como la vigilancia del entorno de trabajo, especialmente los factores de comportamiento e

infraestructura, y la consistencia en el uso y mantenimiento de los EPP.

3.2. Descripcion de las concentraciones de patogenos
Todos los patogenos estudiados se detectaron en las tres PTAR, con un total de 78 muestras

para cada patdégeno analizado, con diferentes porcentajes de muestras positivas: Cryptosporidium sp.

(65%), Giardia sp. (99%), Norovirus (74%) y Enterovirus (55%). Para Cryptosporidium sp., la mayor
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concentracion estimada se detectd en la entrada de la PTAR mediana (7,89 x 10' ooquistes/L).
Mientras tanto, la mas baja se detectd en la entrada de la PTAR grande (1,47 x 10° ooquistes/L), y la
reduccion media fue de 0,5-log (Fig. 2). Se observaron diferencias no significativas en las
concentraciones de Cryptosporidium sp. entre las PTAR (p=0,10), asi como en las entradas-salidas
del proceso de tratamiento en cada planta (grande p=0,70, mediana p=0,06, pequena p=0,40). En el
caso de Giardia sp., las concentraciones estimadas mas altas y bajas se detectaron en la PTAR
mediana (3,19 x 10° quistes/L a la entrada y 7,35 x 100 ooquistes/L a la salida, respectivamente), y la
reduccion media fue de 0,25-log (Fig. 2). Se observaron diferencias no significativas de las
concentraciones entre las PTAR (p=0,6) y entre las entradas-salidas del proceso de tratamiento (p
grande=0,60, p pequefia=0,10), excepto para la media (p<<0,001).

Las mayores concentraciones de Norovirus se observaron a la entrada de la PTAR pequefia
(1,50 x 10'? copias/L), las menores a la salida de la mediana (1,04 x 10* copias/L), y la reducciéon
media fue de 1-log. Se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de las tres
PTAR (p<0,001) (Fig. 2). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre las entradas-
salidas del proceso de tratamiento (grande p=0,90, pequeia p=0,50) excepto para la de escala media
(p=0,03). Las concentraciones mas elevadas del género Enterovirus se registraron en la entrada de la
PTAR grande (6,03x 10° copias/L) y las mas bajas en la entrada de la pequefia (1,37 x 10° copias/L),
y la reduccion media fue de 1 log. Se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
de las tres PTAR (p<0,001). Por ultimo, se observaron diferencias no significativas en las entradas-
salidas del proceso de tratamiento (grande p=0,60, pequefia p=0,07) excepto en la escala media
(p=0,02). Los métodos moleculares utilizados en este estudio (QPCR) no pudieron representar el virus
infeccioso o no infeccioso. Asimismo, la deteccion de genomas virales podria no describir la
reduccion viral infecciosa real de las PTAR. A pesar de ello, un estudio anterior encontré una mayor
reduccion de 10°°a 10*° PTAR de virus utilizando qPCR en comparacién con los resultados de este

estudio (Wang et al., 2020).
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Por tanto, la no diferencia entre entrada-salida para protozoos y virus podria revelar la baja
capacidad de reduccion de patogenos de las PTAR estudiadas (Fig. 2). En cuanto a los niveles de las
concentraciones; en este estudio se encontro que Cryptosporidium sp. y Giardia sp. presentaron
rangos similares a los descritos previamente para PTAR domésticas (entre 10! y 10% (0o)quistes)
(Gerba & Pepper, 2019). En cuanto a Norovirus, los niveles de concentracion presentaron un rango
similar al descrito previamente para PTAR domésticas (entre 107" a 10° copias/L), excepto para la
PTAR pequefia (10° a 10'? copias/L) (Eftim et al., 2017). Por otro lado, las concentraciones de
enterovirus presentaron rangos superiores a los tipicamente informados en PTAR domésticas (entre

10! a 10% copias/L) (5-log por encima) (Gerba & Pepper, 2019).

3.3. Simulacion de evaluaciones de riesgo para Giardia sp., Cryptosporidium sp., norovirus y
enterovirus

La carga total de morbilidad por gastroenteritis fue superior al valor de referencia
recomendado por la OMS (1,00 x 10°® AVAD por persona y afio) en los tres escenarios de exposicion
entre uno y tres drdenes de magnitud en todas las PTAR (Cuadro 1 y Fig. 3) (OMS, 2016a). Norovirus
presentd el mayor AVAD por persona y afio (promedio escenario 1= 8,50 x 10, promedio escenario
2=17,26 x 10*, y promedio escenario 3= 4,51 x 10™), seguido de Giardia sp. (promedio escenario 1=
3,19 x 10, promedio escenario 2= 6,61 x 107, y promedio escenario 3= 2,18 x 107°), en todos los
escenarios de exposicion estos patdogenos representaron la porcion mas significativa del total de los
AVAD. Por lo demas, Cryptosporidium sp. presentd la carga de enfermedad mas baja (promedio
escenario 1= 1,24 x 107, promedio escenario 2= 1,68 x 107, y promedio escenario 3= 5,24 x 107) y
fue el Unico patdégeno con un nivel de riesgo aceptable en al menos un escenario (escenario 3-
visitantes) (Fig. 3). En este estudio, los escenarios de exposicion modularon los resultados que
sugieren la relevancia del tiempo y la frecuencia de exposicion sobre el nivel de riesgo, pero éste no
es el unico factor de exposicion a tener en cuenta para el control del riesgo. Por ejemplo, en el caso

de Cryptosporidium sp. y Enterovirus, el escenario de exposicion modifica la clasificacion del riesgo

entre aceptable e inaceptable (Fig. 3). En cambio, el riesgo para Giardia sp. y Norovirus era
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inaceptable en todos los escenarios. Por tanto, las medidas de control complementarias como la
automatizacion del proceso y barreras para aislar la fuente de los agentes son altamente
recomendables en las PTAR estudiadas que suelen contener altas concentraciones de patogenos, tal y
como describimos en este estudio (Fig. 2) (Chen et al., 2021; Teixeira et al., 2013; Yan et al., 2021).

Los parametros incluidos en el ACRM pueden conducir el nivel de riesgo global en el estudio;
variables como los patdogenos de interés, las altas concentraciones de aguas residuales y los
parametros de exposicion pueden variar significativamente el nivel de riesgo (Sano et al., 2019). Por
ejemplo, en este estudio, los niveles de riesgo en los escenarios de exposicion fueron entre uno y tres
6rdenes de magnitud superiores al limite aceptable. Sin embargo, la decision de incluir Norovirus
elevo el nivel de riesgo total debido a sus altas concentraciones en las tres PTAR. Ademas, sus
particularidades en los patrones dosis-respuesta, las variaciones de susceptibilidad de los hospederos,
los patrones de agregacion de las particulas virales en el agua o los métodos de deteccion pueden
variar el riesgo de infeccion (Atmar et al., 2014; Lim et al., 2016; Teunis et al., 2008, 2020). Por lo
tanto, en relacion con las particularidades de Norovirus, se adoptaron consideraciones de infectividad
y patogenicidad que Teunis et al. (2020) recomendaron como la opcién més adecuada. La variabilidad
en los escenarios de exposicion presenta un reto a la hora de comparar los niveles de riesgo entre
diferentes estudios en entornos ocupacionales. Puede ser dificil determinar si el riesgo estimado es
similar en otros estudios debido a diferencias en factores como las definiciones de los escenarios, las
caracteristicas del agua y los patogenos estudiados (Beamer et al., 2015; Carducci et al., 2016, 2018;
Chen et al., 2021; de Matos Nascimento et al., 2020; Fuhrimann et al., 2016, 2019; Sampson et al.,
2017; Yan et al., 2021). No obstante, como describieron Carducci et al. (2016), los presentes
resultados pueden ser Utiles en un entorno ocupacional para establecer limites de exposicion y
opciones de control de riesgos en relacion con la concentracion de patdgenos, los tiempos de
exposicion o las acciones preventivas.

Por otro lado, en una intervencién de riesgo simulada en este estudio, el uso de EPP redujo el

riesgo sustancialmente; la mejor opcion de EPP es la mascarilla N100 porque redujo el riesgo a un
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nivel aceptable para los escenarios 2-mantenimiento y 3-visitantes, pero no para el escenario 1-
operacion (Fig. 4). El nivel del riesgo de infeccion por Cryptosporidium sp. fue el mas influenciado
en la simulacion del uso de mascarilla y riesgo de infeccion por Norovirus el menor influenciado.
Aun asi, el riesgo total, en general, era inaceptable incluso con el uso de mascarilla. Mientras tanto,
el efecto combinado de los usos de EPP y la frecuencia de exposicion (escenarios) modificé el nivel
de riesgo en dos ordenes de magnitud en promedio (Cuadro 1 y Fig. 4). A pesar de las reducciones
por escenarios y uso mascarilla, las altas concentraciones de los patégenos en las PTAR estudiadas
requieren de controles alternativos, como ya se ha mencionado.

Otros estudios basados en ACRM bacterianos con trabajadores de PTAR encontraron niveles
de riesgo aceptables tras el uso de EPP (mascarilla N95) con una reduccion de casi dos 6rdenes de
magnitud (Chen et al., 2021; Yan et al., 2021). Los resultados de este estudio presentan la misma
diferencia entre el no uso de mascarilla y el uso de mascarilla N95, pero la clasificacion del riesgo no
cambia con estas reducciones (aceptable-inaceptable) (Fig. 4). A pesar de ello, el uso modelizado de
EPP como medida de control ocupacional mostrd reducciones de riesgo significativas, especialmente
con las mascarillas N95 y N100, con el potencial de salvaguardar la salud de los trabajadores de aguas
residuales frente a las infecciones. Asi, estudios previos recomiendan el uso de mascarillas como EPP
para prevenir infecciones en entornos ocupacionales como las PTAR (Das et al., 2021; Kelly &
Fussell, 2019).

El uso de ACRM para entornos ocupacionales es util porque permite simular escenarios de
exposicion potencial y evaluar las medidas de control mediante el punto de referencia del nivel de
riesgo, resultado imposible de alcanzar utilizando herramientas convencionales de evaluacion de la
salud ocupacional. Ademas, el enfoque ACRM es util en el contexto de la higiene ocupacional, donde
la evaluacion del riesgo bioldgico se realiza generalmente con herramientas cualitativas o
semicualitativas que son limitadas en su capacidad para definir con precision el nivel de riesgo y el
impacto potencial en las medidas de control, como se realiz6 en el presente estudio (Carducci et al.,

2016, 2018). Sin embargo, a pesar de estas ventajas, el uso combinado del ACRM y de inspecciones
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convencionales de ambientes ocupacionales permiten un escenario atin mas preciso de las fuentes de
peligro, exposicion y nivel de riesgo, permitiendo mejorar la toma de decisiones para la salud
ocupacional.

Es importante mencionar que la eliminacion completa del riesgo para la salud en todos los
escenarios es imposible. Los modelos dosis-respuesta para los diferentes mecanismos de enfermedad
y el enfoque limitado a patdogenos especificos en las aguas residuales pueden subestimar o
sobreestimar el riesgo (Haas et al., 2014; Teixeira et al., 2013). Ante tales limitaciones, medidas como
el control de la incertidumbre, el uso de diferentes métodos como las simulaciones Monte Carlo, los
métodos estadisticos de andlisis de supervivencia y el uso de inspecciones de campo para definir la
ruta de exposicion con mayor precision, son solo algunas estrategias para mejorar el modelo (Chen
et al., 2021; Lee, 2017; Petterson et al., 2006; Schmidt & Emelko, 2011; Yan et al., 2021). Mientras
tanto, el modelado QMRA puede mejorarse estudiando un nuevo enfoque dosis-respuesta mas
cercano a los trabajadores de tratamiento de aguas residuales o validando otros enfoques, como la
inferencia bayesiana, para construir el modelo ACRM (Yan et al., 2021). Como limitacién de este
estudio, la medicion directa de patdogenos en el aire no era factible con los métodos disponibles.
Ademas, el estudio se centrd en un grupo limitado de agentes, lo que puede no tener en cuenta otros
peligros potenciales que podrian afectar a la salud laboral. A pesar de estas limitaciones, el enfoque
de vigilancia en campo utilizado en este estudio proporciond informacion valiosa sobre el entorno
laboral y las posibles vias de exposicion a los agentes estudiados, lo que resulta esencial para la
identificaciéon de peligros y la evaluacion de la exposicion. El estudio también utilizd una
combinacion de modelizacion de la exposicion y QMRA, que permitid la simulacion de diferentes
escenarios de control. Como resultado, proporciond una estimacion sélida de los riesgos potenciales

asociados a la exposicion ocupacional.

3.4. Analisis de sensibilidad
El analisis de sensibilidad describe el impacto relativo de las entradas calculadas del modelo

Monte Carlo sobre el riesgo estimado (salida) (Haas et al., 2014). En este estudio, las concentraciones
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de patdgenos (factores ambientales) y el volumen ingerido accidentalmente fueron las entradas mas
significativas en las estimaciones de riesgo (Fig. 4). Este resultado coincide con otros estudios de
ACRM en PTAR. Teniendo en cuenta la alta carga microbiana de las aguas residuales, incluso un
volumen de ingestion accidental bajo implica un alto riesgo de infeccion (Chen et al., 2021;
Fuhrimann et al., 2019). El principal factor de control en el modelo de riesgo total (incluidos todos
los patdgenos) es la concentracion de Norovirus (rank corr 0,82). Le siguen factores de
comportamiento como el volumen de agua residual ingerida accidentalmente (rank corr 0,53). El
tercer y cuarto factor de control fueron las concentraciones de Giardia sp. y Enterovirus (rank corr.
0,042 y 0,19, respectivamente). Por lo demas, las concentraciones de Cryptosporidium sp. mostraron
la menor influencia sobre la estimacion del riesgo total (rank. corr. -0,29). Este patron puede
explicarse por las propiedades de las probabilidades combinadas, en las que la probabilidad final es
un producto de valores altos (norovirus y Giardia sp. tienen un riesgo mayor) (Figs. 3 y 4). Por
ejemplo, en la estimacion del riesgo, el contribuyente mas elevado fue Norovirus y, en consecuencia,
presenta la influencia mas significativa en el calculo del riesgo combinado de infeccion. Por otro lado,
Cryptosporidium sp. mostré el menor riesgo y la menor influencia en el riesgo de infeccion
combinado. La concentracion del patogeno es el factor mas influyente en la estimacion del riesgo
individual (rank. corr: 0,79 Cryptosporidium sp., 0,85 Giardia sp., 0,83 norovirus, 0,75 enterovirus)
(véase la Fig S1. para més detalles). La ingesta accidental fue el segundo factor més influyente en las
estimaciones de riesgo individual (rango corr. 0,43-0,58). Estos resultados sugieren que la principal
fuente de riesgo fueron las concentraciones de patdgenos en las aguas residuales, seguidas de factores
de comportamiento como la ingestion accidental y la influencia indeterminada de los parametros
dosis-respuesta. Por lo tanto, una estrategia de intervencion recomendada deberia considerar la
reduccion de las concentraciones de patdgenos o el aislamiento de la fuente de los agentes para reducir
el principal componente de riesgo (Fuhrimann et al., 2019). Por ltimo, los escenarios de exposicion
se vieron moderadamente influidos por las estimaciones de riesgo de patdgenos individuales (rank.

corr. 0,01-0,44). Aunque los escenarios mostraron una influencia indeterminada sobre el riesgo
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individual y combinado, su consideracion da lugar a acciones de mejora relevantes y determinadas
para reducir el nivel de riesgo en funcidn del factor principal, como las concentraciones de patégenos

y el volumen ingerido (Yan et al., 2021).

CONCLUSIONES

Este estudio utilizo la vigilancia de campo para evaluar el entorno ocupacional y definir los
escenarios de exposicion de los trabajadores de las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR).
Los resultados mostraron que la exposicion ocupacional a los patdgenos estudiados es peligrosa
durante todo el proceso de tratamiento, y la carga anual de morbilidad supera las recomendaciones
de la OMS (1,00 x 10°® AVAD por persona y afio) (2016a). La modelizacién de factores de exposicion
como la frecuencia, los periodos y el uso de equipos de proteccion persona (EPP) result6 valiosa para
determinar el riesgo en entornos ocupacionales, lo que contribuy6 a mejorar el control del riesgo y la
toma de decisiones.

En contraste con las tipicas evaluaciones de riesgo semicuantitativas o cualitativas
comunmente utilizadas en América Latina, nuestro enfoque de estimacion de riesgo implico el uso de
ACRM informado con datos especificos del contexto sobre peligros y exposicion. Ademads, aprovechd
técnicas de datos censurados a la izquierda (por ejemplo, analisis de supervivencia) para caracterizar
adecuadamente las distribuciones de patdgenos. Por tltimo, el marco ACRM descrito se utilizo para
evaluar las posibles opciones de gestion de riesgos. Ademas de identificar intervenciones para reducir
el riesgo, este estudio contribuye a la literatura global de ACRM y es el primer ACRM sobre riesgo

ocupacional en Costa Rica.
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CUADROS

Cuadro 1.1. Escenarios de exposicion en las plantas de tratamiento de aguas residuales.

Escenarios

Escenario 1 - Operacion

Escenario 2 - Mantenimiento

Escenario 3 - Visitantes

Actividades

Inspeccionar, monitorear,
dar soporte, y

mantenimiento en la PTAR

Soporte esporadico,
mantenimiento, limpieza 'y

servicios externos en las

Visitantes, estudiantes e
investigadores con acceso

infrecuente a las PTAR que

para asegurar su operacion | PTAR. inspeccionan, muestrean y
colectan informacion.
Exposicion diaria 3,0-4,5 3,0-6,0 0,5-3,0
(h/dia)
Frecuencia de 173-185* 12-36** 3-12**

exposicion

(dias/afios)

*Frecuencia de exposicion (FE)= Dias al aiio (DY) (365) - Dias de fin de semana (96) - Profilaxis (P) (60) - Dias de

vacaciones (V) (entre 12 y 30) - Vacaciones (H) (entre 8 y 12).

**Rango de los dias trabajados en la PTAR al ajio.

Cuadro 1.2. Unidades, valores, ecuaciones, distribuciones y fuentes de los parametros del modelo
de riesgo microbiano cuantitativo.

Parametro

Unidades

Valores, distribuciones y/o ecuaciones

Fuente

Exposicion

Concentracion de
Cryptosporidium sp. (C

Cryptosporidium) Yy Giardia sp. (C

(oo)quistes/L

Uniforme (min y max estimado con

anélisis de datos censurados)

Este estudio

Giardia)

Concentracion de Norovirus | NUmero de Uniforme (min y max estimado con Este estudio

(C Norovirus) Y enterovirus (C copias/L analisis de datos censurados)

Enterovirus)

Volumen de agua L Uniforme (0,001-0,005) (Fuhrimann et al.,

accidentalmente ingerida (V) 2016; Howard et al.,
2006; Labite et al.,
2010; Westrell et al.,
2004)

Reduccién de las mascarillas | Porcion de Estimacion de punto (quirdrgica= 4x10° | (Das et al., 2021)

(R) particulas 1 N95=5x10?, N100=3x10")
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ingeridas
con el uso de
mascarilla
Dosis-respuesta
I' Cryptosporidium Triangular (min=0,00220, (DuPont et al., 1995)
moda=0,0042, max=0,00852)
I Giardia Triangular (min=0,009798, (Rose et al., 1991)
moda=0,01982, max=0,03582)
Probabilidad de infeccion por Ppp=1- e (Haas et al., 2014)
Cryptosporidium sp. y Giardia
sp. (Pinf)
B Norovirus 61 para SE* (mas - Estimacién de punto (3.96) (Rojas & Sanchez,
prevalente en Costa Rica) 1999; Teunis etal.,
2020)
0 Norovirus 61 para SE* (mas - Estimacién de punto (0.948) (Rojas & Sanchez,
prevalente en Costa Rica) 1999; Teunis et al.,
2020)
1F1 - Funcidn hipergeométrica confluente de | (Teunis et al., 2020)
Kummer
Probabilidad de infeccion - Py =1— 1Fi(a,a + B, —dosis) (Teunis et al., 2020)
norovirus (Pinf)
Kenterovirus Uniforme (min= 0,00291, max= (Cliver, 1981)
0,00562)
Probabilidad de infeccion Ppp=1—e""k (Haas et al., 2014)
Enterovirus (Pinf)
Exposicion en dias por afio (n) Dias Uniforme por escenario Este estudio (Table 1)
Afos de vida ajustados por discapacidad (AVAD's)
Razon de morbilidad (M)
M cryptosporidium Proporcién Estimacion de punto (0,50) (Casman et al., 2000)
M Giardia Proporcién Estimacion de punto (0,45) (Soller et al., 2016)
M Enterovirus Proporcién Estimacion de punto (0,90) (Havelaar & Melse,
2003)
Probabilidad de enfermar Pepg =Py xM (Haas et al., 2014)
(Penfinf)
Probabilidad de enfermar para - dose\™" | (Carducci et al., 2018;
norovirus (Pentjinf) Futing of norovirus = 1= (1 ¥ ) Teunis et al., 2020)
n para norovirus Gl y SE* (més | - ) ) (Teunis et al., 2020)
Point estimate (4.62x10%)
prevalente en Costa Rica)
r para norovirus Gl y SE* (méas | - ) ) (Teunis et al., 2020)
Point estimate (1.79x10%)
prevalente en Costa Rica)
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Probabilidad de resultado

Psalida|enf

Estimacion de punto (0,9999)

(Haas et al., 2014;
Havelaar & Melse,
2003; Petterson et al.,
2006)

Duracién (D;)

Estimacién de punto (0,01973)

(Haas et al., 2014;
Havelaar & Melse,
2003; Petterson et al.,
2006)

Severidad (S;)

Estimacién de punto (0,067)

(Haas et al., 2014;
Medema, 2009;
Petterson et al., 2006)

FIGURAS
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Fig. 1. Inspecciones de cumplimiento de las medidas de higiene en salud laboral en las tres plantas

de tratamiento de aguas residuales estudiadas (grande, mediana y pequeia).
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Fig. 2. Concentraciones medias, minimas y maximas estimadas mediante analisis de supervivencia

de Cryptosporidium sp., Giardia sp. norovirus y enterovirus en las muestras de agua de las plantas de

tratamiento de aguas residuales (véase la seccion 2.2.3. Analisis estadistico para los detalles del

calculo).
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Fig. 3. AVAD por persona y afio por escenarios de exposicion para Cryptosporidium sp., Giardia sp.

norovirus y enterovirus basados en el consumo accidental de aguas residuales en las plantas de

tratamiento de aguas residuales del estudio. Los boxplots representan los AVAD por persona y afio

por escenario; la zona verde marca el nivel de riesgo aceptable, y la roja representa el nivel de riesgo

inaceptable.

63



PPE EJ Nomask EJ Surgical E5 N95 EJ N100

1 2 3
oI o[ oI
Total - Ly o—1— o[
o e 5 =l
11— ea—{T}— a—T—
Cryptosporidium sp. -_ﬁlj_ﬂj_— -_m_EH e-—1—
oo eol-e o1-e
Giardia sp. - "m_'.‘ga oo e
Norovirus - -1 -—1— I:|:|.—|:|:|—

Enterovirus -

10" 10® 10° 10* 10" 10® 10° 10*
DALY per person per year

Fig. 4. AVAD para Cryptosporidium sp., Giardia sp. norovirus y enterovirus basados en el consumo

accidental de aguas residuales en los escenarios de exposicion del estudio y la simulacion del uso de

equipos de proteccion individual (EPP). Los graficos de caja representan los AVAD por persona y afio

segun el tipo de EPP; la zona verde marca el nivel de riesgo aceptable y la roja representa el nivel de

riesgo inaceptable.
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Fig. 5. Diagrama de tornado para mostrar las entradas de clasificacion del modelo sobre la
probabilidad de infeccion de riesgo combinada para los patdgenos estudiados. Las barras muestran el

coeficiente de rango de Spearman de las correlaciones.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Cuadro 1.S1. Instrumento de medidas de higiene ocupacional.

Medida Si No | No aplica
Dispone de ropa de trabajo 1 0
Uso de ropa de trabajo 1 0
Dispone de EPP 1 0
Uso de EPP 1 0
Se quitan las ropas y EPP al finalizar el trabajo 1 0
Se limpian los EPP 1 0
Se dispone de lugar para almacenar EPP 1 0
Se controla el correcto funcionamiento de EPP 1 0
Limpieza de ropa de trabajo por el empresario 1 0
Se dispone de doble armarios 1 0
Se dispone de aseos 1 0
Se dispone de duchas 1 0
Se dispone de sistema para lavado de manos 1 0
Se dispone de sistema para lavado de o0jos 1 0
Se prohibe comer o beber 1 0
Se prohibe fumar 1 0
Se dispone de tiempo para el aseo antes de abandonar la zona de 1 0
riesgo dentro de la jornada

Suelos y paredes faciles de limpiar 1 0
Los suelos y paredes estan suficientemente limpios 1 0
Hay métodos de limpieza de equipos de trabajo 1 0
Se aplican procedimientos de desinfeccién 1 0
Se aplican procedimientos de desinsectacién 1 0
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Se aplican procedimientos de desratizacion

Hay ventilacién general con renovacidn de aire

Hay mantenimiento del sistema de ventilacion

Existe sefial de peligro biolégico

Hay procedimientos de trabajo que minimicen o eviten la
diseminacion aérea de los agentes biol6gicos en el lugar de trabajo

I G I

o|o|Oo|Oo|Oo

Hay procedimientos de trabajo que minimicen o eviten la
diseminacion de los agentes bioldgicos en el lugar de trabajo a
través de fomites

[E=Y

o

Hay procedimientos de gestion de residuos

Hay procedimientos para el transporte interno de muestras

Hay procedimientos para el transporte externo de muestras

Hay procedimientos escritos internos para la comunicacién de los
incidentes donde se puedan liberar agentes biologicos

el Ll

o|o|o|o

Hay procedimientos escritos internos para la comunicacién de los
accidentes donde se puedan liberar agentes biolégicos

Han recibido los trabajadores la formacion requerida

Han sido informados los trabajadores sobre riesgos biol6gicos en su
lugar de trabajo

Se realiza vigilancia de la salud previa a la exposicion de los
trabajadores a agentes bioldgicos

Se realiza periédicamente vigilancia de la salud

Hay un registro y control de mujeres embarazadas

Se toman medidas especificas para el personal especialmente
sensible

¢ Se dispone de dispositivos de bioseguridad?

1

¢Se utilizan dispositivos adecuados de bioseguridad?

1

o

¢Existen y se utilizan en la empresa procedimientos para el uso
adecuado de los dispositivos de bioseguridad?

1

Cuadro 1.S1. Giardia sp. tasa de recuperacion por sitio de captacion en el DWS.

Fuentes: CDC, 2015; Llorca et al., 2018.

PTAR Media (%0) Error tipico Desviacion estandar
Grande 27,7 2,5 11,0
Mediana 33,3 2,4 9,5
Pequefa 21,4 2,9 12,4

Cuadro 1.S3. Volumenes filtrados de aguas residuales para la deteccion de virus.

Fecha de muestreo PTAR Matriz pH Volumen filtrado (mL)
5/25/2020 Mediana Entrada 3 100
5/25/2020 Mediana Salida 3 100
5/26/2020 Pequefia Entrada 3 100
5/26/2020 Pequefia Salida 3 500
5/27/2020 Grande Entrada 3 150
5/27/2020 Grande Salida 3 150
6/17/2020 Pequefia Entrada 3 150
6/17/2020 Pequefia Salida 3 500
6/17/2020 Grande Entrada 3 150
6/17/2020 Grande Salida 3 150
6/25/2020 Mediana Salida 3 400
6/25/2020 Mediana Entrada 3 100
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7/14/2020 Grande Entrada 3 100
7/14/2020 Grande Salida 3 100
7/17/2020 Mediana Entrada 3 100
7/17/2020 Mediana Salida 3 400
7/28/2020 Pequefia Entrada 3 100
7/28/2020 Pequefia Salida 3 100
8/21/2020 Mediana Entrada 3 100
8/21/2020 Mediana Salida 3 400
8/25/2020 Pequefia Entrada 3 100
8/25/2020 Pequefia Salida 3 400
8/25/2020 Grande Entrada 3 100
8/25/2020 Grande Salida 3 100
9/23/2020 Grande Entrada 3 100
9/23/2020 Grande Salida 3 100
9/23/2020 Pequenia Entrada 3 100
9/23/2020 Pequenia Salida 3 100
9/30/2020 Mediana Entrada 3 100
9/30/2020 Mediana Salida 3 100
10/2/2020 Mediana Entrada 3 100
10/2/2020 Mediana Salida 3 100
10/20/2020 Pequefia Entrada 3 100
10/20/2020 Pequefia Salida 3 100
10/22/2020 Grande Entrada 3 100
10/22/2020 Grande Salida 3 100
11/4/2020 Pequefia Entrada 3 100
11/4/2020 Pequenia Salida 3 100
11/18/2020 Grande Entrada 3 100
11/18/2020 Grande Salida 3 100
11/18/2020 Mediana Entrada 3 100
11/18/2020 Mediana Salida 3 100
12/10/2020 Mediana Entrada 3 100
12/10/2020 Mediana Salida 3 100
12/16/2020 Pequefia Entrada 3 100
12/16/2020 Pequefia Salida 3 100
12/16/2020 Grande Entrada 3 100
12/16/2020 Grande Salida 3 100
1/20/2021 Grande Entrada 3 100
1/20/2021 Grande Salida 3 100
1/21/2021 Mediana Entrada 3 100
1/21/2021 Mediana Salida 3 400
1/28/2021 Pequefia Entrada 3 100
1/28/2021 Pequefia Salida 3 200
2/10/2021 Grande Entrada 3 100
2/10/2021 Grande Salida 3 100
2/10/2021 Pequefia Entrada 3 100
2/10/2021 Pequefia Salida 3 100
2/11/2021 Mediana Entrada 3 100
2/11/2021 Mediana Salida 3 200
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Beta-

0.0
0.2-
04

Scenario 1+

0.0% —

0.2-
04-
0.

3/9/2021 Grande Entrada 3 100
3/9/2021 Grande Salida 3 100
3/11/2021 Mediana Entrada 3 100
3/11/2021 Mediana Salida 3 100
3/12/2021 Pequefia Entrada 3 100
3/12/2021 Pequefia Salida 3 100
4/13/2021 Grande Entrada 3 100
4/13/2021 Grande Salida 3 100
4/14/2021 Mediana Entrada 3 100
4/14/2021 Mediana Salida 3 100
4/21/2021 Pequefia Entrada 3 100
4/21/2021 Pequefia Salida 3 100
5/11/2021 Pequefia Entrada 3 100
5/11/2021 Pequefia Salida 3 100
5/11/2021 Grande Entrada 3 100
5/11/2021 Grande Salida 3 100
5/20/2021 Mediana Entrada 3 100
5/20/2021 Mediana Salida 3 100
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
Scenario 2- _ Scenario 2+ _
r Cryptosporidium - _ r Giardia - -
Scenario 1= I Scenario 1= I
Norovirus Enterovirus
e ¢ enterovirus - -

Fig S1. Grafico de tornado para mostrar las entradas de clasificacion del modelo sobre la
probabilidad de infeccion de riesgo para cada patdgeno estudiado. Las barras muestran el

coeficiente de rango de Spearman de las correlaciones.



ARTICULO 2. Optimizacién de la evaluacién simplificada de riesgo biolégico ocupacional
con R: un analisis de tres plantas de tratamiento de aguas residuales en Costa Rica

RESUMEN

RESUMEN. Introduccion: Existen trabajos laborales con alto nivel de riesgo biologicos, entre ellos,
la operacidén y mantenimiento de plantas de tratamiento de aguas residuales. Este estudio analiza la
exposicion microbioldgica en plantas de tratamiento de aguas residuales mediante una Evaluacion
Simplificada de Riesgo Bioldgico (ESRB) automatizada con el lenguaje de programaciéon R.
Métodos: Se llevaron a cabo inspecciones en tres plantas de distinto tamafio, y se recolectaron datos
de indicadores fecales y polvo inhalable en zonas de trabajo y operacion. Con estos datos, se
desarroll6 una herramienta automatizada en R para analizar, visualizar y reportar los resultados de la
ESRB.

Resultados: Se detectaron indicadores fecales en todas las zonas y concentraciones de polvo
inhalable por encima del limite recomendado en las zonas de trabajo. Las plantas medianas y
pequefias presentaron un riesgo bioldgico intolerable, necesitando medidas correctivas inmediatas.
Por otro lado, la planta grande exhibié un nivel de riesgo intermedio, recomenddndose medidas
preventivas a corto plazo.

Conclusion: Los resultados destacan la importancia de implementar medidas correctivas y
preventivas en las plantas de tratamiento de aguas residuales. La herramienta automatizada en R
permitié una evaluacion de riesgo eficiente y precisa, facilitando la identificacion de riesgos

ocupacionales y la mejora de las medidas de seguridad.

PALABRAS CLAVE

Riesgo biologico; evaluacion de riesgo bioldgico; salud ocupacional; plantas de tratamiento de aguas

residuales; lenguaje de programacion R.
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INTRODUCCION

Los agentes biologicos, como microorganismos patdogenos, material biogénico y residuos
anatomopatoldgicos, son comunes en estos ambientes laborales (1,2). La pandemia de Covid-19 ha
aumentado la atencidon en la evaluacion y control de riesgos bioldgicos en el trabajo (3,4). Sin
embargo, los desafios en su evaluacion y difusion de informacion en la salud ocupacional siguen
presentes debido a la naturaleza estocéstica de los procesos de salud-enfermedad y la distribucion de
los agentes biologicos en el ambiente (5,6).

Existen multiples ocupaciones que presentan exposicion a agentes bioldgicos tales como:
atencion en salud, procesamiento de alimentos de origen animal, crianza de animales, recoleccion de
residuos solidos y tratamiento de aguas residuales (7—-14). Entre estas, la operacion y mantenimiento
de sistemas de tratamiento de aguas residuales es particularmente riesgosa debido a la produccion y
dispersion de aerosoles con altas cargas de microorganismos patégenos en el proceso de tratamiento
(15). Las personas trabajadoras en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) pueden
exponerse a aerosoles o superficies potencialmente contaminadas (16,17).

En las PTARs, labores que implican contacto directo con las aguas residuales como
mantenimiento, reparacion de maquinaria y/o limpieza aumentan la exposicion a patdégenos mas alla
de la inhalacion e ingestion accidental de aerosoles (6,15). Ademads, variables en el espacio laboral
como la infraestructura, conductas laborales, politicas administrativas y uso de equipos de proteccion
personal (EPP) pueden modificar la exposicion a agentes biologicos (5,18,19). Algunas soluciones
efectivas para disminuir la exposicion son el aislamiento de las fuentes de contaminacion, soluciones
tecnologicas y uso de EPP, pero su implementacion en las PTARs no siempre es adecuada (20,21).
Por su parte, los procesos llevados a cabo en las PTAR del estudio consisten en tratamiento primario
(separacion fisica de so6lidos del caudal de aguas residuales) y secundario (degradacion bioldgica por
medio de lodos activados).

La evaluacion del riesgo bioldgico en espacios laborales es importante para reconocer

potenciales puntos de control y prevencién (22). La metodologia de evaluacion simplificada es una
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opcion rapida y sencilla para estimar la exposicion a agentes biologicos y valorar la gravedad de los
dafios (23). Incluye factores como via de transmision, vacunacion, periodo de exposicion y medidas
higiénicas (24). Por ello, es adecuada en situaciones donde se requiere una evaluacion exploratoria
répida (5). En particular, los procesos de tratamiento de aguas residuales requieren un alto grado de
trabajo manual, lo que puede propiciar la ingestion accidental de aguas residuales (1).

Por otro lado, la automatizacioén de las evaluaciones e informes en salud ocupacional puede
resultar muy beneficioso, puesto que. optimiza el tiempo de andlisis al procesar y visualizar
rapidamente los datos recogidos, aumentando la eficiencia y reduciendo la posibilidad de errores
humanos (25). Ademas, una herramienta de evaluacion automatizada permite una monitorizacién mas
efectiva y consistente de los factores de riesgo ocupacionales en el ambiente laboral (26). Esto
conlleva a una respuesta mas rapida a cualquier cambio en el nivel de riesgo, permitiendo la
implementacion inmediata de medidas correctivas o preventivas necesarias, facilita la comparacion
de resultados y proteccion de las personas trabajadoras (27).

En consideracion de ello, se aplico una evaluacion simplificada de riesgo biologico (ESRB)
en tres PTAR con diferentes tamafios de cobertura con gran variabilidad en sus procesos para probar
la metodologia en el contexto costarricense, donde no existen evaluaciones previas de riesgos
bioldgicos ocupacionales para las personas que laboran en estas. En este proceso se construy6 una
herramienta en el lenguaje de programacion R, con el fin de facilitar la aplicacion del ESRB y
estandarizar la generacion de informes de esta metodologia.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el nivel de riesgo bioldgico para los trabajadores
de tres plantas de tratamiento con diferente tamano de cobertura durante el ano 2021. Ademas, crear
una herramienta en el lenguaje de programacion R para facilitar la aplicacion de la ESRB junto con

la visualizacion y reporte de los resultados obtenidos.
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METODOLOGIA
2.1. Sitio de estudio

Este estudio se realizo en tres plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) ubicadas en
las regiones Central y Pacifico Central de Costa Rica, las cuales presentan diferentes tamanos de
cobertura: grande (153 000 hab.), media (11 172 hab.), y pequefia (725 hab.). Todas las plantas de
tratamiento aplican tratamiento primario y secundario convencional, incompleto en el caso de la
PTAR grande. El tratamiento primario implica la separacion fisica de solidos del caudal de aguas
residuales, mientras que el tratamiento secundario consiste en degradacion biologica por medio de

lodos activados (28).

2.2. Recoleccion de datos

2.2.1. Caracterizacion de la exposicion laboral
Se realizé una ESRB en cada una de las tres PTAR utilizando la metodologia propuesta por

Llorca et al., (2018), que consiste en la ponderacion del riesgo segun las cualidades de la exposicion:
1) Tipo de agente (en este estudio infecciones causadas por virus y parasitos entéricos), 2)
Clasificacion del dafio potencial (D), 3) Via de transmision (T), 4) Tasa de incidencia de enfermedad
gastrointestinal aguda donde se ubican las PTARs (I), 5) Vacunacion de las personas trabajadoras
contra el tipo de agente (en el caso de los agentes evaluados no hay vacunacion, lo cual implica el
mayor puntaje en este rubro) (V), 6) Frecuencia de realizacion de tareas de riesgo (F), y 7) Medidas
higiénicas implementadas (H) (ver instrumento completo en el Apéndice 1). El nivel de riesgo
biologico semicuantitativo (R) se clasifico mediante la aplicacion de la siguiente formula:

R=D*V)+T+I+F+H [1]

Para las medidas higiénicas, a diferencia de las demds variables, se aplicd una lista de
chequeo, donde se asignd un valor en funcién del porcentaje de respuestas positivas (RP)
(cumplimiento) y respuestas negativas (RN) (no cumplimiento) en el proceso de trabajo. El porcentaje
de cumplimiento (PRP) descarta los rubros que no aplicaron. Su célculo se realizé de la siguiente

manecra:
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PRP = 100

(RP + RN)

Segun el PRP de la lista de chequeo se asigna una puntuacion a H, siendo: < 50 % =0, 50 -
79% =-1,80-95% =-2y > 95 % =-3. Una vez obtenidas H, se procede a la estimacion de R por
infecciones causadas por virus y parasitos entéricos, la cual, se categoriza de la siguiente manera
segun su puntaje obtenido: Aceptable (<12), Requiere aplicacion de medidas preventivas (12-17), y

Riesgo intolerable - acciones correctivas inmediatas (>17).

2.2.2. Medicion de indicadores fecales y polvo inhalable
Se realiz6 un muestreo de indicadores fecales aire mediante la succion de aire exterior hacia

un borboteador con 10 ml de solucion amortiguadora (agua peptonada estéril con un pH 7,2). El aire
succionado fluyé a través de la solucion, promoviendo la retencién de las particulas en el liquido
(29,30). Para la succion se utilizé una bomba de succion marca SKC AirChek Touch modelo 220-
5000TC con un flujo de 3 I/min. Simultaneamente, se realizé un muestreo de indicadores fecales en
superficies, donde se colocé una plantilla de metal con un area interna de 25 cm2. Seguidamente, se
sumergio un hisopo estéril en los 10 ml de soluciéon amortiguadora y se utiliz6 para limpiar el area
interna de la plantilla, tras la limpieza de la superficie se agit6 el hisopo en el tubo con la solucion
amortiguadora, este procedimiento se repitio tres veces (31,32). Para aire y superficies se colectaron
simultdneamente dos muestras por PTAR, una en la zona de trabajo y otra en la zona de operacion.
Las muestras fueron colectadas durante 30 min en la jornada laboral diurna, entre las 6:00 a.m. y
12:00 p.m. Las muestras se almacenaron a 4 °C y se transportaron al laboratorio para su analisis en
un periodo maximo de 24 h. Para el analisis de las muestras se utilizé la técnica de plaqueo por
esparcido, donde se determino la presencia o ausencia de coliformes fecales (CF) y Escherichia coli
(32).

El muestreo de polvo inhalable se realizo en los mismos puntos utilizados para los
indicadores fecales en aire. Para su medicion se utilizdé el método general de muestreo y analisis

gravimétrico de aerosoles respirables, toracicos e inhalables de la Agencia Ejecutiva para la Salud y
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Seguridad del Reino Unido (33). El muestreo y andlisis se realizé segun lo descrito por el Instituto de
Medicina Ocupacional del Reino Unido con filtros de cloruro de polivinilo con 25 mm de diametro
y un tamano de poro de 5 um marca Whatman®, instalados en una bomba de muestreo personal con
un flujo de 3 I/min de manera uniforme durante las 6 h de jornada laboral diurna, entre las 6:00 a.m.
y 12:00 p.m. Las cabezas de muestreo con los filtros instalados fueron pesadas antes y después del
muestreo, la masa de polvo inhalable fue definida por la diferencia entre estas mediciones con el

método descrito por la HSE (33).

2.3. Programacion de herramienta y analisis de datos
La ESRB, el analisis de datos y la visualizacion de datos fue llevada a cabo mediante la

programacion de un archivo formato Markdown con el lenguaje de programacion R (https://cran.r-
project.org/) (Figura 1). De esta manera, fue posible la generacion de informes automatizados y
reproducibles. La entrada para las funciones fueron los datos recolectados en campo con el
instrumento de la ESRB (5). La herramienta de manera automatizada realiza el filtrado y compresion
de datos que devuelve calculo del puntaje del nivel de riesgo bioloégico semicuantitativo, la
categorizacion de riesgo y graficos de mosaico de las medidas higiénicas por tipo de control:
administrativo, infraestructura y EPP. La herramienta, una base de datos aleatoria para prueba vy el
README del cuaderno se encuentran disponibles de manera abierta en:

https://github.com/ericmoralesmora/git_biorisk. La intencidén de compartir libremente el cddigo de la

herramienta es para su aplicaciéon en otros escenarios de riesgo bioldgico y la automatizacion de

reportes tras el proceso de inspeccion.

RESULTADOS

En las PTAR evaluadas, todas presentaron niveles de riesgo inaceptables, donde la grande
present0 el menor riesgo en comparacion con la media y pequefia (Tabla 1). Este riesgo se debe,
principalmente a factores como la transmision aérea y por superficies, generacion de aerosoles, alta
frecuencia de actividades en areas de generacion de aerosoles y la falta de vacunas para virus y para-

sitos entéricos. En cuanto a la generacion de aerosoles, se detectaron indicadores fecales (CF y E.
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coli) en las zonas de trabajo y operacion en las PTAR en aire y superficies, con excepcion de E. coli
que no se encontrd en el aire (Tabla 1). Adicionalmente, las zonas de trabajo de las tres PTAR pre-
sentaron concentraciones de polvo inhalable por encima de los limites laborales recomendados, par-
ticularmente notable en la PTAR grande, mientras que las areas de operacion se mantuvieron dentro
de los limites aceptables de 4 mg/m?® (valor umbral promedio ponderado en el tiempo - TLV-TWA -

, por sus siglas en inglés).

Evaluacion medidas higiénicas administrativas: Se observo el mayor cumplimiento en la
PTAR grande (91,7%). Sin embargo, se encontraron incumplimientos en la limpieza de ropa de
trabajo tras la jornada y proteccion de personal sensible (Figura 2). En las PTARs de escala media y
pequeiia se detectaron incumplimientos en transporte de muestras, medidas preventivas (consumo de
cigarrillo, alimentos o bebidas), procedimientos de higiene, informaciéon y comunicacion de riesgos
relacionados a agentes bioldgicos. El cumplimiento general fue de 58,3% en la planta media y 54,2%
en la pequeia.

Evaluacion medidas higiénicas infraestructura: Se presentaron diferentes niveles de
cumplimiento entre las tres PTARs. La planta grande tuvo el mayor cumplimiento (88,9%), seguida
de la media (55,6%) y la pequeiia (44,4%). Todas incumplieron aspectos como el uso de equipos de
bioseguridad, limpieza de areas de trabajo y monitoreo de contaminacion bioldgica (Figura 3). La
planta media carece de duchas de seguridad, mientras que la pequefia no tiene dispositivos de
seguridad para emergencias ni infraestructura para limpieza y desinfeccion. Solo la planta grande
cuenta con sistemas de ventilacion, puesto que las otras dos se encuentran al aire libre.

Evaluacion medidas higiénicas equipo de proteccion personal: El mayor cumplimiento se
observo en las PTAR grande y media (80%), y el menor en la PTAR pequefia (50%) (Figura 4). La
PTAR grande mostr6 un incumplimiento general en la limpieza y monitoreo de EPP por parte del
empleador. En las PTARs mediana y pequefia, no se evidencio el uso de EPP durante actividades de
alto riesgo que involucran exposicion a aguas residuales. Adicionalmente, en la PTAR pequefia no se

observo monitoreo de EPP y ni cambio de ropa de los trabajadores al finalizar la jornada.
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En general, las medidas administrativas, de infraestructura y EPP se cumplieron parcialmente en las
tres PTARs, con el mayor cumplimiento en la PTAR grande y el menor en la PTAR pequefia. Los
principales ambitos para mejorar se encontraron en los controles administrativos e infraestructurales,

que son prioridades antes de implementar el uso de EPP.
DISCUSION

Los resultados de la ESRB mostraron que la clasificacion del riesgo bioldgico en las tres
PTAR estudiadas es inaceptable, por lo tanto, se requieren medidas correctivas y preventivas para
reducirlo. La documentacion de las medidas higiénicas en cada PTAR se mostré que los controles
administrativos e infraestructurales tienen el menor grado de cumplimiento en las plantas pequefas y
medianas (Tabla 1y Figuras. 2, 3y 4). Esto no se alinea con la jerarquia ideal de medidas de control,
desde la més deseable a la menos deseable: eliminacion, sustitucion, soluciones tecnoldgicas,
soluciones administrativas y uso de equipo de proteccién personal (21). En este caso, la eliminacion
o sustitucion de la fuente del agente no es posible, ya que el objetivo final del proceso laboral es la
purificacion de las aguas residuales, que es el principal insumo de trabajo. Por lo tanto, las soluciones
tecnoldgicas en la infraestructura o directamente la aplicacién de medidas administrativas son las dos
méas recomendadas y con mayor oportunidad de mejora. Los factores administrativos, como los
procedimientos de prevencion y limpieza del ambiente de trabajo y la modificacion de conductas,
tienen un gran potencial de mejora (Figura 2).

En cuanto a las medidas higiénicas de infraestructura en las PTARS, se observaron deficiencias
en el uso de dispositivos de bioseguridad, limpieza y sistemas de respuesta a accidentes,
principalmente en las plantas medianas y pequefias (Figura 3). A pesar de esto, la presencia de
indicadores fecales en el aire y las superficies en las zonas de trabajo y operaciones requieren medidas
alternativas para la contencion y aislamiento de las fuentes de contaminacién microbiolégica (Figura
3). Las medidas comunes para la contencion de bioaerosoles incluyen la luz ultravioleta para la
desinfeccion, inactivacion térmica, radiacion de microondas, ventilacion forzada, filtracion de aire o

aislamiento de la fuente (aguas residuales) (20).
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A pesar de la implementacion de medidas de control administrativo e infraestructura, la
naturaleza del peligro bioldgico requiere el uso EPP, ya que la posibilidad de contacto directo con
aguas residuales es alta, especialmente en tareas de riesgo como el mantenimiento y operacion (19).
En este sentido, se detectd el uso discontinuo 0 no uso de EPP en las plantas de tratamiento, junto con
un mantenimiento y monitoreo de su funcionamiento deficiente (Figura 4).

La aplicacion de estrategias de evaluacion del riesgo bioldgico en ambientes laborales permite
reconocer potenciales fuentes para la mejora y aplicacion de la técnica en otros contextos con alto
riesgo biologico con el fin de evitar y prevenir la exposicion (34). Sumado a ello, la automatizacion
en la evaluacion del riesgo biolégico ocupacional por medio de visualizaciones y reportes automaticos
incrementa su eficiencia dado que le enriquece en términos de analisis y deteccion temprana de
cambios en los niveles de riesgo (25). Esta mejora es crucial para la comparacion de datos efectiva a
lo largo del tiempo y entre instalaciones. Al contar con una plataforma comun de reportes y analisis
estas comparaciones se facilitan sustancialmente y disminuyen la subjetividad de la interpretacion de
resultados (26,27).

Cabe mencionar que la aplicacion de la ESRB puede presentar limitaciones para la proyeccion
del impacto de medidas preventivas y correctivas (24). Sin embargo, es una técnica Gtil para realizar
una evaluacion exploratoria rapida del riesgo biolégico que permita la valoracion de analisis y
mediciones de mayor complejidad. Adicionalmente, identifica la presencia de medidas higiénicas con
potencial de mejorar, lo cual, sefiala de manera sencilla acciones correctivas a realizar. Finalmente, la
aplicacién de técnicas para la evaluacion de peligros y riesgos bioldgicos resulta relevante, puesto
que previo a la pandemia por Sars-CoV-19, la evaluacion de riesgo biolégico en espacios
ocupacionales tenia un alcance limitado e incluido en las evaluaciones tradicionales de peligros
debidos a sustancias quimicas toxicas y especiales. La ESRB tiene limitaciones pero ofrece una util
evaluacion rapida del riesgo biolégico y la identificacion de mejoras higiénicas (24). Ademas, sefiala
de manera sencilla acciones correctivas a realizar y actualmente su relevancia ha crecido debido a la

pandemia por Sars-CoV-19.
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LIMITACIONES

Aunque la ESRB proporciona una rapida evaluacion del riesgo biolégico en ambientes labo-
rales, puede tener limitaciones para proyectar el impacto a largo plazo de las medidas preventivas y
correctivas. Adicionalmente, la investigacion se centro en plantas de tratamiento de aguas residuales
especificas, clasificadas por su escala, lo que puede limitar la generalizacion de los resultados. Final-
mente, la eficiencia de la automatizacion de la evaluacion de riesgos mediante R depende del nivel
de habilidad y experiencia del usuario con este lenguaje de programacion, aun cuando el archivo
Markdown provee el cddigo listo para ejecutar su modificacion para adaptarlo a cada contexto re-

quiere al menos de un conocimiento basico en el lenguaje de programacion.

CONCLUSIONES

Este estudio revel6 un riesgo bioldgico inaceptable en las plantas de tratamiento de aguas
residuales evaluadas, que amerita urgentes de medidas correctivas. Por otro lado, la automatizacion
de la evaluacion mediante el lenguaje de programacién R mostro ser eficaz para la deteccion temprana
de riesgos, la identificacion de mejoras, reproducibilidad coherente de la evaluacion y disminucion

de periodo de evaluacion, resaltando su relevancia en la gestion de riesgos biolégicos ocupacionales.
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CUADROS

Tabla 1. Descripcion del riesgo e indicadores de contaminacion fecal y quimica en el ambiente de
trabajo de las plantas de tratamiento de aguas residuales.

Variable

| PTAR |

Valor

‘ Interpretacion

Evaluacion simplificada de riesgo biologico

] ) L Grande 17 Requiere medidas preventivas a corto plazo
Nivel de riesgo biologico ; . . . )
. b Media 18 Requiere acciones correctivas inmediatas
semicuantitativo — - - 5 B 5
Pequeria 18 Requiere acciones correctivas inmediatas
Indicadores fecales en aire
. Grande Positivo Presencia de coliformes fecales en el aire
Coliformes fecales en la ; o . . .
. Media Positivo Presencia de coliformes fecales en el aire
zona de trabajo — - - - -
Pequeria Negativo Ausencia de coliformes fecales en aire
] Grande Positivo Presencia de coliformes fecales en el aire
Coliformes fecales en la ; - 5 . -
. Media Negativo Ausencia de coliformes fecales en aire
zona de operaciones — — : - :
Pequeria Positivo Presencia de coliformes fecales en el aire
o ) Grande Negativo | Ausencia de E. coli en aire
Escherichia coli en la zona Media Neealivo A o de E. coli .
- usencia de E. coli en aire
de trabajo — & - - - -
Pequeria Negativo | Ausencia de E. coli en aire
) Grande Negativo | Ausencia de E. coli en aire
E. coli en la zona de X . . ; .
. Media Negativo Ausencia de E. coli en aire
operaciones — - - - :
Pequena Negativo | Ausencia de E. coli en aire

Indicadores fecales en superficies

) Grande Positivo Presencia de coliformes fecales en las superficies
Coliformes fecales en la ; . 3 . .
. Media Negativo | Ausencia de coliformes fecales en superficies
zona de trabajo — — - - -
Pequeria Positivo Presencia de coliformes fecales en las superficies
, Grande Positivo Presencia de coliformes fecales en las superficies
Coliformes fecales en la 5 . . : .
. Media Negativo | Ausencia de coliformes fecales en superficies
zona de operaciones — — : : -
Pequeria Positivo Presencia de coliformes fecales en las superficies
) Grande Positivo Presencia de E. coli las superficies
E. coli enla zona de 5 . . . .
trabajo Media Negativo | Ausencia de E. coli en superficies
Pequeria Positivo Presencia de E. coli las superficies
) Grande Negativo | Ausencia de E. coli en superficies
E. coli en la zona de Medi Neeafi : - 5
operaciones e la~ egativo Ausenc%a de E. coli en superﬁc%es
Pequeria Negativo | Ausencia de E. coli en superficies
Polvo inhalable en aire
Polvo inhalabl | Grande 16.83 mg/m’ | Supera el TLV-TWA
d::) t\r/ Zblzgoa able CL A 200 | Media 8.89 mg/m’ | Supera el TLV-TWA
Pequeria 7.18 mg/m® | Supera el TLV-TWA
Polvo inhalable en 1 Grande -0.02 mg/m* | No supera el TLV-TWA
do VO tharabe € 78 2014 1 \edia 2.43 mg/m* | No supera el TLV-TWA
e operaciones - 3
Pequeiia -0.08 mg/m° | No supera el TLV-TWA

No borrar esta linea en blanco
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Figura 1. Diagrama de flujo para la aplicacion de la evaluacion simplificada de riesgo bioldgico
automatizado con el lenguaje de programacion R y con la herramienta de Markdown. Azul (flujo de

la herramienta analitica), amarillo (inspeccion de campo), gris (generalidades de la herramienta

analitica).

Cumplimiento . Si . No . No aplica

Vigilancia de la salud -
Vigilancia de la exposicion -

Uso ropa trabajo -

Transporte interno muestras -
Transporte externo muestras -
Tiempo de aseo -

Sefales riesgo bioldgico -
Registro embarazadas -
Prohibicién fumar -

Prohibicién comer o beber -
Procedimiento dispositivos bioseguridad -
Procedimiento desratizacion -
Procedimiento desinsectacion -
Procedimiento desinfeccion -
Prevencion diseminacion fomites -
Prevencion diseminacion aerea -
Métodos limpieza -

Medidas personal sensible -
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Informacion AB -
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Figura 2. Cumplimiento de medidas higiénicas administrativas en las tres plantas de tratamiento de

aguas residuales en estudio, seglin la aplicacion de evaluacion simplificada de riesgo biologico.

Uso dispositivos bioseguridad -
Renovacion de aire -
Mantenimiento sistema ventilacion -
Limpieza -

Lava ojos -

Lava manos -

Facilidad de limpieza -

Duchas -

Dispositivos de bioseguridad -
Aseos -

Armarios dobles -

cumplimiento [l si [0 wo [l No aplica

Gralnde Meldia Peqnl.leﬁa
Tamafo de PTAR

Figura 3. Cumplimiento de medidas higiénicas en la infraestructura en las tres plantas de tratamiento

de aguas residuales en estudio, segtn la aplicacion de evaluacion simplificada de riesgo biologico.
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cumplimiento [l i [ no [l No apiica

Uso EPP -

Se limpian -

Monitoreo EPP -

Disposicién EPP -

Cambio ropa EPP finalizar trabajo -

Almacenamiento EPP -

Gralnde Meldia Peqﬁeﬁa
Tamaiio de PTAR

Figura 4. Cumplimiento de medidas higiénicas en el equipo de proteccion personal en las tres plantas
de tratamiento de aguas residuales en estudio, segun la aplicacion de evaluacion simplificada de

riesgo bioldgico.
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ANEXOS

Anexo 1. Instrumento para la caracterizacion, identificacion de peligros, exposicion y medidas de control**.

Planta de tratamiento: Fecha de inspeccion: Hora inicio:
Persona responsable de la inspeccién: Hora fin;
Numero de trabajadores en la planta:
Numero de trabajadores en contacto
con aguas residuales:
Evento Ruta de | Contro- | Controles Riesgo semi- | Clasifica-
Peli- Puesto de | Ocurren- | Severi- Observacio-
Etapa del proceso* peli- exposi- | les utili- | suficien- cuantita- cién de
gro trabajo cia dad nes
groso cién zados | tes tivo*** riesgo***
0

*Ejemplo de aplicacion

**Basado en Sanitation safety planning manual for safe use and disposal of wastewater, greywater and excreta (OMS, 2016a).

***Clasificacion segun el Anexo 2.
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Anexo 2. Escalas de cuantificacion instrumento para la caracterizacion, identificacion de peligros, exposicion y medidas de control (ver Anexo 1).

Descriptor Descripcion

Ocurrencia
1 Muy improbable No ha ocurrido en el pasado y es altamente improbable que suceda
2 Improbable No ha ocurrido en el pasado, pero en circunstancias excepcionales podria ocurrir
3 | Posible Puede haber ocurrido en el pasado y bajo circunstancias regulares puede ocurrir
4 | Probable Se ha observado en el pasado y es probable que ocurra

_ A menudo se ha observado en el pasado y es casi certero que ocurrira

Severidad
1 Insignificante El peligro o evento peligroso resultante no causa o causara un efecto en salud despreciable comparado con estados basales de salud
2 Menor El peligro o evento peligroso resultante puede causar efectos menores en salud (e.g. irritacién, nauseas, jaqueca)
El peligro o evento peligroso resultante puede causar efectos en salud autolimitados o enfermedades menores (e.g. diarrea, vomito, infec-
4 | Moderado
ciones respiratorias menores)
El peligro o evento peligroso resultante potencialmente puede causar enfermedad o perjuicios (e.g. malaria, diarrea crdnica, desordenes
8 Mayor
neuroldgicos, fracturas), y/o implicaciones legales o reglamentarias

El peligro o evento peligroso resultante puede resultar en enfermedad o prejuicios serios, e incluso la muerte (e.g. envenenamiento severo,

quemaduras severas); y/o investigaciones legales por entes reguladores

** Basado en Sanitation safety planning manual for safe use and disposal of wastewater, greywater and excreta (OMS, 2016a).
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Anexo 3. Entrevista estructura a las personas encargadas en salud ocupacional de las plantas de
tratamiento de Los Tajos, André Chalé y El Roble.

Nombre: Fecha:
Planta de tratamiento a cargo: Hora:
1. (Como describiria la salud ocupacional en la planta de tratamiento?

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Existe un programa vigente de salud ocupacional?

.Se realizan capacitaciones en salud ocupacional y prevencion de enfermedades
infecciosas al personal de la planta?

,Cuales son las tematicas de las capacitaciones y con qué frecuencia se realizan?
(Ejecutar solo si la pregunta 2 fue afirmativa)

., Cual es la antigiiedad y edad de las personas trabajadoras?

Existe un plan de vacunacion para las personas trabajadoras de la planta?

.Cuantas personas estan vacunadas y con qué vacunas?

Por puesto de trabajo ;Cual es el equipo de proteccion personal recomendado para las
personas trabajadores?

,Podria mostrarme las marcas y modelos de los equipos de proteccion personal?
Existe monitoreo del uso adecuado de los equipos de proteccion personal?

.Se implementan medidas alternativas al uso de equipos de proteccion personal para
evitar la exposicion a agentes biologicos?

,Hay personal subcontratado o externo al instituto que ingresa a la planta?

.Con qué frecuencia y qué actividades realizan? (Si la respuesta 10 fue afirmativa)
Estas personas externas reciben capacitacion antes de realizar sus actividades? (Si la
respuesta 10 fue afirmativa)

.Se monitorea y verifica el uso de equipos de proteccion personal para externos al

instituto? (Si la respuesta 10 fue afirmativa)
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Anexo 4. Cuadro para la descripcion del proceso de trabajo y condiciones laborales.

Proceso
Lugar de

Descripcion de la
trabajo

operacion

Descripcion del

ipuesto de trabajo
Fuerza de

\Analisis de tareas
trabajo

Numero de

trabajadores

Agente Efectos sobre la salud

Limites de

exposicion,
Controles

condiciones
existentes

ambientales y de

seguridad

Evaluaciones pasadas y

resultados

Historial de exposicion

Datos de exposiciones

ambientales

Datos de monitoreo

biolégico




Anexo S. Fotografias de agentes biologicos identificados en los muestreos de las plantas de
tratamiento de aguas residuales

Anexo 5.1. Control de fluorescencia de Cryptosporidium sp. y Giardia sp.

Objetivo de observacion 40X.

Anexo 5.2. Control interno de calidad con Giardia tefiida con carbolfucsina. Objetivo de observacion
40X.
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Anexo 5.3. Giardia sp. muestra planta de tratamiento Los Tajos. Objetivo de observacion 20X.

Anexo 5.4. Cryptosporidium sp. y Giardia sp. muestra planta de tratamiento André Chalé. Objetivo

de observacion 40X.

92



Anexo 5.5. Cryptosporidium sp. muestra planta de tratamiento Los Tajos, Objetivo de observacion

40X.
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Anexo 6. Requisitos e instrucciones de la revista cientifica donde se sometio el articulo 1 (en
proceso de revision)

ex
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places: 1. A summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the
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manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations
of interest: none'. This summary statement will be ultimately published if the article is accepted.
2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the
journal's official records. It is important for potential interests to be declared in both places and that
the information matches. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one individual is superior
to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic, and should use inclusive
language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using 'he
or she', 'his/her' instead of 'he' or 'his', and by making use of job titles that are free of stereotyping
(e.qg. 'chairperson' instead of '‘chairman' and 'flight attendant' instead of 'stewardess').

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data curation;
Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources;
Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review &
editing. Authorship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open access and Subscription.

For subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see https://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will
be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations

AUTHOR INFORMATION PACK 28 Jan 2020 www.elsevier.com/locate/mran 4

97



(please consult https://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
https://www.elsevier.com/permissions.

For open access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License
Agreement' (for more information see https://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted
reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
https://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on
author rights for:

Subscription articles please see
https://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.

Open access articles please see https://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Please visit our Open Access page from the Journal Homepage for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/mran/

PREPARATION

It is recommended that manuscripts contain at least a title page, short title, abstract, highlights,
keywords, introduction, material and methods, results and discussion.
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This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. Please use continuous line and page numbers for the manuscript. When preparing
tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for
each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing
with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls
(http://www.ctan.org/tex-archive/macros/latex/contrib/elsarticle) to prepare your manuscript and
BibTeX (http://www.bibtex.org) to generate your bibliography.

For detailed submission instructions, templates and other information on LaTeX, see
https://www.elsevier.com/latex.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

¢ Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Short Title or Running Head

The title page should include a running title of approximately 80 characters, excluding spaces. The
running title is a shortened version of the title of the manuscript.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights
are mandatory and should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters,
including spaces, per bullet point). See https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights
for examples.

Abstract
A concise and factual abstract is required. The abstract should contain 400 words or less and state

briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
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should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention
in the abstract itself

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of six (6) keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes. Examples of keywords are: Beta Poisson model, DALY, recycled
water, consumer practices, most probable number, HACCP.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Glossary
Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the discoverability of
your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please
have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.
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Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyyl;
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Embedded math equations
If you are submitting an article prepared with Microsoft Word containing embedded math equations
then please read this (related support information).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

e Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
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Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics shall be placed separately at the end. If you are working with LaTeX and have such
features embedded in the text, these can be left. See further under Electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables shall be placed on separate page(s) at
the end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Use of DOI is highly encouraged. The reference style
used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that
missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

If you do wish to format the references yourself, the references should be arranged according to the
following example:

Text: Indicate references by number(s) or by authors in line with the text, but the reference number(s)

must always be given. Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a
different result ...."'
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List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples: Reference to a journal publication: [1] Baranyi, J., 2002. Stochastic modeling of bacterial
lag phase. Int. J. Food Microbiol. 73, 203-206.

Reference to a book: [2] Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed., Longman,
New York.

Reference to a chapter in an edited book: [3] Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an
electronic version of your article. In: B.S. Jones, R.Z. Smith (eds.), Introduction to the Electronic Age,
E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Reference to Internet document: [4] EPA. Microbial Risk Assessment Guideline-Pathogenic
Microorganisms with Focus on Food and Water [Internet]. EPA 2012. Available:
http://www.epa.gov/raf/files/mra-guideline-final.pdf.

Reference to report: [5] Vander Giessen, J., Van de Giessen, A., Braks, M., 2010. Emerging zoonoses:
Early warning and surveillancein the Netherlands. Report No.: 3302144002. National Institute for
Public Health and the Environment, Bilthoven, The Netherlands.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article.
An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M.,
James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/20011B000884.
Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.
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Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first
alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a', 'b’, 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.
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Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
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ABSTRACT
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Wastewater treatment is essential for preventing infectious diseases and water pollution. To perform this process,
workers operate and maintain wastewater treatment plants (WWTPs); thus, they are exposed to the many
pathogens in domestic wastewater. Consequently, it is necessary assess occupational exposure to pathogens in
WWTPs. Quantitative microbial risk assessment (QMRA) is an approach for estimating the risk posed by a
specific pathogen which can be useful for occupational hygiene assessments of biological risk. In this study, we
applied QMRA, informed by occupational field surveillance, to estimate the potential risk for WWTP workers.
Furthermore, we used simulations to test additional control strategies such as personal protective equipment
(PPE). The QMRA was conducted for three WWTPs in Costa Rica with data collected between May 2020 and May
2021. Observation in each workplace showed a need for more consistent application of risk reduction strategies
in the work environment, especially in behavior, infrastructure, and use of appropriate PPE. Cryptosporidium sp.,
Giardia sp., norovirus, and enterovirus genus were measured and detected in the WWTPs, and the treatment
performance was unsatisfactory. As a result, the total health disease burden was higher than the benchmark for
drinking water recommended by WHO (1.00 x 107® DALY per person per year) by between one and three
magnitudes orders in all WWTPs for the three exposure scenarios (operation, maintenance, and visitors). The
simulation demonstrated that using PPE could reduce the estimated disease burden by nearly two orders of
magnitude. Still, this control measure did not reach a level below the benchmark risk (less than 1.00 x 107°
DALY per person per year) for the WWTP workers. This study highlights the importance of using PPE with other
control measures, such as automation or barriers, to isolate exposure sources. However, this study employed an
uncommon approach in occupational health and hygiene, which combined field inspections, survival analysis,
and QMRA, using field surveillance to understand the occupational environment and potential exposure routes,
which is crucial for hazard identification and risk assessment. In addition, exposure modeling and QMRA were
used to simulate different control scenarios, providing a robust estimate of potential risks associated with
occupational exposure.

1. Introduction

microbial pollution before the environmental wastewater effluent dis-
charges (Gerba and Pepper, 2019). However, the workers involved in

Domestic wastewater treatment contributes to building habitable operating and maintaining wastewater treatment plants (WWTP) are at
spaces and protects the population from infectious illnesses by reducing risk of contact with biological agents (Corrao et al., 2012; Hung et al.,
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2.2. Hazard identification and exposure assessment

Inspections (direct observation, workers’ reports, and manager in-
terviews) were conducted to describe the occupational hazards during
the work shift at each WWTP. The inspections included hygiene mea-
sures recommended by the simplified biohazard assessment method and
the Centers for Disease Control and Prevention of the United States (See
Supplemental Information for details, Table S1) (CDC, 2022; Llorca
et al., 2018). These hygiene measures were confirmed with manager
interviews, including questions regarding occupational health measures,
worker training, and personal protective equipment (PPE) use. The
occupational hygiene measures were classified into administrative,
infrastructure, and PPE. The compliance percentage score is based on
the inspections performed through the presence/absence of basic bio-
logical hygiene measures; the ideal compliance is 100%.

Direct observation was performed during the entire working day and
recorded in the instrument provided by WHO (2016b). Based on these
data, the exposure scenarios for inhalable bioaerosols were defined for
three types of individuals that might be exposed (exposure scenarios):
operation workers, maintenance workers, and visitors (Table 1). Sce-
nario 1 (operation) consists of continuous labor of inspection, moni-
toring, support, and/or maintenance during the entire work shift — 6
h/day. Scenarios 2 (maintenance workers) and 3 (visitors) required
partial or sporadic entry into the WWTPs with less exposure during the
working day. Hours of exposure per day and frequency of days per year
are detailed in Table 1.

2.3. Pathogens sampling, detection, and quantification

A total of 78 wastewater samples were collected at the WWTPs
monthly from May 2020 to May 2021 following the (Baird et al., 2017)
protocols. Thirteen samples for the output and thirteen for the input
were collected per each WWTPs, twenty-six samples in total from each
WWTP. All samples were stored on ice and analyzed in the laboratory.
Giardia sp., Cryptosporidium sp., norovirus, and enterovirus genus con-
centrations were analyzed for each wastewater sample. The following
paragraphs describe the analytical procedure for each pathogen.

2.3.1. Giardia sp. and Cryptosporidium sp

The wastewater samples were concentrated using Alx(SO4)s-floccu-
lation, as Karanis et al. (2006) described: 1 L from the influent and 5 L of
effluent were processed for each sampling round. Before the concen-
tration, the samples were inoculated with 100 pL (1 cyst/pL) of stained
Giardia cysts (Solano et al., 2019) to estimate their respective recovery
rate (See Supplemental Information for details, Table S2). After the
concentration process, Cryptosporidium sp. and Giardia sp. detection
were done using immunomagnetic separation (Dynal GC-Combo® sys-
tem, Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway) as per the manufacturer’s in-
structions. The purified samples were stained with fluorescein
isothiocyanate conjugated to monoclonal anti-Cryptosporidium and
anti-Giardia antibodies (CeLLabs Pty Ltd., Australia). The entire volume
of the concentrated samples (approximately 150 pL) was analyzed by
fluorescence microscopy at a wavelength of 515+25 nm using an
Olympus® CLX model BX43F. According to Method 1623's criteria, (00)
cysts were counted when presenting typical protozoan characteristics
(size and morphology) and brilliant apple-green fluorescence (US,
2005), and the seed cysts showed the same fluorescence and pink
background color.

2.3.2. Norovirus and enterovirus

Viral detection was conducted using the nitrocellulose membrane
filtration absorption/elution technique described by Symonds et al.
(2017). First, a 100-500 mL wastewater sample was concentrated (See
Supplemental Information for details, Table $3). Then, according to the
manufacturer’s instructions, the RNA extraction from the concentrated
samples was performed using RNeasyPower Water Kit (Qiagen).
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Table 2
Quantitative microbial risk model parameter units, values, equations, distribu-
tions, and sources.

Parameter Units Values, Sotirce
distributions, and/
or equation
Exposure
Cryptosporidium sp. (oo)cyst/L Uniform (min and This study
(C cryptosporidium) and max estimate with
Giardia sp. (C giardgia) censored data
concentration analysis)
Norovirus (C Number of Uniform (min and This study
Norovirus) and copies/L max estimate with
enterovirus (C censored data
Enterovirus) analysis)
concentration
Volume of water L Uniform (Fuhrimann
accidentally ingested (0.001-0.005) et al.; Howard
(4} et al., 2006;
Labite et al.,
2010; Westrell
et al., 2004)

Mask reductions (R) Proportion of Point estimate (Das et al., 2021)

particles (surgeon= 4 x
ingestedusing 107!, N95=5 x
the mask 1072 N100=3 x
1079
Dose-response
T Giardia - Triangular (Rose et al.,
(min=0.009798, 1991)

mode=0.01982,

max=0.03582)
Probability of infection - Py =1— g—redose (Haas et al.,
Giardia sp. (Ping) 2014)
- Point estimate (0.739) (Messner and
Berger, 2016)
(Messner and

Berger, 2016)

P cryprosporidium

Probability of infection -
Cryptosporidium sp.
(Ping)
B Norovirus G for SE* -
(most prevalent in
Costa Rica)

Py =P (1 — e7dos¢)

Point estimate (3.96) (Léon Sanchez
et al., 1999;
Teunis et al.,
2020)

(Léon Sanchez
et al., 1999;

A Norovirus 61 for SET - Point estimate (0.948)

(most prevalent in

Costa Rica) Teunis et al.,
2020)
1F1 - Kummer’s confluent (Teunis et al.,

hypergeometric function 2020)

Probability of infection - Py =1- 1Fi(a, a + B, (Teunis et al.,

norovirus (Py,) — dose) 2020)
Kenterovirus - Uniforms (min= 0.00291, (Cliver, 1981)
max= 0.00562)
Probability of infection - Pins =1— —kdose (Haas et al.,
enterovirus (Pj,) 2014)
Exposure days per year Days Uniform per scenario This study (
(n) Table 1)

Disability-adjusted life years (DALY’s)

Morbility ratio (M)

M Cryptosporidium Proportion Point estimate (Casman et al.,
(0.50) 2000)

M Giardia Proportion Point estimate (Soller et al., 2016)
(0.45)

M gncerovirus Proportion  Point estimate (Havelaar and
(0.90) Melse, 2003)

Probability of illness ~ —
(Pitt)inf)

Probability of illness  —
for norovirus (P
inf)

1 for norovirus GI -
and SE™ (most
prevalent in Costa
Rica)

Pylins =Pa*M (Haas et al., 2014)
(Carducci et al.,
2018; Teunis et al.,
2020)

(Teunis et al., 2020)

Pujing of norovirus =
dose, —r
1- (14—
(1+2%)
Point estimate
(462 x 1071

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

Disability-adjusted life years (DALY’s)

Point estimate
(1.79 x 10")

r for norovirus GI -
and SE™ (most
prevalent in Costa
Rica)

Probability of an -
outcome Poureomelint

(Teunis et al., 2020)

Point estimate
(0.9999)

(Haas et al., 2014;
Havelaar and Melse,
2003; Petterson

et al., 2006)

(Haas et al., 2014;
Havelaar and Melse,
2003; Petterson

et al., 2006)

(Haas et al., 2014;
Medema, 2009;
Petterson et al.,
2006)

Point estimate
(0.01973)

Duration (D;) Years

Point estimate
(0.067)

Severity (Si) -

Subsequently, ¢cDNA was synthesized using the SuperScript™ IV
First-Strand Synthesis System (ThermoFisher Scientific, MA, USA).
Norovirus (G1) and enterovirus (A, B, C, D) were quantified using
reverse transcription qPCR (RT-qPCR) as recommended by US EPA
Method 1615 (Fout et al., 2015). The primers and probes used for the
PCR were:

-Norovirus:

NorGIAF: 5 GCCATGTTCCGITGGATG 3'.

NorGIAR: 5" TCCTTAGACGCCATCATCAT 3'.

NorGIAP: 5 6FAM-TGTGGACAGGAGATCGCAATCTC-TAMRA 3.

-Enterovirus:

EntF: 5" CCTCCGGCCCCTGAATG 3'.

EntR: 5 ACCGGATGGCCAATCCAA 3'.

EntP: 5" 6FAM-CGGA ACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-TAMRA 3'.

A gblock gene fragment (Integrated DNA Technologies, Coralville,
IA, USA) that contained the genomic region of interest was used to
construct RT-qPCR standard curves for both assays. The standard curve
dilutions ranged from 1 x 107 to 1 x 10" copies/2 L. Efficiencies and R
averages for the tested genes were 110% and 0.986 for norovirus,
80.81%, and 0.999 for enterovirus. In this work, the limits of quantifi-
cation and detection for each gene were the minimum concentration
(dilution) detected with a standard curve using triplicates. For both
assays, 1 x 10% copies/2 pL was established as the qPCR limit of
detection. Therefore, the assay limits were established as 2.39 x 10*
copies/L.

2.4. Statistical analysis of pathogen measurements

Descriptive statistics such as mean, standard deviation, and interval
limits were calculated using nonparametric methods for this study’s left-
censored data to pathogen concentrations (non-detectable observa-
tions). The selection of the analysis technique was determined by the
size of the datasets (n=26 per WWTP, n=78 total) and the proportion of
left-censored observations (Helsel, 2011). All descriptive analyses were
performed using maximum likelihood estimation with the package
NADA from statistical language R (version 4.1.2. www.r-project.org)
following the censored data methods described by Lee (2017). In addi-
tion, the Peto-Prentice test was used to assess the null hypothesis that
there was no significant difference between the two analysis groups: (1)
influent and effluent concentrations and (2) WWTPs concentrations. For
all statistical tests, p=0.05 was defined.

2.5. Exposure assessment

The exposure assessment aimed to estimate the dose of the studied
pathogens in the exposure scenarios defined by the hazard identification
analysis (Section 2.1 and Table 1). Pathogen exposure routes were
delimited, quantified, and characterized as recommended by Haas et al.

Microbial Risk Analysis 24 (2023) 100262

(2014); WHO (2016a). Initially, the pathogen exposure pathway was
defined by functions of the nature of work and work time in each WWTP.
As aresult, pathogen exposure routes were modeled for each of the three
previously determined scenarios: (1) operation workers, (2) mainte-
nance workers, and (3) visitors (Table 1). Furthermore, for the exposure
assessment, all the (oo)cysts and viral particles were assumed to be in-
fectious in for the risk analysis. Additionally, pathogen reductions were
simulated by mask type: surgical, N95, and N100 (Table 2). The daily
pathogen dose was calculated using the following equation:

d = CxV*Rxky (1)

where, d= daily dose of the pathogen per person ((oo)cyst/day/L or
genome copies/day/L), C= concentration of detectable pathogens in
water ((oo)cyst/L or genome copies/L), V= volume of wastewater
accidentally ingested (L/day/person), R= mask use reductions, k4=
mean decay rate (day’l) (See Table 2 for parameters details).

2.6. Estimates of microbial risk of illness

The model was implemented using the statistical language R (version
4.1.2. www.r-project.org) for all the calculations, estimations, and vi-
sualizations. The risk assessment was performed using a Monte Carlo
simulation with 10,000 iterations for each exposure scenario following
the recommendations of Haas et al. (2014) (See Table 2 for parameters,
equation details, and references). In this study, we used dose-response
parameters for the accidental ingestion route of the workers consid-
ering the variations in their exposure time and labor (Table 1). Addi-
tionally, we simulated the risk with three different types of masks to
assess possible PPE options for the workers. As a result, the probability
distribution of the dose, risk of infection (daily and annual), and disease
burden were obtained for all the exposure scenarios and mask use
simulations. Finally, the DALY per person per year in the studied
exposure scenarios was plotted using a box plot of the distributions and
areas of the acceptability levels of risk.

The risk is defined by the probability of an adverse effect in an or-
ganism, system, or population caused under specified circumstances by
exposure to an agent (pathogens in this study) (US EPA, 2011). As
consequence thereof, the models used to estimate the microbial risk
were based on the measurement of pathogen dose with health effects
that are inferred using known mathematical dose-response relationships
(Carducci et al., 2018). In this study, to estimate the probability of daily
infection, the exponential model was used for Giardia sp. and entero-
virus, while fractional Poisson was used for Cryptosporidium sp. and a
Beta-Poisson model was used for norovirus (see Table 2 for parameters
and equation details). Also, the combined daily risk (P.ymp) for simul-
taneous exposure to all pathogens was estimated as proposed by Teunis
et al. (1997), and the probability addition theorem using the following
equation (Table 2):

Pomp = Pig) + Pite) + Pitn) + Pie) — (P’(gJP’(rJP’(n)P-(e)) @

where, Py, =Giardia sp. probability of infection, P;=Cryptosporidium
sp. probability of infection, P;,=norovirus probability of infection,
Py,)=enterovirus probability of infection.

The annual risk of infection per person per year was considered as
multiple exposures to the studied pathogens using the theorem of in-
dependence from probability as Haas et al. (2014) recommended:

N

p,=1-T[a-ry 3
i=1

where, P,= probability of annual infection by each pathogen and
combined per person, P;= probability of daily infection by pathogen per
person, n= period over the assumption of constant daily infection
probability per year (Tables 1 and 2).

The probability of annual infection was used to estimate the proba-
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Control type ] Administrative [Jll nfrastructure [l PPE

Large -

Medium 4

Small+

0% 25% 50% 75%
Occupational health compliance

Fig. 1. Occupational health compliance with hygiene measures inspections in
the three studied WWTPs (large, medium, and small).

bility of illness (Pyjs). The probability of illness is the conditional
probability of the health outcome given an infection (Chen et al., 2021).
This study used the probability of symptomatic gastroenteritis cases for
each pathogen (Haas et al., 2014). For norovirus, we selected the SE+
parameter values proposed by Teunis et al. (2020) for the probability of
illness, based on its high prevalence in Costa Rica (84.2% of the popu-
lation) (Léon Sanchez et al., 1999). This combination of host suscepti-
bility and norovirus GI and SE+ characteristics provides the most
suitable approach for risk estimation.

Microbial Risk Analysis 24 (2023) 100262

Disability-adjusted life years (DALYs) represent one year of healthy
life lost for each disability or early death by some specific effect (Dev-
leesschauwer et al., 2016). This metric translates the risk of disease
burden as a global health burden per case of illness (Petterson et al.,
2006). A DALY in this study was mathematically defined as:

N
DALY = Z Pitfing * Poutcomelin * Di * S; (4
1=1

where, Py = probability of illness, Poytcomeit= probability of an
outcome (i) for a given illness, D;= duration of the consequence in years
(7.2 days/year) (Havelaar and Melse, 2003), S;= severity weighting for
the outcome (0.067) (see Table 2 for parameters and equation details)
(Medema, 2009).

2.7. Model sensitivity analysis

Sensitivity analysis was performed to estimate the influence of each
input parameter on the annual combined calculated probability of
infection. First, the Spearman rank correlation coefficient was calculated
between each input parameter and the estimated annual combined risk,
following the methodology described by Haas et al. (2014). In addition,
the relative impact was determined for the inputs on the computed
output, and the relative importance of individual components was
ascertained (Haas et al., 2014).
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Fig. 2. Estimated mean, minimum, and maximum concentrations by survival analysis of Cryptosporidium sp., Giardia sp. norovirus, and enterovirus in the water
samples of wastewater treatment plants (see Section 2.4. Statistical analysis for the calculation details).

110



E. Morales et al.

Microbial Risk Analysis 24 (2023) 100262

Scenario B 1 E9 2 5 3

Large

Medium Small

Total 4

Cryptosporidium sp. -

Giardia sp. -

Norovirus

Enterovirus -

Fafs,

; I
5 @

—1

iy,
4
o,

——
_ﬂ]_
_[D_
-

—I—
I

107 10® 10®° 10* 10® 107 10° 10° 10* 10° 107 10° 10®° 10* 107

DALY per person per year

Fig. 3. DALYs per person per year by exposure scenarios for Cryptosporidium sp., Giardia sp. norovirus, and enterovirus based on accidental wastewater consumption
in the study’s wastewater treatment plants. The boxplots represent DALYs per person per year by scenario; the green area marks the level below the benchmark risk

level, and the red represents the level above the benchmark risk level.

3. Results and discussion
3.1. Occupational conditions and hazard identification

The study classified each WWTP’s compliance into three hygiene
measures categories: administrative, infrastructure, and PPE. The
administrative controls at the large WWTP did not adjust space and
labor for sensitive or vulnerable workers such as pregnant women,
people with particular risk factors, or disabilities who work or visit the
plant. Likewise, the medium size WWTP, made no adjustments for
vulnerable workers and additionally lacked: security measures, pro-
tocols for external transport of wastewater samples and disinfection,
prevention of pathogen dissemination by fomites and air, workers
training about biological agents, and policies prohibiting smoking,
eating, or drinking in the WWTP. The small plant presented all the
previously mentioned issues, and additionally, lacked protocols for
cleaning methods and communication of incidents protocols (Fig. 1).
Regarding infrastructure controls, the main non-compliances in the
three WWTPs were related to the absence and not use of biosecurity
devices (sensors to detect biological agents), lack of cleaning of the
space, and lack of emergency attention devices (eyewash, safety
showers, and security washbasins). The large WWTP presented the
highest compliance score apart from PPE use (mean compliance=
80.0%), whereas the small WWTP presented the lowest compliance in
the three types of control (mean compliance= 52.9%). Finally, de-
ficiencies were observed in all three sites regarding the use, surveillance,
and cleaning of the PPE (this included masks, clothes, glasses, and
boots), especially in hazardous activities such as infrastructure cleaning,
maintenance, inspection, and sample collection.

The inspections detected diverse hazard sources in the three WWTPs
(Fig. 1). The main hazard sources for the WWTP workers are hand-
mouth contact, fecal-oral route (eating, drinking, or smoking),
touching the face with contaminated hands, and working without PPE in
environments with bioaerosols and surfaces polluted with wastewater
(Dannoun and Nouban, 2021). In addition, organizational factors and

infection control training are fundamental to implementing prevention
among workers to decrease the risk of infection (Corrao et al., 2012). In
this study, the inspection of compliance with hygiene measures
(administrative, infrastructure, and PPE) allowed the definition of more
precise exposure scenarios to increase the practical application of the
QMRA simulations of occupational health conditions improvement
(Table 1 and Fig. 1) (Arroyave et al., 2021). Furthermore, the inspection
of occupational health conditions was useful in identifying potential
hazard sources and confirming the potential exposure to biological
agents before QMRA application (Table 1 and Fig. 1). Previous studies in
low- and middle-income countries have observed incompliance with
occupational health conditions for wastewater workers, particularly
related to surveillance and infrastructure (Oza et al., 2022). Others have
documented the need to improve occupational health conditions in
WWTPs particularly related to PPE, training, health insurance, surveil-
lance, effective policies, and regulations (Patwary et al., 2021). In this
respect, the improvements needed in the WWTPs included in this study
present similar deficiencies and need urgent improvements, especially
related to behavioral factors, infrastructure factors, and the consistency
in the proper use and maintenance of PPE.

3.2. Pathogen concentrations

All the studied pathogens were detected in each of the three WWTPs.
Specifically, in the 78 total samples for each pathogen analyzed, the
percentages of positive samples were as follows: Cryptosporidium sp.
(65%), Giardia sp. (99%), norovirus (74%), and enterovirus (55%). For
Cryptosporidium sp., the estimated highest concentration was detected at
the input of the medium size WWTP (7.89 x 10 oocyst/L). Meanwhile,
the lowest was detected at the input of the large WWTP (1.47 x 10°
oocyst/L), and the mean reduction was 0.5-log (Fig. 2). Non-significant
differences in the Cryptosporidium sp. concentrations were observed
between the WWTPs (p=0.10) as well as the inputs-outputs of the
treatment process at each plant (large p=0.70, medium p=0.06, small
p=0.40). In the case of Giardia sp., the highest and lowest estimated
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Fig. 4. DALYs for Cryptosporidium sp., Giardia sp. norovirus, and enterovirus based on accidental wastewater consumption in the study’s exposure scenarios and
personal protective equipment (PPE) use simulation. The boxplots represent DALYs per person per year by scenario; the green area marks the level below the
benchmark risk level, and the red represents the level above the benchmark risk level.

concentrations were detected in the medium WWTP (3.19 x 10° cyst/L
at the input and 7.35 x 10° oocyst/L at the output, respectively), and the
mean reduction was 0.25-log (Fig. 2). Non-significant differences of
concentrations were observed between the WWTPs (p=0.6) and be-
tween inputs-outputs of the treatment process (large p=0.60, small
p=0.10) except for the medium-scale (p<0.001).

The highest norovirus concentrations were observed at the input of
the small WWTP (1.50 x 102 copies/L), the lowest at the output of the
medium (1.04 x 10* copies/L), and the mean reduction was 1-log.
Significant differences were observed between the concentrations of
the three WWTPs (p<0.001) (Fig. 2). On the other hand, non-significant
differences were observed between the inputs-outputs of the treatment
process (large p=0.90, small p=0.50) except for the medium-scale
(p=0.03). The highest enterovirus genus concentrations were at the
input of the large WWTP (6.03 x 10° copies/L) and the lowest at the
input of the small (1.37 x 10° copies/L), and the mean reduction was 1-
log. Significant differences were observed between the concentrations of
the three WWTPs (p<0.001). Finally, non-significant differences were
observed in the inputs-outputs of the treatment process (large p=0.60,
small p=0.07) except on the medium-scale (p=0.02). The detection of
viral pathogens using molecular methods such are qPCR could not
differentiate between infectious and non-infectious viral particles. The
detection of viral pathogens using molecular methods such as gPCR
cannot differentiate between infectious and non-infectious viral parti-
cles. Therefore, lower concentrations of viral genomes in wastewater
effluent does not necessarily indicate a reduction in the actual presence
of infectious viruses in WWTPs. Nevertheless, limited viral (genome)
reduction was observed and is no surprise given the limited secondary
treatment employed at the studied WWTPs (Naughton and Rousselot,
2017). Our results showed a lower viral reduction compared to that
reported by Wang et al. (2020) (3.5 to 4.5-log) in WWTPs using qPCR
(Wang et al., 2020). However, it should be noted that the treatment
processes described in Wang et al. (2020), study included both chemical
and biological advanced processes, such as conventional activated
sludge systems, biofilm processes for nitrification and denitrification,

and sedimentation.

Therefore, the non-difference between input-output for protozoa and
virus could reveal the low capacity of pathogen reduction of the WWTPs
studied (Fig. 2). Regarding concentration levels, our study found that
Cryptosporidium sp. and Giardia sp. presented ranges similar to those
previously described for domestic WWTPs (between 107! to 10? (00)
cyst) (Gerba and Pepper, 2019). For, norovirus, the concentrations we
detected were in presented a similar range to other the previously
described for domestic WWTPs (between 10~ to 10° copies/L), except
for the small WWTP (105 to 102 copies/L) (Eftim et al., 2017). Finally,
the enteroviruses concentrations presented higher ranges than typically
reported in domestic WWTPs (between 10! and 10° copies/L; 5-log
higher) (Gerba and Pepper, 2019).

3.3. Risk assessments for Giardia sp., Cryptosporidium sp., norovirus, and
enterovirus and possible interventions to reduce risk of illness

The total health disease burden of gastroenteritis was higher than the
benchmark recommended for drinking water by WHO (1.00 x 107°
DALY per person per year) in the three exposure scenarios between one
and three orders of magnitude in all three WWTPs (Table 1 and Fig. 3)
(WHO, 2016a). Norovirus presented the highest DALY per person per
year (mean scenario 1= 8.50 x 10~*, mean scenario 2= 7.26 x 1074,
and mean scenario 3= 4.51 x 10™%), followed by Cryptosporidium sp.
(mean scenario 1= 0.03 x 10_4, mean scenario 2= 1.03 x 10_4, and
mean scenario 3= 3.56 x 107°) in all the exposure scenarios repre-
senting the most significant portion of the total DALYs. Finally,
enterovirus genus presented the lowest disease burden (mean scenario
1=1.14 x 10’4, mean scenario 2= 1.81 x 10’5, and mean scenario 3=
5.82 x 10™%) and was the only pathogen with a level below the
benchmark in at least two scenarios (scenario 3-visitors) (Fig. 3). In our
study, the exposure scenarios modulated the results that suggest the
relevance of the exposure time and frequency on the risk level, but this is
not the only exposure factor to be considered for risk control. For
example, in the case of enterovirus, the exposure scenario changes the
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risk classification between below and above of the benchmark (Fig. 3).
In contrast, the risk was above the benchmark for Giardia sp., Crypto-
sporidium sp., and norovirus in all scenarios. Thus, complementary
control measures such as automatization of processes and barriers to
isolate the agents’ source are highly recommended in the studied
WWTPs that usually contain high concentrations of pathogens, as we
described in this study (Fig. 2) (Chen et al., 2021; Teixeira et al., 2013;
Yan et al., 2021).

Some model parameters drive the global disease burden more than
others; for example, variables such as pathogens of concern, high
wastewater concentrations, and exposure parameters can significantly
vary the level of risk (Sano et al., 2019). In our study, the disease burden
levels for the different exposure scenarios were between one to three
orders of magnitude higher than the benchmark. However, the decision
to include norovirus elevated the total risk level due to its high con-
centrations in the three WWTPs. In addition, its particularities in
dose-response patterns, host susceptibility variations, aggregation pat-
terns in water, or detection methods can vary the risk of infection
(Atmar et al.,, 2014; Lim et al., 2016; Teunis et al., 2008, 2020).
Therefore, we adopted the infectivity and pathogenicity considerations
that Teunis et al. (2020) recommended as the most suitable option.

The variability in exposure scenarios presented a challenge in
comparing risk levels across different studies in occupational environ-
ments. It can be difficult to determine whether the estimated risk is
similar in other studies due to differences in factors such as scenario
definitions, water characteristics, and pathogens studied (Beamer et al.,
2015; Carducci et al., 2016, 2018; Chen et al., 2021; de Matos Nasci-
mento et al., 2020; Fuhrimann et al., 2019; Sampson et al., 2017; Yan
et al., 2021). Nonetheless, as Carducci et al. (2016) described, the pre-
sent results can be helpful in an occupational setting to establish expo-
sure limits and risk control options regarding pathogens concentration,
exposure times, or preventive actions.

In a simulated risk-reduction intervention, the use of PPE reduced
the risk; the best option was the N100 mask because it reduced the risk
to a level below the benchmark for scenarios 2-maintenance, and 3-vis-
itors, but not for scenario 1-operation (Fig. 4). The mask use simulation
had the greatest influence on enterovirus genus and smallest influence
on norovirus. Still, the total risk, in general, was above the benchmark
even with mask use. Meanwhile, the combined effect of PPE use and the
frequency of exposure (scenarios) modified the level of risk observed in
the present simulations by two orders of magnitude (Table 1 and Fig. 4).
Despite the reductions by scenarios and mask use, the high concentra-
tions of the pathogen in the studied WWTPs require alternative risk
controls, as previously mentioned. Also, the epidemiologic conditions of
the region imply a higher occupational risk for the studied pathogens
considering their high prevalence.

Other studies based on bacterial QMRA with WWTP workers found
risk levels below the benchmark after using PPE (N95 mask) with the
reduction of almost two magnitude orders (Chen et al., 2021; Yan et al.,
2021). Our study results show the same difference between no mask and
N95 mask use, but the risk classification does not change with these
reductions (below-above the benchmark) (Fig. 4). The modeled use of
PPE as an occupational control measure showed significant risk re-
ductions in our study and previous studies, especially with the N95 and
N100 masks, with the potential to safeguard the health of the waste-
water workers from infections. Thus, previous studies highly recom-
mend mask use as PPE to prevent infection in occupational
environments as WWTPs (Das et al., 2021; Kelly and Fussell, 2019).

Using QMRA in occupational environments is a valuable tool to
simulate potential exposure scenarios and evaluate the control measures
based on risk estimation benchmarks, which cannot be achieved using
traditional occupational health assessment tools. Furthermore, the
QMRA approach is helpful in the context of occupational hygiene, where
the biological risk assessment is usually carried out with qualitative or
semiqualitative tools that are limited in their ability to define the level of
risk and the potential impact on the control measures with accuracy as
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was performed in the present study (Carducci et al., 2016, 2018).
However, despite these advantages, the combined use of the QMRA and
conventional inspection of occupational environments allow an even
more accurate assessment of the hazard sources, exposure, and level of
risk, allowing for improved decision-making for occupational health.

It is relevant to mention that the complete elimination of the health
risk in all the scenarios is impossible. Additionally, the dose-response
models for the different illness mechanisms and the limited focus on
specific pathogens in the wastewater can underestimate or overestimate
the risk (Haas et al., 2014; Teixeira et al., 2013). Measures such as un-
certainty control, the use of different methods such as Monte Carlo
simulations, statistical survival analysis methods, and the use of field
inspections to define the exposure route with more precision are just
some strategies to improve the model (Chen et al., 2021; Lee, 2017;
Petterson et al., 2006; Schmidt and Emelko, 2011; Yan et al., 2021).
Meanwhile, the QMRA modeling can be improved by studying a new
dose-response approach closest to the wastewater treatment workers or
validating other approaches, such as Bayesian inference, to build the
QMRA model (Yan et al., 2021). As a limitation of this study, the direct
measurement of pathogens in the air was not feasible. In addition, the
study focused on a limited group of agents, which may not account for
other potential hazards that could impact occupational health. Despite
these limitations, the field surveillance approach used in this study
provided valuable insights into the occupational environment and the
potential exposure routes for the studied agents, which is essential for
the identification of hazards and exposure assessment. The study also
used a combination of exposure modeling and QMRA, which allowed for
the simulation of different control scenarios. As a result, it provided a
robust estimate of the potential risks associated with occupational
exposure.

3.4. Sensitivity analysis

Sensitivity analysis describes the relative impact of the computed
Monte Carlo model inputs described as distributions on the estimated
risk (output) (Haas et al., 2014). In this study, the pathogen concen-
trations (environmental factors) and the accidentally ingested volume
were the most significant input on the risk estimations (Fig. 5). This
result agrees with other studies of QMRA in WWTPs. Considering the
high microbial concentrations in the wastewater, even low accidental
ingestion volume implied a high infection risk (Chen et al., 2021; Fuh-
rimann et al., 2019). The most influential parameter in the total risk of
illness model (including all the pathogens) is the norovirus concentra-
tion (rank corr 0.72). Followed by behavioral factors such as acciden-
tally ingested volume of wastewater (rank corr 0.65). The third
controlling factors were Giardia sp. concentration (rank corr. 0.33).
Otherwise, Cryptosporidium sp. concentrations showed the lowest in-
fluence over the total risk estimation (rank. corr. —0.02). This pattern
can be explained by the combinate probabilities properties, where the
final probability is a product of high values (the norovirus has a higher
risk) (Figs. 3 and 4). For example, in the risk estimation, the highest
contributor was norovirus, and consequently, it presents the most sig-
nificant influence in the combined infection risk calculation. On the
other hand, Cryptosporidium sp. showed the lowest influence in the
combined infection risk. The pathogen concentration is the most influ-
ential factor in the individual risk estimation (rank. corr: 0.86 Crypto-
sporidium sp., 0.78 Giardia sp., 0.79 norovirus, 0.90 enterovirus) (see Fig
S1. for more details). Accidental ingested was the second most influ-
ential factor for individual risk estimations (rank corr. 0.33-0.53). These
results suggest that the primary source of the risk was the pathogens
concentrations in the wastewater, followed by behavioral factors such as
accidental ingestion and the undetermined influence of the
dose-response parameters. Thus, one recommended intervention strat-
egy is to reduce the pathogens’ concentrations or isolate the agents’
source to reduce the major risk component (Fuhrimann et al., 2019).
Finally, the exposure scenarios are moderately influenced by the
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Fig. 5. Tornado plot to display the ranking inputs of the model over the combined risk infection probability for the studied pathogens. The bars show the correlations

Spearman rank coefficient.

individual pathogen risk estimations (rank. corr. 0.01-0.44). Even
though the scenarios showed variable influence on individual and
combined risks, considering them assists in identifying targeted
improvement actions to reduce risk levels based on critical factors such
as pathogen concentrations and ingestion volumes (Yan et al., 2021).

4. Conclusion

This study used field inspections to assess the occupational envi-
ronment and define exposure scenarios for workers in wastewater
treatment plants (WWTPs). Results showed that occupational exposure
to the studied pathogens is hazardous during the entire treatment pro-
cess, and the annual disease burden exceeds the benchmark defined by
WHO for drinking water (1.00 x 10~® DALY per person per year)
(2016a). Modeling exposure factors such as frequency, periods, and
personal protective equipment (PPE) use was valuable in determining
risk in occupational environments, contributing to better risk control
and decision-making.

In contrast with the typical semi-quantitative or qualitative risk
evaluations commonly used in Latin America, our risk estimation
approach involved using QMRA informed with context-specific data on
hazards and exposure. Furthermore, it leveraged left-censored data
techniques (e.g., survival analysis) to appropriately characterize path-
ogen distributions. Finally, the QMRA framework described was used to
assess potential risk management options. In addition to identifying
interventions to reduce risk, this study contributes to the global QMRA
literature and is the first QMRA on occupational risk in Costa Rica.
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Medicina y Seguridad
— del Trabajo (Internet)
Inicio / Envios

Envios

El registro y el inicio de sesién son necesarios para enviar elementos en linea y para comprobar
el estado de los envios recientes. Ir a Iniciar sesién a una cuenta existente o Registrar una nueva
cuenta.

Lista de comprobacion para la preparacién de envios

Como parte del proceso de envio, los autores/as estan obligados a comprobar que su envio cumpla
todos los elementos que se muestran a continuacion. Se devolveran a los autores/as aquellos envios
que no cumplan estas directrices.

La peticion no ha sido publicada previamente, ni se ha presentado a otra revista (o se ha
proporcionado una explicacion en «Comentarios al editor»).

&/ La carta de presentacion se ha introducido como un texto en el campo «Comentarios al editor».

La pagina del titulo se ha elaborado segun las plantillas para la elaboracién de originales de la
revista.

El cuerpo del articulo no contiene los nombres de los autores ni sus centros de trabajo y se ha
elaborado segUn las plantillas para la elaboracién de originales de la revista.

" Eltexto cumple con los requisitos y normas de estilo indicados en las Normas para autoras/es.

En el paso 3 “Introducir los metadatos del envio” se deben consignar todos los autores con su
filiacion y direccion de email.

Si se aporta material sujeto a copyright o que se necesite de previa autorizacién para su publicacién,
se deberd adjuntar las autorizaciones correspondientes como archivos anexos.
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Directrices para autores/as

1. Requisitos generales

1.1. Adherencia al estilo Vancouver

Esta revista se adhiere al estilo Vancouver, formalmente conocido como «recomendaciones de
uniformidad para manuscritos enviados a revistas biomédicas: escribir y editar para publicaciones
biomédicas elaborados por el Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas», cuyo texto oficial
se encuentra disponible en: http://www.icmje.org/recommendations/

La falta de atencion de tales recomendaciones, asi como de las presentes normas, producira un retraso

en el proceso editorial y puede ser causa de la inaceptacion del trabajo.

1.2. Originalidad de los trabajos

No se aceptaran trabajos publicados anteriormente ni presentados al mismo tiempo a otra revista. Si
pueden ser considerados trabajos presentados previamente como comunicacién a congresos siempre

que ésta haya sido parcial y el trabajo desarrolle o extienda el objeto de la investigacion.

Podrén admitirse trabajos que hayan sido publicados parcialmente (por ejemplo: la metodologia
empleada, parte de los resultados, |a revision bibliografica previa, etc.), siempre que se haga constar
claramente, tal circunstancia, en el texto de la publicacion.

1.3. Etica en los estudios y experimentos

Cuando se presenten estudios realizados en seres humanos, se indicara que han sido autorizados por
el Comité Etico de Investigacion Clinica correspondiente y en todo caso se garantizara el cumplimiento
de la Declaracion de Helsinki de 1975, con sus sucesivas revisiones. En especial se debera informar que
los datos de pacientes se han obtenido tras la firma de un consentimiento informado cuando éste sea
necesario. Del mismo modo, los autores deberan declarar que se han seguido los protocolos
establecidos por sus respectivos centros sanitarios para acceder a los datos de las historias clinicas a
los fines de poder realizar este tipo de publicacién con finalidad de investigacion/divulgacién para la

comunidad cientifica.

Cuando se realicen experimentos con animales, se revelara si se han seguido las directrices de la

institucion o de un consejo de investigacion nacional o internacional; o si se ha tenido en cuenta alguna
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ley nacional sobre cuidados y usos de animales de laboratorio.

1.4. Autoria

Solo figuran como autores aquellas personas que hayan contribuido intelectualmente de forma

sustancial al desarrollo del trabajo, segun las recomendaciones de uniformidad para manuscritos

enviados a revistas biomédicas (Ver politica de contribucién de autorias).

1.5. Conflicto de interés

Los autores de cualquier trabajo remitido a la revista tienen la responsabilidad de reconocer y declarar
la existencia de conflicto de intereses de tipo econémico o de otro tipo que pudiera suponer un sesgo
del trabajo. Ademas de en |a carta de presentacion, en el texto del articulo se debe especificar todas las
ayudas econdémicas recibidas que han hecho posible la realizacién del trabajo asi como otras relaciones
de tipo econémico o personal relacionadas con la misma.

La no existencia de conflicto de interés también debe reflejarse en el texto del articulo.

1.6. Uso de lenguaje inclusivo

Esta revista realiza una constante labor para favorecer la igualdad de género, por lo que sugiere sequir
las recomendaciones de lenguaje inclusivo contenidas en nuestra politica de igualdad de género.

2. Normas de preparacion y envio de los trabajos

Los manuscritos, en castellano o inglés, deben elaborarse segun las plantillas utilizadas por esta
revista (Descargar plantillas) y remitirse por via electronica a través de la pagina Web de la revista

(Medicina y Seguridad del Trabajo ). En dicha web también se podra realizar el seguimiento del proceso

editorial.
En los siguientes enlaces se ofrece una sencilla explicacién de como registrarse y enviar un articulo:

Tutorial para registrarse en la revista >>

Tutorial para enviar un articulo a |a revista >>

2.1. Tipos de contribuciones
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Med Segur Trab. Publica los siguientes tipos de trabajos:

Editorial: Reservadas principalmente a la difusién de temas relacionados con la revista o aquellos que
sean considerados de especial interés o actualidad. Se escribiran a peticiéon del comité editorial.

Original y original breve: Trabajos de investigacion cuantitativa o cualitativa. Deben seguir la
estructura: introduccion, método, resultados y discusion.

Revision: Articulo de recopilacién y andlisis de la literatura cientifica. Se recomienda utilizar técnica
sistematica y el mismo esquema que para los originales.

Especial: Articulo que desarrolla nuevos aspectos, tendencias y opiniones. Esta seccion dara cabida a
los articulos relacionados con las nuevas tecnologias de la comunicacion y del area telematica que no
puedan seguir la estructura propuesta para los trabajos originales. Su estructura es libre.

Notas clinicas: Esta seccién tiene como objeto comunicar experiencias de la practica profesional en los
diversos ambitos de la salud, que contengan componentes novedosos y relevantes para el ejercicio
profesional. No es necesario que el texto se estructure formalmente, pero deberd guardar la légica
narrativa (introduccién, desarrollo de la experiencia, conclusiones).

Notas metodolégicas: Esta seccion incluye articulos breves sobre nuevos métodos analiticos, disefio
de estudios o técnicas de recogida de informacion aplicables a la investigacion en la prestacion de
servicios de salud, en el domicilio u hospital. No es necesario que el texto se estructure formalmente,
pero debera guardar la légica narrativa (introduccién, exposiciéon del método, aplicacién practica,

conclusiones).

Carta al director/a: Observacion cientifica o de opinién sobre trabajos publicados recientemente en la
revista, asi como otros temas de relevante actualidad.

Es preceptivo que los trabajos cumplan con las siguientes caracteristicas:

Estructura y extension orientativa de los articulos

. Cuerpo Tablas
Tipo de .

; Resumen ||del Palabras|y Referencias
articulo ; :
articulo figuras
Editorial No Libre 2000 2 15
https://revista.isciii.es/index.php/MST/about/submissions 4/13
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OMRyC*
iai **

Original 550 IMRyD** {4000 6 35
palabras
OMRyC*

Original breve 150 IMRyD** {12000 2 15
palabras
OMRyC*

HSTe **

Revision 550 IMRyD** |16000 6 100

palabras
. 250 _

Especial Libre 4000 6 35

palabras
L. 150

Notas clinicas IDC* 1200 2 10
palabras

Notas 150

- [EACH  |11200 2 10
metodoldgicas||palabras
Carta No Libre 500 1 5

practica, Conclusiones.

parrafo de la Discusion.

* Estructura: Objetivo, Método, Resultado y Conclusion.
** Estructura: Introduccién, Método, Resultados y Discusion.
# Estructura: Introduccion, Desarrollo de la experiencia, Conclusiones

## Estructura: Introduccion, Exposicién del método, Aplicacion

La revista no establece una seccién de conclusiones en los articulos
originales y en las revisiones. Las mismas se escribiran en el tltimo
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2.2. Guia de estilo y formato

Todos los trabajos deberan constar, como minimo, de estos tres componentes: la Carta de
presentacion, la Pagina del titulo y el Cuerpo del articulo. Ademaés, los autores podran afiadir Anexos

con informacién adicional.

Carta de presentacion

Se trata de un texto que se introducira en el campo «Comentarios para el editor» del paso 1. En dicho

texto se incluira:

e Eltituloy tipo de articulo.

® Que el trabajo no ha sido publicado previamente, que ha sido publicado parcialmente o que ha
sido comunicado previamente a un congreso. En los dos ultimos supuestos deben adjuntar
referencia completa que permita su localizacién. Una breve declaracién en este sentido deberd
ser incluida también en la pagina del titulo.

* Que el trabajo no se encuentra en proceso de revisién en ninguna otra revista.

* Que se han obtenido las adecuadas autorizaciones para la reproduccién de material ya publicado
(si es el caso) y que se entregaran al comité editorial de la revista toda vez que el trabajo haya
sido aceptado para publicacion.

¢ Posibles conflictos de interés o su inexistencia.

® Becas 0 apoyos econémicos recibidos para la investigacién de la que deriva el articulo.

¢ Indicacion y justificacion de la necesidad de un proceso rapido de publicacién por la especial
actualidad de la investigacion o la rapida obsolescencia de los datos.

Pagina del titulo

Se elaborara empleando las plantillas para manuscritos y contendra:

Titulo del articulo. Debe ser lo mas breve, claro e informativo posible y debe describir adecuadamente
el contenido del trabajo. Tendrd una extensién maxima de 15 palabras. Si el estudio se centra en un
grupo de poblacidn especifico (solo mujeres u hombres, personas mayores...) se debe mencionar dicho
grupo de poblacion en el titulo. Debe evitarse el uso de acronimos, cédigos y simbolos que no sean de
uso habitual (el titulo debe estar escrito en inglés y espafiol).

Nombre y afiliacién de los autores. Indique el nombre y apellidos de cada uno de los autores y
asegurese de que los proporciona en la forma ortogréfica correcta y segun la firma bibliografica de
cada autor. Cada autor llevard una llamada con nimeros ardbigos en superindice remitiendo a su
filiacién (nombre del/de la/s institucion/es, los departamento/s o centros y el pais). Debe incluir el
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ORCID. No debe indicar el grado académico ni la categoria profesional de los autores. Se incluira el
correo electrénico de todos los autores. Se recomienda un nimero maximo de seis autores, y en caso

de que de que el nimero sea mayor, se justificara la necesidad de ese nimero de contribuciones.

Autor de correspondencia. Indique claramente quién se responsabilizara de recibir la
correspondencia durante todo el proceso de evaluacion y publicacién del articulo, asi como

posteriormente a su publicacion. Se debera facilitar el correo electrénico.

Financiacién. Deben reconocerse las ayudas econémicas y materiales que haya podido tener el
estudio, e indicar el organismo, la agencia, la institucién o la empresa, y el nimero de proyecto,

convenio o contrato. En caso de no contar con financiacion externa se haré constar «Sin financiacién».

Conflictos de intereses. Debe declarar de los posibles conflictos de intereses de cada una de las
personas firmantes. Los conflictos de intereses pueden ser laborales, de investigacion, econémicos o
morales. El comité editorial podra requerir que esta declaracién de conflictos se amplie o detalle al
maximo cuando lo considere oportuno. De la misma manera, si no hay ningdn conflicto de intereses
deberan hacerlo constar explicitamente con la palabra “Ninguno”.

Otras declaraciones. Debe declarar que todos los autores han aprobado el manuscrito final y que el
manuscrito no se ha enviado ni totalmente ni en partes a otras revistas a la vez que a Ars

Pharmaceutica.

Cuerpo del articulo

En este documento no debera aparecer ninguna informacion que pueda facilitar la identificacion de

ninguno de los autores, se elaborara empleando las plantillas para manuscritos y contendra:

Titulo del articulo. Debe ser lo mas breve, claro e informativo posible y debe describir adecuadamente
el contenido del trabajo. Tendré una extensién méaxima de 15 palabras. Si el estudio se centra en un
grupo de poblacién especifico (solo mujeres u hombres, personas mayores...) se debe mencionar dicho
grupo de poblacién en el titulo. Debe evitarse el uso de acrénimos, cédigos y simbolos que no sean de
uso habitual (el titulo debe estar escrito en inglés y espafiol).

Resumen [ Abstract. El resumen debe proporcionar el contexto o los antecedentes para la
investigacién y en él se debe mencionar su propdsito, los procedimientos bésicos (seleccién de sujetos
para el estudio, métodos observacionales y analiticos), los hallazgos principales (aportando los
tamarnos de efectos especificos y su importancia estadistica, si es posible) y las conclusiones
principales. La estructura y numero de palabras varia segun el tipo de articulo. En el caso de los
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originales el resumen debe ser estructurado con los apartados Objetivo, Método, Resultados y

Conclusiones.
El resumen debe figurar en espafiol y en inglés y deben ser traducciones completas y exactas.

Palabras clave / key words. Apareceran después del resumen en espafiol e inglés) en el idioma
correspondiente. Se deben incluir un minimo de 3 y un maximo de 6 palabras clave a fin de
complementar la informacién contenida en el titulo y ayudar a identificar el trabajo en las bases de
datos bibliograficas. Deben emplearse términos equivalentes a los de la lista de Descriptores en
Ciencias de la Salud (Medical Subjects Headings, MeSH) del Index Medicus (disponible

en www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html). Puede consultarse la equivalencia entre los términos
en espafiol (Descriptores en Ciencias de la Salud, DeCS) disponible

en https://decs.bvsalud.org/E/homepagee.htm.

Texto principal. Los trabajos Originales, Originales breves y Revisiones deben ir divididos en los
siguientes apartados:

Introduccién: Sera lo mas breve posible, tratando de justificar la necesidad del trabajo que se presenta.
Conviene centrar el problema con datos actuales. Debera citarse solamente la bibliografia
indispensable. No se incluirdn datos o conclusiones del trabajo que se publica. En el Gltimo parrafo de

la introduccion figurara el objetivo (o los objetivos) del trabajo.

Métodos: Se referird al &mbito donde se ha realizado la investigacion, el periodo o duracién, las
caracteristicas de la poblacién estudiada, el criterio de seleccion empleado y las técnicas utilizadas,
describiendo con precision cdmo se llevo a cabo el estudio, tipo de disefio utilizado, criterios de
inclusion y exclusion, pautas de tratamiento, analisis estadistico, etc., proporcionando los detalles
suficientes para que la experiencia pueda repetirse sobre la base de la informacion aportada.

En el caso de las revisiones es imprescindible describir lo mas detalladamente posible la busqueda
bibliogréfica realizada, las fuentes de obtencién de los datos (bases de datos bibliogréaficas), términos
de interrogacion empleados, los criterios de inclusion y exclusion de los trabajos, el método de
evaluacion de la calidad de las evidencias encontradas y las técnicas de valoracion del resultado que se
considera.

Resultados: Describen los hallazgos obtenidos con los materiales y métodos referidos, detallandose
tanto los hallazgos positivos como los negativos. Los datos pueden mencionarse en el texto o en forma
de tablas o figuras. No deben repetirse en el texto los datos de las tablas o figuras. Se resaltaran sélo

las observaciones importantes que contesten al objetivo del estudio.
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Discusion: Debe interpretar los resultados, resaltando los aspectos nuevos e importantes del trabajo y
las conclusiones que de ellos se derivan. Debe relacionar las observaciones que se describen con otros
estudios pertinentes. Los autores pueden exponer sus propias opiniones sobre el tema. Se debe
discutir el significado y la aplicacion practica de los resultados, la relacion con publicaciones similares y
comparacion en las areas de acuerdo y desacuerdo, las indicaciones y directrices para futuras
investigaciones y las consideraciones sobre posibles limitaciones del estudio.

Por el contrario, debe evitarse que la discusién se convierta en una revisiéon del temay que se repitan
los conceptos que hayan aparecido en la introduccién. Tampoco deben repetirse los resultados del
trabajo. Se evitaran las afirmaciones gratuitas y las no apoyadas en los datos o en el conocimiento

existente.

Se indicaran también las posibles limitaciones del estudio que puedan condicionar la interpretacion de

los resultados.

La revista no establece una seccién de conclusiones en los articulos originales y en |as revisiones. Las
mismas se escribiran en el Gltimo parrafo de la Discusién.

Agradecimientos: Esta seccion debe recoger las ayudas materiales y econémicas, de cualquier indole,
recibidas. Se indicara el organismo, institucion o empresa que las otorga y, en su caso, el nimero de
proyecto que se le asigna. Igualmente, debe figurar la ayuda técnica, el soporte de equipos, la

colaboracién académica (consultas) u otra ayuda financiera (becas o premios).
Toda persona, fisica o juridica, mencionada debe conocer y consentir su inclusion en este apartado.

Conflicto de interés: Ademas de indicarlo en la carta de presentacion, se hara constar en el texto del
articulo la existencia, o no, de conflicto de interés. En este apartado también se mencionara toda
relacién econémica o personal que pueda influir en la actuacién de editores y revisores.

Bibliografia: Se citaran sélo aquellos trabajos que tengan relacién con alguna secciéon del manuscrito.
Es responsabilidad de los autores la adecuada revisién bibliografica del conocimiento previo en el tema
de su investigacién. Los revisores consideraran especialmente que toda la bibliografia relevante ha
sido valorada. Preferiblemente, las comunicaciones y los datos no publicados no se citaran, sino que se

haré referencia a ellos en el texto.

Se utilizaran las abreviaturas de las revistas indicadas en la US National Library of Medicine para
Medline/PubMed. Cuando se trate de una revista no incluida en Medline/PubMed se pondra el nombre

completo de la revista, sin abreviar.
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La bibliografia se presentara segun el orden de aparicién en el texto del cuerpo del articulo, tablas o
figuras, con la correspondiente numeracion correlativa en caracteres arabigos. En los casos en que la

cita se coloque junto a un signo de puntuacioén, la cita precedera al signo.

En el texto, se deben indicar los nimeros de las citas que irdn compuestos en superindice y entre

paréntesis (ver plantillas para manuscritos).

El formato y estilo de citacién debe sequir rigurosamente las recomendaciones de uniformidad para
manuscritos enviados a revistas biomédicas. Los ejemplos de citacién pueden consultarse

en: https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

Siempre que sea posible se indicara, al final de la referencia bibliografica, el niumero DOI de la misma.

Tablas: incluirdn numeracion de la tabla con ndmeros arabigos, que se citara en el texto en orden
correlativo; titulo de la tabla en la parte superior y abreviaturas, siglas o explicaciones en la parte
inferior. Excepcionalmente, las tablas de gran tamafio podran ocupar mas de una hoja. El contenido
debera ser autoexplicativo y los datos que se incluyan no deben repetirse ni en el texto ni en otras
tablas o figuras.

Figuras: Las figuras incluiradn todo tipo de material no tabular, imégenes, (morfologia, algoritmos,
histogramas, graficas, etc.) y se citaran, mediante nimeros arébigos, en el texto en orden correlativo.
Se remitiradn con resolucién suficiente y alta calidad. Las leyendas o pies de figuras se escribiran
inmediatamente debajo de la figura, indicando el nimero que les corresponde en caracteres arabigos.
En el caso de fotografias de pacientes, estaran realizadas de forma que éstos no sean identificables. Se

presentaran, preferiblemente, en formato JPEG o PNG.

Cifras y fracciones decimales: Se recomienda el uso del punto como signo separador de los
decimales, aunque la coma sigue siendo igualmente vélida, de modo que puede escribirse tanto 10.5

como 10,5 para la cantidad de ‘diez y medio’.
Las cifras menores que la unidad deben tener un cero antes del separador decimal (Ej: 0.2y no.2).

El signo adecuado para facilitar la lectura de nimeros con mas de cuatro digitos es el espacio. Por
ejemplo: 30 000. No se recomiendan con esta funcion ni el punto (30.000) ni la coma (30,000).

Notas al pie / Notas al final: No se deben utilizar notas al pie o notas finales.

Anexos
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Si dispone de material suplementario que sea necesario para el entendimiento del trabajo a publicar,
elabore con él archivos independientes que se enviaran como archivos anexos.

Si se aporta material sujeto a copyright o que se necesite de previa autorizacién para su publicacién, se

deberd adjuntar las autorizaciones correspondientes como archivos anexos.

Si los autores lo estiman conveniente, pueden adjuntar las figuras y tablas también en archivos

independientes.

Aviso de derechos de autor/a
Aquellos autores/as que tengan publicaciones con esta revista, aceptan los términos siguientes:

a. Los autores/as conservaran sus derechos de autor y garantizaran a la revista el derecho de
primera publicacién de su obra, el cudl estard simultdneamente sujeto a la Licencia de
reconocimiento de Creative Commons 4.0 BY-NC-SA que permite a terceros compartir la obra
siempre que se indique su autor y su primera publicacion esta revista.

b. Los autores/as podran adoptar otros acuerdos de licencia no exclusiva de distribucion de la
version de la obra publicada (p. ej.: depositarla en un archivo telematico institucional o publicarla
en un volumen monografico) siempre que se indique la publicacién inicial en esta revista.

. Se permite y recomienda a los autores/as difundir su obra a través de Internet (p. e].: en archivos
teleméticos institucionales o en su pagina web) antes y durante el proceso de envio, lo cual
puede producir intercambios interesantes y aumentar las citas de la obra publicada. (Véase El
efecto del acceso abierto).

el

d. Los autores han respetado la politica de autoria de esta revista.

Declaracion de privacidad

Los nombres y direcciones de correo-e introducidos en esta revista se usaran exclusivamente para los
fines declarados por esta revista y no estaran disponibles para ningun otro propésito u otra persona.

Idioma
Espariol (Espafia)

English
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Enviar un articulo

Informacion

Para lectores/as
Para autores/as

Para bibliotecarios/as

S ]
Scientific Electronic Library Online

Nuamero actual
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