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RESUMEN

Se report6 la valoracion de una novedosa tecnologia para la deteccion de enterovirus en aguas negras, basada en un método de
recuperacion viral que emplea el polietilenglicol como agente concentrador y el uso combinado del aislamiento viral y la
reaccion en cadena de la polimerasa, como técnicas de deteccion e identificacion viral. Se confirmé que el método dénrecuperaci
viral es de alta eficiencia pues permite recuperar la totalidad de virus presentes en las aguas negras, y preservardsu capacida
infectiva. Se demostré que la reaccion en cadena de polimerasa (RCP) es menos sensible que el cultivo celular para la deteccién
de enterovirus en aguas negras. También el método del isotiocianato de guanidina (GnTCN), cuyos componentes se pueden
preparar en el laboratorio, es posible utilizarlo como alternativa para la extraccion y purificacion de acidos nucleicos en
sustitucion del método comercial del TRIZOL, que es el recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud en estos casos.

Descriptores DeCS:AGUAS RESIDUALES/virologia; ENTEROVIRUS/aislamiento & purificacion; REACCION EN CADENA
POR POLIMERASA/métodos.

Poliomielitis anterior aguda o paralisis infantil antipoliomielitica oral de virus vivo atenuado (VOEpta
epidémica son los términos con que se ha denominado astrategia debe tener en consideracion: el tiempo de
la infeccion aguda de la neurona motora de la medulacirculacién y la permanencia en el medio ambiente del
espinal, que ha tenido como principales victimas a lospoliovirus vacunal, su regresion a variantes mas vi-
nifios. Los poliovirus son los agentes causales yrulentas y la rapida acumulacion de poblacién sus-
cualquiera de sus 3 serotipos puede provotarla. ceptible.

Como resultado del empleo de las vacunas, tanto  La deteccion de poliovirus vacunales en las aguas
inactivas como atenuadas, los casos de esta enfermedatgras puede brindar una informacion muy valiosa sobre
han disminuido considerablemente y en la actualidad ella circulacion de estos virus en la comunidad, ya que
poliovirus salvaje se encuentra circunscripto a zonascantidades abundantes de poliovirus son excretadas en
geograficas restringidds. las heces fecales de las personas inmunizadas. Las aguas

Por causa de estos progresos la Organizacidmegras y otros desechos fecales pueden actuar como un
Mundial de la Salud (OMS) se ha planteado para el afiovehiculo de infeccion con las cepas vacunales, a la
2000 la erradicacion del poliovirus salvaje, mediante lapoblacion susceptible que se acumula en los meses
inmunizacion en forma de programas mantenidos y diassiguientes a la suspension de la VOP.
nacionales de inmunizacion (camparias masivas). Unavez  Por estas razones, en el presente trabajo se propone
alcanzada la meta trazada serd necesario seguir una valoracion de una novedosa tecnologia para la
estrategia para suspender la administracion de la vacundeteccion de enterovirus (EV) en aguas negras.
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METODOS del receptor humano para poliovirus (L20B), en el rango
de pases del 30 al 46.
MUESTRA DE AGUAS NEGRAS
Como controles celulares se dej6é un tubo de cada

Una muestra de 1 L de aguas albariales fue colectadaistema sin inocular. Los cultivos se incubaron a 37 °Cy
de una alcantarilla accesible seleccionada en la localidace realiz6 la observacion diaria hasta detectarse el efecto
de Punta Brava en la ciudad de La Habana, donde neitopatico (ECP) caracteristico de enterovirus. La
existian contaminantes industriales que pudieranidentificacion de los aislamientos se realiz6 mediante la
inactivar los virus.Esta fue trasladada a 4 °C al RCP.
laboratorio de enterovirus del Instituto de Medicina
Tropical (IPK), donde se le adicionaron 0,4 mL de la
cepa de poliovirus vacunal Sabin 1 con un titulo AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
infectivo de 10TCID, /0,1 mL, previamente deter-

minado por el método descrito pdelnicky otros® Extraccion de &cido ribonucleico (ARN): Para la
obtencién del ARN viral de la muestra concentrada y de

cada una de las diluciones correspondientes se emplearon

RECUPERACION DEL VIRUS DE LAS AGUAS 2 metodologias.
NEGRAS
1. Método del isotiocianato de guanidina (GnTCN): Se

La recuperacion viral a partir de las aguas negras se realizé mediante el procedimiento empleado por
realizé con la metodologia descrita pShiehy otros® Lanciotti y otros?
De forma general el método consistié en una separaciér?- Método del TRIZOL: Se utilizé el método del TRIZOL
inicial de los sélidos contenidos en la muestra, que fueron LS Reagent comerciaBRL life thecnologigssegin
tratados 2 veces con extracto de carne a 3 %y cloroformo  las instrucciones del fabricante.
para eluir particulas virales asociadas con el material
organico. El material resultante de este tratamiento fue ~ RCP: Setomd L de sobrenadante de cultivo celular
unido con la muestra original y los virus fueron pre- 0deARN extraido, y se adicion6 a una mezcla de reaccion,
cipitados de esta solucién con cloruro de sodio 0,3N yPreparada en un volumen deil7que contenia 100 ng
polietilenglicol 6 000 a 8 %. Por tltimo, el sedimento fue de cada uno de los cebadores a utilizar (tabla 1), tampon
resuspendido con tampon fosfato salino (PBS) y extractode amplificacion 16 (tris HCI 67 mMy pH 8,8, NESO,

de carne a 3 % para obtener el virus concentrado en uf7 MM, EDTA 6uM, MgCl, 2 mM, 2-mercaptoetanol 1
volumen final de casi 6 mL. mM) y 100 mM de cada deoxinucleétido trifosfatado

Para determinar la cantidad de poliovirus recuperado(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Pharmacia Biotech). Cada

por este método se realizaron diluciones seriadas en badebo de reaccion se incubé durante 5 min a 95 °C en un
10 (10* - 10°) de la muestra concentrada con medio minimo blogue térmico lfioblock Francia) para provocar la
esencial (MEM) en un volumen de 5 mL y se sometieron liberacion del ARN viral. Al concluir esta incubacion los
a 2 métodos de deteccion viral: el aislamiento viral y latubos se cocaron inmediatamente en hielo y se
amplificacién de acidos nucleicos mediante la reaccignadicionaron 3RL de la mezcla de las enzimas que contenia
en cadenade la po|imerasa (RCP)_ 5 U de inhibidor de Rnasa (Promega), 1,66 U de
transcriptasa inversa AMV (Promega), 1,26 U de Taq ADN
Polimerasa (Promega). Los tubos fueron puestos en un
AISLAMIENTO VIRAL termociclador (PTC 100 TN#AJ Research, Inc. Watertown
Mass) a las tem-peraturas de 42 °C durante 20 min, para la

La muestra concentrada y cada una de las dilucionedranscripcion inversa, a lo que siguieron 30 ciclos con

correspondientes se inocularon por duplicado a razén déemperaturas de 95 °C por 45 s, 55 °C por45sy 70 °C
200 mL por tubo en 2 sistemas celulares. durante 45 s, por Ulti-mo, la mezcla de reaccion se dej6é

durante 5mina 70 °C.
. Células de linea de Rhabdomiosarcoma humano (RD)  Para la deteccion del producto amplificado se
en el rango de pases del 253 al 258. analizaron 10 mL de cada tubo de reaccion en una
- Células de linea derivadas de la transfeccion de la lineglectroforesis en gel de agarosaa 4 % con bromuro de
celular L de ratén con el clon de ADNc (20B) del gen etidio, a una concentracion final de 0,1-0,2 mg/mL.
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TABLA 1. Secuencia nucleotidica y posicién en el genoma de los cebadores

Caodigo Posicién Secuencia
EV/RCP-1 (584-603) 5’ACCGACGAATACCACTGTTA 3'
EV/RCP-2 (450-474) 5'CCTCCGGCCCCTGAATGCGGC TAAT 3'
Sabin 1/RCP-1 (2584-2601) 5'TCCACTGGCTTCAGTGTT 3'
Sabin 1/RCP-2 (2505-2523) 5’AGGTCAGATGCTTGAAAGC 3

EV/RCP1-2: Cebadores complementarios y paralelos que hibridan con sitios altamente conservados
dentro de la region 5’NTR del genoma de los enterovirus.

Sabin 1/RCP1-2: Cebadores complementarios y paralelos que permiten la amplificaciéon de
secuencias de la zona VP1 de la cepa vacunal Sabin 1.

TABLA 2. Resultados de los aislamientos y su identificacion por la obtencién de bandas de 154 pb con los cebadores EV/
RCP RCP-1y EV/RCP-2 en ambas lineas celulares. Se pudo
corroborar ademas que la cepa de Sabin 1 era la
EV/RCP-1  Sabin 1/RCP-1  responsable del ECP producido, por la obtencion de
Aislamiento  EV/RCP-2  Sabin 1I/RCP-2 handas de 97 pb en todas las diluciones con los cebadores

Diluci RD L20b RD L20b RD  L20b . . ;
rucones Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/RCP!Zn ambas lineas
Puro + + + + + + celulares (tabla 2).
10-1 + + + + + +
10-2 + + + + + + - <
10.3 N N N N N N AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
10-4 + + + + + +
Los resultados de la deteccion de poliovirus pre-

10-5 * oot * * sentes en la muestra de aguas albafiales mediante la RCP,
10-6 + + + + , ., , .

con el uso de los 2 métodos de extraccion de acidos

nucleicos se muestran a continuacion.
RESULTADOS

e GNnTCN-RCP: Se obtuvieron bandas de amplificacion
de 154 phhasta la dilucién 10 con los cebadores
AISLAMIENTO VIRAL EV/RCP-1yEV/RCP-2,y de 97 pb hasta la diluciért 10
L con los cebadores Sabin 1/RCP-1y Sabin 1/RCP-2
Se obtuvo ECP hasta la dilucién®@anto en las (fig. 1A).

células RD como en las L20B. Al identificar estos « TRIZOL-RCP: Se obtuvieron fragmentos amplificados hasta
aislamientos mediante la RCP se pudo demostrar la |a dilucién 10! para los cebadores de Rotbart y hasta la
presencia de agentes virales del género enterovirus, por dilucién 1@ para los cebadores de Yang (fig. 1B).

MP 12 3 45 6 NR MP 12 3 45 6 NR

154

Leyenda M: Patrén de peso molecular; P: productos
de amplificacion de la muestra concentrada; 1, 2, 3, 4,
5, 6: productos de amplificacién de las diluciones en
base 10 (10 - 10%) de la muestra concentrada

respectivamente: N: control celular; R: control de
reactivos.

Fig.1. Eficiencia del método de concentracion viral 87
partir de aguas negras mediante la RCP. Parte superior
de la figura, con el uso los cebadores EV/RCP-1 y
EV/RCP-2 y parte inferior, utilizando los cebadores
Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/RCP-2. A: Método del
GnTCN-RCP. B: Método del TRIZOL-RCP. A B

XX
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DISCUSION RCP con cebadores universales del género EV y
cebadores especificos a la cepa Sabin 1. Los resultados
Han pasado més de 45 afios desde que se iniciarode estos ensayos coincidieron con los obtenidos en
los primeros estudios intensivos sobre la presencia dembas lineas celulares y permitieron afirmar que la
virus entéricos humanos en el aguiuchos estudios  presencia de la cepa de Sabin 1 en la muestra de aguas
en aguas negras han demostrado la prevalencia estacionaégras concentrada era la responsable de los ECP
de los poliovirus, fundamentalmente en épocas de lluviaobtenidos, tanto en las células RD como las L20B.
y su persistencia en este medio por algunos meses. En  De esta forma se demostré6 que el método de
estos estudios se han usado distintos métodos queecuperacion de virus a partir de las aguas albafiales es
permiten concentrar los virus a partir de las muestras daltamente eficiente, pues brinda la posibilidad de recuperar
agua como son la adsorcién directa, floculacion fisico- la totalidad de virus en la muestra y preservar su capacidad
guimica directa, hidroextraccidn, ultrafiltracion y infectiva. Estos resultados tienen una extraordinaria
separacion en 2 fas€s. importancia pues numerosos estudios que utilizan los
En Cuba, en particular, se han efectuado enterovirus como modelos, han demostrado que el
investigaciones que indican de forma aproximada el tiempatratamiento de las aguas negras no siempre es efectivo, y
de permanencia y circulacién del poliovirus en la en muchos casos se obtiene una reduccién de la
poblacion; no obstante, no se ha definido con exactitudconcentracion de virus.
el tiempo de circulacion y permanencia en el medio Al aplicar la RCP como método de deteccion de virus
ambiente:* Estos estudios se han basado en la blsqueddirectamente en las aguas negras, se obtuvieron
de dichos agentes en aguas negras mediante el métodesultados que no estdn en correspondencia con los que
de adsorcion-elucién con sales de calcio, seguido dedeben esperarse al relacionar la sensibilidad del siStema
aislamiento en células VE€rp MRC-5 e identificacion y los resultados del aislamiento. Esta diferencia puede
con sueros hiperinmunes a poliovitis. ser por causa de la presencia en las aguas negras de una
Para estudiar el comportamiento de los poliovirus gran cantidad de inhibidores de la amplificacién, entre
vacunales en el ambiente, en el presente trabajo sés que se pueden citar: compuestos organicos y fendlicos,
propuso la valoracion de una novedosa tecnologia basadaetales pesados, urea y extractos bacteridtfogue
en un método de recuperacion viral, con el empleo delpueden actuar en uno 0 mas pasos esenciales de la
polietilenglicol como agente concentrador y el uso reaccién de amplificacién, ya sea al provocar interferencia
combinado del aislamiento viral y la RCP como técnicascon la extraccion de acidos nucleicos, degradarlos o
de deteccion e identificacion viral. impedir la actividad de las enzimas necesarias para la
Se evaluo la eficiencia del método de recuperaciénreaccion’’
viral mediante la determinacion de la cantidad de poliovirus Aunque se aplicaron 2 métodos de extraccion de
recuperado a partir de 1 L de aguas negras con unacidos nucleicos que usan reactivos potentes inhibidores
cantidad conocida de virus. de las Rnasa&s| método de recuperacion viral no elimina
El aislamiento se realiz6 mediante las células RD y untodos los inhibidores de la amplificacion, lo que trae como
nuevo sistema celular, las células L20B, que son altamenteonsecuencia los niveles tan bajos de deteccién viral
especificas para poliovirus. Los resultados obtenidos erencontrados en la RCP con respecto al aislamiento viral.
las células RD indicaron que agentes virales del génerdeste resultado esta en correspondencia con el de otros
enterovirus son responsables de los ECP obtenidos einvestigadores si se tiene en cuenta que la presencia de
cada una de las diluciones. Sin embargo, las células RDnhibidores de la RCP es un hecho frecuente, encontrado
permitieron la multiplicacién de un amplio nimero de en la mayoria de los métodos de recuperacion viral a partir
enterovirus presentes en las aguas albafiales, por lo qu#e aguas negras reportados en la liter&ttira.
los ECP en este sistema celular no representaron la  Es de destacar que con ambos métodos de extraccion
presencia de poliovirus en la muestra. de acidos nucleicos se obtuvieron resultados similares.
Por otro lado, el resultado obtenido con las célulasEsto es de gran importancia pues permite que el método
L20B permitio plantear que la presencia de poliovirus endel GnTCN, cuyos componentes se pueden preparar en
la muestra concentrada era la responsable de los efectas laboratorio, se pueda utilizar como alternativa para la
obtenidos en cada una de las diluciones, pues las célulasxtraccion y purificacién de acidos nucleicos a partir de
L20B expresan el receptor humano para poliovirus y pormuestras de aguas negras, en sustituciéon del método
tanto son susceptibles sdlo a la infeccion por esoscomercial del TRIZOL que es el recomendado por la OMS
agentes. en estos casos. La diferencia en los limites de deteccion
Para corroborar estos hallazgos se procedio a laa| utilizar los cebadores Sabin 1y EV puede ser explicada
identificacion de los aislamientos mediante el sistema depor la sensibilidad reportada para cada ‘d#o.
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