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RESUMEN

La erradicacion de la poliomielitis mundialmente es una meta cercana y presupone la adopcion de estrategias efectivas y seguras.
Conocer cuanto tiempo pueden circular y permanecer en € ambiente las cepas de poliovirus derivadas de la vacuna oral de virus
atenuado, resulté esencial en la definicién de las medidas a asumir y fue el objetivo del presente trabajo. Se analizaron muestras
de heces fecales y aguas abafales, obtenidas semanalmente al finalizar la Campafia Nacional de Vacunacion Antipolio del afio
1998 en Cuba. Los virus se aislaron e identificaron mediante cultivo y pruebas de neutralizacién para la identificacion de
poliovirus, en el caso particular de las aguas abafiaes se empled ademés el método de la reaccién en cadena de la polimerasa. Se
trazaron las curvas de eliminacion en ambos medios y se concluy6 que la permanencia de los virus en el ambiente no sobrepasa
las 12 semanas posteriores a la inmunizacién con la vacuna oral de virus atenuado.

DeCS: POLIOMIELITIS/prevencion & control; CAMPANAS DE VACUNACION; AMBIENTE.

Lapoliomielitisesunaenfermedad aerradicar
en los primeros afos del nuevo milenio. Las
Organizaciones Mundial y Panamericana de la
Salud (OMS/OPS) se hallan enfrascadas en tal
propésito.t Ladisponibilidad de vacunas efectivas
para ser aplicadas a escala mundial, hace posible
la materializacion de este suefio, que es €l final
ideal paratodas |as enfermedades infecciosas que
azotan alahumanidad.

El virusdelapolio esun miembro delafamilia
Picornaviridae, género Enterovirus, e incluye 3
serotipos definibles clasicamente por pruebas de
neutralizacion como poliovirus 1,2y 3.

Latransmision del virussiguelaviadigestiva
y en este sistema ocurre la mayor multiplicacion
viral, que garantizalapropagacion delosvirusdesde
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este punto y por via axonal a sistema nervioso
central y células motoras del asta anterior del
corddn espinal, asi como la excrecién de nuevas
particulas infecciosas por las heces fecales.
Afortunadamente, se presentan masde 1 000 casos
de enfermedad inaparente por cada caso que
desarrolla pardlisis. Por otra parte, la obtencién,
produccién y aplicacion de vacunas virales
inactivadas (VIP) y vivas atenuadas ha causado
reduccion marcada de la incidencia de la
poliomidlitisentodo el mundo.? Hoy diaen muchos
paises (casi todos desarrollados) solo las cepas
vacunales con su consiguiente caracter atenuado
parecen circular, por 1o que han reemplazado a
poliovirus salvaje. No obstante, este virus sigue
produciendo pardisisagudaen 1 de cada 1 000 ni-
fios que nacen en paises subdesarrollados.



En Cubaseinicié lavacunacién antipolio por
viaora (VOP) en forma de campafias anuales en
1962, de modo que hasta el presente suman ya
39 campafias. La poblacion cubana menor de
50 afios posee una cobertura vacuna mayor que
90 % y no ha sido reportado ningun caso de
pardlisisinfantil por poliovirus salvaje desde que
se aplicala vacunacion. Esta haido acompaniada
siempre de un solido programa de vigilancia con
soporte delaboratorio (TejaJ, Ramirez A, Cordova
L, SantinM, Galindo M, MasP. Informe preliminar
del MINSAP para optar por el certificado de
erradicacion de la poliomidlitis en el continente
americano. MINSAP, Cuba, 1994.).

Dada toda esta serie de logros y teniendo en
cuenta gque la vacunacion con VOP en Cuba se
[levaacabo en un anico periodo del afio, de modo
gue no sejustificalacirculacion de virus en otra
€poca a menos que ocurra excrecion permanente
y persistenciaambiental, se decidi6 fueraCubael
modelo de estudio del tiempo de permanencia 'y
circulacion del poliovirusvacunal en el ambiente,
por parte del Comité de Expertos de OMS/OPS:

Suspender la administracion de VOP
globalmente después de la inmunizacién a la
poblacién infantil detodo el mundo por campafias
masivas, implica la acumulacion de susceptibles
gue se pueden poner en contacto con los virus
derivados de la vacuna (excretados por los
vacunados) presentes en el ambiente. Si aesto se
anade que las cepas de poliovirus vacunal al
replicarse en el tracto gastrointestinal y circular
entrelapoblaciéntienden arevertir a estado salvaje
de las cepas que las originaron,® cabe
preguntarse: ¢qué tiempo pueden permanecer entre
la pablacion y en e medio ambiente las cepas de
poliovirusvacunal apartir de que seinterrumpela
vacunacion? Dar respuesta a esa interrogante es
€l objetivo principal deestainvestigacion.

METODOS
UNIVERSODEESTUDIO

Estuvo conformado, de un lado, por los nifios
menores de 3 afios de 2 areas de salud de Ciudad

de La Habana, seleccionados por analisis
estadistico seguin su poblaciéninfantil, lacondicién
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de estar servidas estas &reas por un sistema de
alcantarillado Unico y accesible y la carencia
relativa de contaminantes ambientales. Por otra
parte, seincluyeron lasaguas albafia es de 2 puntos
de recogida por cada area de salud seleccionada.

DISENO

A partir de una semana después de concluida
la segunda vuelta de la Campafa Nacional
Antipolio de 1998, y durante 5 semanas, se
obtuvieron muestras de heces fecales de | os nifios
seleccionados. Este proceso se repitid 15 d mas
tarde y durante una semanay 1 mes después
durante otra, para un total de 673 muestras.
Coincidiendo con los periodos de recoleccion de
las heces fecales, se tomaron un total de 56
muestras de aguas albafiales, arazon de 1 L por
cada punto de recogida, 2 veces por semana, |0
que representd 8 L semanales de aguas negras.

Las muestras de heces fecales fueron
procesadas mediante una suspension a10 % (peso/
volumen) en medio esencia minimo con antibiético.
Se homogeneizaron y centrifugaron a 13 000 rpm
durante 10 min. Se mezclaron 900 pL del
sobrenadante con 100 pL de cloroformo y tras
unanuevacentrifugacion se extragjo €l sobrenadante
listo parainocular en los cultivos celulares.

En las aguas albanales se realizaron la
recuperacion y concentracion de virus segiin los
principiosgeneralesdel método descrito por Sobsey
y otros en 1987,* de tal forma que se obtuvo un
volumen final de 6 mL por cadalitro de agua.

L as muestras procesadas se inocularon en los
sistemascelularesparaaisd amiento: célulasdelinea
de rhabdomiosarcoma embrionario humano (RD)
atamente sensiblesal crecimiento deEnterovirus,®
y células de linea transfectada a partir de lalinea
L de ratén con el clon ADN (20B) del gen que
codifica para €l receptor humano para poliovirus
(L20b), sistema selectivamente permisivo para el
crecimiento de los poliovirus.® En cada caso se
inocularon por duplicado las muestras en ambos
sistemas celulares, seincubaron lostubosa 37 °C
y se observaron durante 10 d en busca de la
aparicién de efecto citopético (ECP).

Las muestras que causaron ECP en RD fueron
pasadas a L 20b y todas |as que mostraron ECP en
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L 20b se sometieron apruebade neutralizacion para
laidentificacion del poliovirus, previatitulacionvird
por micrométodo. En el caso especifico de las
muestras de aguas negras, se aplicd RCP tanto a
las positivas por cultivo celular como alatotalidad
de las muestras directamente, para esto se hizo
extraccion del ARN por el método del TRIZOL.
Los cebadores usados para la RCP fueron
cebadores degenerados, disefiados por Kilpatrick
y otros en 1998 e hibridan con sitios altamente
conservados dentro de la regién VP1 de los
poliovirus, lo que permitelaamplificacién de una
secuencia de 79 pb.”

RESULTADOS

Latablaindicael nimero de muestras de heces
fecalesy aguas albafial es recogidas cada semana,
los aislamientos de poliovirus encontrados y €l
porcentaje que estos representaron respecto del
numero total de muestras.

TABLA. Muestras de heces fecales y aguas negras analizadas
cada semana, cantidad y porcentaje de aislamientos positivos y
poliovirus

Semanas Heces fecales Aguas albafiales
No. Positivas No. Positivas
muestras % muestras %
1 100 26(26) 8 8(100)
2 92  22(23,9) 8 8(100)
3 100 30(30) 8 5(62,5)
4 93  25(26,9) 8 3(37,5)
5 91 12(13,2) 8 3(37,5)
8 104 0 8 1(12,5)
12 93 0 8 0
Total 673 115(17,1) 56 28(50)

La expresion gréfica de estos resultados
permite plantear las curvas de eliminacion en
ambos medios, segiin se muestra en la figura. Se
evidenciaunatendenciadescendentedelosniveles
de deteccidn desde la semana primera hasta la
guinta, y lainterrupcién delasidentificacionesen
heces fecales y aguas albafales a partir de las
semanas 8 y 12 respectivamente.

Puede apreciarse, y fue comprobado mediante
lapruebadediferenciade proporcionesaplicadaa
los datos, que existe una marcada diferencia

(estadisticamente significativaparap < 0,01) entre
los porcentajes de positividad calculados paralas
muestras de heces fecales y las de aguas negras.
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Fig. Curvas de eliminacién de poliovirus vacunal en heces fecales
y aguass abafiales, después de concluida la inmunizacién con la
vacuna oral de virus atenuado.

DISCUSION

Las curvas trazadas segun los porcentajes
semanales de positividad describen una brusca
caida, lo que concuerda con los reportes de otros
investigadores como Sabin y otros en 1960, Mas
y otros en 1975°y 1991-1992° y Poyri y otros en
1988, aunque | os disefios de sus investigaciones
no se concibieron con la finalidad de demostrar,
por medio de unamuestrarepresentativa, € tiempo
de permanencia y circulacién de las cepas de
poliovirusderivadas delavacunaen el ambientey
entre una poblacion con alta cobertura vacunal.

La muezca en la curva correspondiente alas
muestras de heces fecales por la diferencia entre
los porcentajes de aislamientos positivos en las
semanas 2 y 3, pudiera deberse a la excrecion
intermitente que se produce después de administrar
laVOP.

Ladiferencia en altura de las curvas obedece
aquelospromedios respectivos delos porcentajes
de positividad para heces fecales y aguas negras
son de 17,1 y 50 %. Esto es atribuible a que €l



agua abafa es 100 veces més sensible que las
heces fecales para detectar magnitud de nifios
excretores de virus (lo que significa
matematicamente que con 0,01 de individuo
excretando virus ya sera positiva una muestra de
aguas negras).?

En cuanto al tiempo, relativamente mayor, de
eliminacién de virus de las aguas negras con
respecto a las heces fecales, debe considerarse
que en las primeras convergeran los virus
eliminados por todalapoblaciony su permanencia
en ese medio no estaralimitadapor |os mecanismos
aclaradoresdevirusqueacttan a nivel deindividuo
como respuestade su sistemainmunitario, Sino por
condiciones ambiental es especificas de salinidad,
temperatura, acidez y contenido de sustancias
organicas e inorganicas.

SUMMARY

The erradication of poliomyelitis in the world is a goal that
requires the adoption of effective and safe strategies for its
attainment. Knowing how long the strains of poliovirus derived
from the ora attenuated virus vaccine may circulate and remain
in the environment was essential to define the measures to be
taken and was also the objective of our paper. Specimens of
stools and sewage water, which were weekly obtained at the end
of the National Polio Vaccination Campaign, in 1998, were
analyzed. Viruses were isolated and identified by culture and
neutralization tests for the identification of poliovirus. In the
particular case of the sewage water, it was also used the polymerase
chain reaction. The curves of elimination in both media were
drawn and it was concluded that the permanence of viruses in
the environment did not exceed the 12 weeks after the
immunization with the oral attenuated virus vaccine.

Subject headings: POLIOMYELITIS/prevention & control;
MASS VACCINATION; ENVIRONMENT.
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