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Abstract

A methodology for concentrating viruses in water was used in a six month study to detect the
presence of enteroviruses in an area of Lake Maracaibo. Concentrated samples were inoculated in BGM,
MA-104 and VERO cell lines. The positive isolates for cytophatic effect were analyzed in order to
determine the heat stabilization of divalent cations and later identified using a neutralization technique
with LB-M serum. The samples analyzed proved 100% positive for enteroviruses. This indicates that
the area studied was highly contaminated. Twelve were identifled as poliovirus 2 and two as echovirus
21. Six of the samples gave results that to not correspond to any of the neutralizing combinations and
two Isolates did not neutralize any serum combination.
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Deteccion de virus en el Lago de Maracaibo

Resumen

Se adapt6 una metodologia para concentrar virus de agua y se estudié la presencia de enterovirus
durante sels meses en una zona del Lago de Maracalbo. Las muestras concentradas fueron inoculadas
en las lineas celulares BGM, MA-104 y VERO. Los aislamientos positivos para efecto citopatico (ECP)
fueron analizados para determinar la establlizacién al calor por cationes divalentes y posteriormente
identificados mediante la técnica de Neutralizacién usando los sueros LB-M. Las muestras analizadas
fueron 100% positivas para presencia de enterovirus. Se identificaron 12 aislamlentos como pollovirus
2 y dos como Echovirus 21, indicativo de una alta contaminacion de la zona estudiada. Seis de las
muestras dieron resultados que no correspondieron a ninguna de las combinaciones de neutralizacion
y dos aislamientos no neutralizaron ninguna combinacion de sueros.

Palabras claves: Virus, enterovirus, lagos, estuario, pollovirus, agua.

ellos los enterovirus: Pollovirus, Coxsackievirus
Grupo A (24 tipos) y B (6 tipos), Echovirus (34
tipos), Rotavirus y otros Reovirus, Adenovirus,

Introduccion

Las aguas de superficle que reciben des-

cargas urbanas son un peligro para la salud
publica debido a la presencia de microorganis-
mos patégenos, entre ellos virus, los cuales cau-
san variadas enfermedades que van desde Infec-
clones respiratorias y oculares suaves hasta dia-
rmea, conjuntivitis, gastroenteritis y hepatitis
[1,2,3]. Mas de 140 tipos de virus diferentes son
excretados en las heces de humanos [4]. Entre

Agente tipo Norwalk y el virus de la Hepatitis A
[5]. Aunque existen algunos factores involucra-
dos en la inactivacién de los virus tales como
temperatura, salinidad, radlacién solar y otros
[4,6-10], se ha comprobado la supervivencia de
estos microorganismos por periodos largos en
condiciones de laboratorio [11] y en el medio
ambiente [8,12]. La transmisiéon de virus, del
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agua al huésped susceptlible, puede ocurrir por
varlas vias: ingestion, contacto cuando se bana,
nada o rema [13-16].

A nivel mundial son numerosos los repor-
tes que confirman que las personas que nadan
en aguas contaminadas con descargas cloacales
sufren tasa de enfermedades gastrointestinales
significativamente mas altas que las personas
que no lo hacen o que realizan estas actividades
en aguas no contaminadas [14,15]. Esto debido
a que durante la nataclon se puede ingerir de 10
a 50 ml de agua. Los datos disponibles sugleren
que una sola dosis infecciosa de virus es capaz
de producir enfermedad en el hombre [9].

En la Region Zuliana, ubicada en el extre-
mo Nor-occldental de Venezuela, se encuentra el
Lago de Maracalbo, con una extensién de 12.013
Km?. El lago es una importante fuente de petro-
leo, de alimentos marinos y es usado para acti-
vidades recreaclonales por los habitantes de las
poblaciones ublcadas a su alrededor. Estas po-
blaciones, generan gran cantidad de aguas ne-
gras las cuales caen al lago. Debido a la impor-
tancia que tiene el Lago de Maracalbo, para la
region y el pais, se consideré oportuno la reali-
zacion de este trabajo con el fin de evaluar la
calidad virolégica de este reservorio.

Metodologia Experimental

Muestreo

Se tomo6 una muestra semanal durante un
periodo de seis meses (Febrero a Junio). Se
practicé el muestreo en una zona del lago de
Maracalbo ubicada en la Plaza del Buen Maestro
de la Ciludad de Maracalbo, mediante el uso de
un reclplente de 10 1 de capacidad el cual se
coloco a 2 mde la costa y a 30 cm de profundidad
aproximadamente. Las muestras fueron trans-
portadas inmediatamente sin refrigeracién al
Laboratorio de Virus de la Facultad Experimen-
tal de Clencias.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se clarificaron a través de
gasa estéril. Luego se flltraron usando un filtro
de 0.45 um (tipo cartucho de 25 cm de longitud,
de la serie Duo-fine de Filterite) y un filtro AP-20
(tipo membrana de 0.45 um de Millipore). Se

ajusto el pH a 3.5 con HCI 1N. Posteriormente la
muestra fue tratada con 10 ml de AICI3 1M y se
filtré a través de una serie de dos membranas
{Filterite de 3 y 0.45 um de poro y de 142 mm de
diametro). Se eluyeron los filtros con 25 ml de
extracto de carne al 3% que contenia 0.1 g de
glicina pH 9. La elucion se repitié dos veces. El
eluido se ajusté a pH neutro y se almacené a
-70°C hasta el momento de la inoculacion en
lineas celulares.

Sistemas celulares

Se utilizaron las sigulentes lineas celula-
res: rinén de mono Rhesus (MA-104), rinén de
mono Verde Africano (BGM) y células embriona-
rias de rinén de mono Verde Africano (VERO).

Multiplicacién y mantenimiento de
las lineas celulares

Las lineas celulares se multiplicaron me-
diante el empleo de cultivos celulares manteni-
dos en monocapas a las cuales se les descarto el
medio de cultivo y se lavaron por tres veces con
2 ml de solucion buffer de fosfato (PBS). Después
del lavado, se trataron con 2 ml de una mezcla
tripsina-verseno 0.25% (1:1 v/v) durante tres
minutos, hasta comprobar al microscopio la cai-
da de la monocapa. Una vez desprendidas las
células, se realizo el contaje celular en camara
de Neubauer y se resuspendi6 la suspension en
el medio de cultivo MEM (Difco, Detroit Michl-
gan) hasta lograr una concentracién de 250.000
células por ml. Se prepararon monocapas en
tubos agregando 2 ml de esta suspension a
tubos de vidrio de 150 x 13 mm, los cuales se
taparon e incubaron a 37°C en posicion inclina-
da. Al formarse las monocapas, se cambio el
medlo de crecimiento por medio de manteni-
miento (MEM con 2% de suero fetal).

Inoculacion de las muestras en
lineas celulares

Se siguio la metodologia descrita por Agba-
lika y col [17]. Las monocapas de células MA-
104, BGMy VERO, se lavaron dos veces con PBS
y se inocularon con 0.5 ml de las muestras. Las
muestras inoculadas en células MA-104 se tra-
taron previamente con tripsina 100 pug/ml en
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PBS justo antes de ser inoculadas. Las monoca-
pas se incubaron a 37°C por 7 y 14 dias. A cada
muestra se le hicleron dos pases confirmativos
en todos los sistemas celulares. Las positivas
para efecto citopatico (ECP) se guardaron a
-70°C.

Estabilizacion al calor por cationes
divalentes ’

A los cultivos congelados a -70°C (positivos
para ECP) se les realizé esta prueba sigulendo el
método descrito por Wallis y col [18].

Identificaciéon de los aislamientos

Las muestras positivas para efecto cltopa-
tico se titularon en células BGM segun la tecnica
de Reed y Muench [19] y se les realizo la prueba
de Neutralizacién con los sueros Lim-Beyesh-
Melnick (LBM) [20].

Resultados

La metodologia empleada permitié detectar
ECP en las 22 muestras de agua que fueron
inoculadas en las lineas celulares MA-104 y
BGM. En las células VERO sélo tres de las 22
presentaron este efecto. La prueba de establiliza-
cion al calor por cationes divalentes, resulté
positiva para todos los aislamientos. La prueba
de Neutralizacion detecté la presencia de 12
virus Polio 2 y dos Echovirus 21. Los resultados
obtenidos en sels de las muestras no correspon-
dleron a ninguna de las combinaciones de las
tablas de LB-M y dos aislamientos no neutrali-
zaron ninguna combinacién de sueros.(Tabla 1).

Discusion
Este estudio evaliia la presencia de virus
en aguas estuarinas en Venezuela. Los resulta-
dos demuestran contaminacién viral de las
aguas de la zona estudiada, dado que el 100%

de las muestras analizadas mostraron efecto
citopatico compatible con presencia de virus.

Algunos autores han comparado la eficien-
cia de diferentes lineas celulares para el aisla-
miento de virus de aguas negras [21-24] y se ha
reportado que no existe un sistema unico que
soporte el aislamiento de diferentes tipos de

virus. Con el fin de incrementar la probabilidad
de aislar virus entéricos humanos de muestras
ambientales, se ha sugerido utilizar al menos
dos dliferentes cultivos celulares, debido a la
variada capacidad que tienen los virus de mul-
tiplicarse en ellos [25]. En este trabajo se em-
plearon tres lineas celulares. La linea BGM es-
tablecida por Barron y col. [26], la cual es am-
pliamente recomendada por algunos investiga-
dores debido a su alta sensiblilidad para recobrar
virus de agua. [21,25]; esta linea se ha probado
para el aislamiento de virus entéricos humanos
de muestras de aguas negras, sedimentos y
mariscos [21]. Otra linea celular empleada, fue
la MA-104 propuesta para estudios de muestras
ambientales, por Agballka y col [17] debido a que
sus estudios demostraron que a pesar de que los
aislamientos en MA-104 son menores que en
BGM, esta linea permite la multiplicacion de
mayor numero de virus diferentes, es ademas
facil de manejar y resiste bien los efectos toxicos.
Nuestros resultados confirman la importancia
de estas dos lineas celulares para aislamientos
de virus de muestras amblentales. En cuanto a
la linea celular VERO, ésta se viene empleando
desde hace tiempo, pero en este trabajo, se
obtuvo un porcentaje muy bajo de aislamientos
virales (11%), por lo que no se recomienda su uso
para este tipo de muestras.

Los resultados demuestran que la metodo-
logia empleada permite no sélo la recuperacion
de poliovirus, sino también de echovirus 21.
También indica que esos virus estaban circulan-
do ampliamente en la poblacién en la época de
la toma de muestras [27]. Poliovirus 2 fue el
predominante, encontrandose en el 54 % de las
muestras. Los pollovirus son faciles de aislar
debido a que se replican en una variedad de
lineas celulares [9], por lo tanto son los que con
mayor frecuencia se detectan. Nuestro trabajo
confirma estos datos. La presencia de Pollovirus
2 en doce de las veintidos muestras podria ser
explicado como resultado de la campana de
vacunaciéon contra la poliomielitls que se hacia
en el pais. Su presencia pudo ser causante de
que otros virus no se expresaran ya que se ha
demostrado que cuando se encuentran cepas
vacunales, se hace dificll el aislamiento de otros
virus [25].
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Tabla 1
Efecto citopatico en lineas celulares y tipos de virus aislados
N? de muestra Lineas Celulares Tipo de Virus
MA-104 BGM VERO Alslado
1 + + POLIO 2
2 + + POLIO 2
3 + + + POLIO 2
4 + + = ECHO 21
5 + % - POLIO 2
6 + + = POLIO 2
7 + + - POLIO 2
8 + + & NI
9 + + - POLIO 2
10 + + - POLIO 2
11 + + - POLIO 2
12 + + - POLIO 2
13 + + - POLIO 2
14 + + - NI
15 + + - NI
16 + - - NI
17 - - - NI
18 + + - ECHO 21
19 + + - NI
20 + + = NI
21 - + - POLIO 2
22 + - - NI

NI: No identificados

El que sélo se hubiera alslado un virus por
muestra estudiada, se debl6 o a la metodologia
empleada para la concentracion de los virus o a
que la metodologia que se sigui6 para la siembra
de las muestras, inoculaciéon en tubo, permite
unicamente la multiplicacién de un tipo de virus
que puede ser el que esté en mayor concentra-
clon o el que se multiplique mas rapidamente en
el sistema empleado [25].

Los Echovirus son un poco menos faciles
de aislar por las técnicas convencionales [18] y
a eso se debe probablemente el que sélo se
hublera aislado en dos de las veintidés muestras
procesadas (9%).

Ocho de los ailslamientos no pudieron ser
identificados por los sueros de neutralizacion

empleados en este estudlo, lo cual significa que
no son probablemente enterovirus si no virus
entéricos: esto significa que otros virus ademas
de los ya mencionados, estaban presentes pero
no pudieron ser identificados por la técnicas
empleadas.

Existen diversos reportes [27-36] sobre als-
lamiento de virus de aguas superficiales que
reciben descargas de aguas negras, aun en pai-
ses en donde estas aguas son tratadas antes de
ser descargadas a los cuerpos de agua, encon-
trandose cominmente los virus poliovirus, cox-
sackievirus y echovirus.

Se hace necesario efercer una actitud vigi-
lante sobre la presencia de virus en este tipo de
agua, ya que estos microorganismos pueden ser
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causantes de graves problemas de salud publi-
ca, para aquellas personas que utllicen estas
aguas para sus actividades recreaclonales.

Conclusiones

1- Se demostro la presencla de virus, prin-
clpalmente enterovirus, en todas las muestras
procesadas durante un periodo de sels meses en
una zona del Lago de Maracalbo ubicada en la
plaza del Buen Maestro, indicativo de alta con-
taminacion de esta zona.

2- Se estandarizd una metodologia que
permite el aislamiento de virus de agua recrea-
clonales contaminadas con aguas negras.

3- Se comprobé la eficacla de las lineas
celulares MA-104 y BGM para el aislamiento de
virus de muestras ambientales.
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