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RESUMEN

Objetivos Implementar un método para la vigilancia ambiental de poliovirus
circulante a partir de aguas residuales.

Métodos Se colectaron 6 muestras de aguas residuales en los sitios finales
de descarga del acueducto de Armenia, Quindio. Los virus fueron concen-
trados y extraidos por un método que usa el polietilenglicol y cloruro de so-
dio como agentes concentradores. La identificacion de poliovirus se realizo
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa empleando ce-
badores especificos de grupo, de serotipo y de cepa vacunal sabin.
Resultados Se demostrd la eficiencia de los métodos de deteccion viral
empleados. Se encontrd la presencia de poliovirus en 5 de las 6 (83 %)
muestras colectadas. La identificacion serotipo-especifica reveld la presen-
cia de poliovirus tipo 1y 3 en las muestras estudiadas. Todos los poliovirus
detectados resultaron ser del tipo vacunal lo cual aporta una evidencia mads
a favor de la no circulacién de poliovirus salvaje en la regidn.

Conclusion El sistema de vigilancia a partir de aguas residuales puede ser
una herramienta sensible para la deteccion de la circulacion de poliovirus.

Palabras Clave: Aguas residuales, reaccion en cadena de la polimerasa,
poliovirus, Colombia (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT
Detecting poliovirus in wastewater from Armenia, Colombia
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Objectives Implementing environmental surveillance for poliovirus circulat-
ing from wastewater.

Methods Six wastewater samples were collected from each final site within
a wastewater collection system in Armenia, Quindio. Virus was extracted
and concentrated by a method using polyethylenglycol and sodium chloride
as concentrating agent. Polioviruses were identified by polymerase chain re-
action assay with group-specific, serotype-specific and Sabin vaccine-spe-
cific primers.

Results It was confirmed that the viral detection method is highly efficient.
Poliovirus was detected in 5 of 6 (83%) samples collected. Serotype-specific
identification revealed the presence of type 1 and type 3 polioviruses in the
samples. All of them were of the vaccine type, which provided evidence re-
garding the non-circulation of wild poliovirus in the country.

Conclusion Wastewater surveillance can be a sensitive tool for detecting
poliovirus circulation.

Key Words: Sewage, polymerase chain reaction, poliovirus, Colombia
(source: MeSH, NLM).

a poliomielitis es una enfermedad causada por los 3 serotipos del vi-

rus de la polio, considerados estos como los virus prototipos del gé-

nero enterovirus. Afecta fundamentalmente a los nifios menores de 5
afios de edad y dentro de sus manifestaciones clinicas mds graves se en—
cuentra la parilisis, la cual tiende a persistir por toda la vida (1). La intensa
batalla por su erradicacion condujo a la valiosa obtenci6én, produccién y
aplicacion de vacunas virales inactivadas y vivas atenuadas, que redujeron
marcadamente la incidencia de poliomielitis en todo el mundo (2). En 1988,
la Organizacién Mundial de la Salud se propuso la tarea de erradicar la po-
liomielitis. Desde entonces, la iniciativa para la erradicacion de la polio ha
reportado un drastico progreso en la disminucion de la incidencia de esta en-
fermedad, confinandose el poliovirus salvaje a la region del Sudeste Asiatico
y algunos paises Africanos (3).

En 1994 la region de las Américas y todo el hemisferio Occidental reci-
bié la certificacién de estar libre de poliovirus salvaje. Actualmente, sélo las
cepas vacinales con su consiguiente caracter atenuado parecen circular en
estas regiones reemplazando al poliovirus salvaje. Sin embargo, se conoce
que las cepas de poliovirus vacunal al replicarse en el tracto intestinal y cir-
cular en la poblacién tienden a revertir a las cepas salvajes que les dieron
origen. De esta forma podrian producirse brotes epidémicos de la enferme-
dad producido por cepas "modificadas" originadas de las vacunales que cir-
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culan en una poblacién susceptible que se haya acumulado producto de las
bajas coberturas de inmunidad (4).

Recientemente ha sido demostrado que los virus derivados de la vacuna
han circulado en una forma virulenta y han causado epidemias de poliomie-
litis en paises como Republica Dominicana (5) y Haiti (6), Filipinas (7) y
Madagascar (8). Estos hallazgos apuntan hacia la necesidad de reforzar la
vigilancia ambiental de la circulacién de poliovirus pues la deteccién tem-
prana de poliovirus derivados de la vacuna es critica para lograr una res—
puesta efectiva a estos brotes ; en Latinoamérica a excepcién de Cuba no se
han reportado a la fecha estudios de vigilancia ambiental de poliovirus en
aguas residuales. La deteccién de poliovirus en las aguas residuales puede
brindar una informacién muy valiosa sobre la circulacién de estos virus en la
comunidad ya que cantidades abundantes de poliovirus son excretadas en las
heces fecales de las personas inmunizadas y las aguas residuales pueden ac-
tuar como un vehiculo de infeccion con las cepas vacunales (9).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Esta ubicada en la zona urbana del municipio de Armenia, Departamento del
Quindio - Colombia, con las siguientes caracteristicas:

Area: 236,2 Kms®

Poblacion: 350.000 habitantes segtn el censo de 1993.
Clima: Medio himedo.

Altura: 1200 a 2000 metros sobre el nivel del mar
Epoca de lluvias: Marzo a Mayo y Septiembre a Noviembre
Epoca de verano: Junio a Agosto y Diciembre a Febrero.
Temperatura: 18a24°C

Zona de Vida: Bosque muy himedo premontano (bmh-PM)
Precipitacién promedio:2 000 a 4 000 milimetros aiio

Humedad relativa: 80 %

Muestra

Se colectaron 6 muestras de aguas residuales a razén de 1 litro por cada
punto de recogida los cuales fueron seleccionados en los sitios finales de
descarga del alcantarillado de Armenia. Los puntos de muestreo correspon—
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dieron a las microcuencas de Hojas Anchas, Rio Quindio, La Aldana San
Nicolds, La Aldana, La Florida, y Paujil. El periodo de recoleccién de las
muestras estuvo comprendido entre el 20 de agosto y el 3 de septiembre del
2005. A cada una de las muestras se le realiz6 determinacion de pH, turbie-
dad, sélidos suspendidos totales, coliformes totales, coliformes fecales y
concentracién de oxigeno.

Se colectaron ademas dos muestras de 1 litro de agua cada una en el
punto de nacimiento de la quebrada La Aldana donde no existe la posibilidad
de circulacién de poliovirus. Como control positivo a una de ellas se le adi-
cioné 1 mL de la vacuna oral trivalente de poliovirus atenuado (OPV, Po-
lioral™, Chiron/Vaccines™). La otra muestra fue empleada como control
negativo.

Recuperacién de virus de aguas residuales

La recuperacién y concentracién de virus en aguas residuales e realizé segiin
los principios generales del método descrito por Sobsey (10,11). De manera
general este método consiste en una separacion inicial de los sélidos conte-
nidos en la muestra, tratados dos veces con extracto de carne a 3 % y cloro-
formo para eluir particulas virales asociadas con material organico. El mate-
rial obtenido de este tratamiento se uni6é con la muestra original y los virus
fueron precipitados de esta solucién con cloruro de sodio 0,3 N y polietilen-
glicol al 8 %. Por iiltimo, el sedimento fue resuspendido con tampén fosfato
salino (PBS) y extracto de carne a 3% para obtener el virus concentrado en
un volumen final de 6 ml.

Oligonuclestidos sintéticos (cebadores)

Se emplearon 3 juegos de cebadores:

a. Cebadores especificos del grupo de los poliovirus (Pan PV) que
permiten la amplificacion de una secuencia de 79 pares de bases
(pb) comiin los 3 serotipos de poliovirus (12).

b. Cebadores especificos de serotipo (PV) que permiten la
amplificacion de una secuencia de 70, 79 y 140 pb de las cepas
tanto vacunales como salvajes de los serotipos de poliovirus 1, 2
y 3 respectivamente (13).

c. Cebadores especificos de las cepas vacunales (Sabin) que permi-
ten la amplificacién de una secuencia de 97 pb, 71 pb, y 44 pb
de la cepa vacunal Sabin 1, Sabin 2 y Sabin 3 respectivamente,
excluyendo la amplificacién cruzada con genotipos de poliovirus
salvajes (14).
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Extraccién de Acidos Nucleicos

La extraccién de Acido Ribonucleico (ARN) a partir de las muestra de aguas
residuales concentrada se realizé6 empleando el estuche comercial Nucleos—
pin® Virus kit BD Biosciences siguiendo las instrucciones del fabricante.

Amplificacion de Acidos Nucleicos

La Reverso Transcripcion y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-
RCP) se realizaron siguiendo los principios generales del método aplicado
por Kilpatrick (12). Se tomaron cada uno de los cebadores se adicionaron a
una mezcla de reaccién, preparada en un volumen de 50 pL, que contenia
tampén de amplificacion 10X (tris HCl 67 mM y pH 8,8, NH4SO4 17 mM,
EDTA 6 pM, MgCl2 2mM, 2-mercaptoetanol, ImM), 100 pM de cada deo-
xinucleodtido trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 5 Uds de inhibidor de
Rnasa, 16 Uds de Transcriptasa Inversa AMV, 1,26 Uds de Taq ADN Poli-
merasa. A cada tubo de reaccién se le aiadié 5 pL. de ARN previamente ex—
traido.

Los tubos fueron puestos en un termociclador (M]J Research, PTC100 ®)
a las temperaturas de 42°C durante 20 minutos (min), para la transcripcién
inversa, a lo que siguieron 30 ciclos con temperaturas de 95°C por 45 segun-
dos (s), 42°C por 45s y 60°C durante 45s, finalmente la mezcla de reaccién
se dej6 durante 5 min a 60°C.

Para la deteccién del producto amplificado se tomaron 10 pL del pro-
ducto de la RT-RCP a los que se afiadieron 2 pL de tampén para muestra
de electroforesis (azul de bromofenol al 0,2 %, xilene-cianol al 0,2 % y sa-
carosa al 40 %). La mezcla se someti6é a corrida electroforética en gel de
poliacrilamida (acrilamida-NN’ metilenbisacrilamida 30:1) no desnaturali-
zante al 15 % en TBE (Tris-Borato 0,09 M, EDTA 2 mM) 1x PH 8, a 10
Vicm durante 2 horas. Terminada la corrida, el gel se tiii6 con solucién
acuosa de bromuro de etidio a 5 pg/mL por 5 min y se lavé 2 veces con agua
destilada. Las bandas de ADN fluorescentes se visualizaron en un transilu-
minador de luz ultravioleta. En cada corrida se utilizé el marcador de peso

molecular DNA leader (DNA ladder INVITROGEN ®).

Para la disminucion de los riesgos de contaminacién en cada ensayo se
asumi6 un grupo de medidas semejantes a las descritas por Kitchin y Boot-
man (15).
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RESULTADOS

Los diferentes parametros medidos en las aguas colectadas se muestran en la
Tabla 1. Los resultados de la deteccién de poliovirus presentes en las mues—
tras de aguas residuales estudiadas mediante RT-RCP se muestran en la
Tabla 2 y se resumen a continuacion:

Tabla 1. Pardmetros medidos en cada microcuenca del municipio de Armenia
(punto de muestreo). Agosto de 2005

Pardmetros

Microcuena e p p
X Sdlidos Coliformes  Coliformes .
pH Turbiedad suspend. totales fecales Ob* DQO DBO
totcles *k dkk

el 7.00 28UNT 18 >24X107 >24X107 26 87 79
Anchas
Rio Quindio 7.0 7 UNT 10 >24X10 5 >24X10 5 6.1 23 13
';’NA'd“”“' 6.80 14 UNT 15 >24X10 6 11X106 5.1 109 39
LaAldana 696 82UNT 58 524X 107 >24X107 3.0 222 217
LaFlorida  7.10 11 UNT 17 >24X10 6 11X108 7.1 46 29
Pauijil 705 4 UNT  <LD 4 40000 30000 67 12 <LD?

Fuente: Subdireccion de Calidad Ambiental. Laboratorio de Aguas. Corporacion Auténoma Regional del
Quindio. Colombia. *Demanda de Oxigeno; **Demanda Quimica de Oxigeno; ***Demanda Bioquimica de
Oxigeno; LIMITE DE DETECCION:  3LD=5,7mg/l02 4 LD=6,8 mg/lt

Tabla 2. Identificacion de poliovirus en las aguas residuales empleando cebadores
de grupo (Pan PV), especificos de serotipo (PV) y de cepas vacunales (Sabin).

No Localidad Grupo  Serotipo 1 Serotipo 2 Serotipo 3
Pan PV1  Sabin PV2  Sabin PV3  Sabin
PV 1 2 3

1 Hojas Anchas + + + = = - -

2 Rio Quindio + + + - - + +

3 La Aldana-S.N - - = = - - _

4 La Aldana + - - - - + +

5 La Florida + + + = = - -

6 Pauhil + + + - - - -

Control

Pc(:gitriSo Universidad + + + + + + +

Control

ontro Universidad - - - - - - -

Negativo
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e Se comprobd la eficiencia de los métodos de deteccion viral emplea-
dos al obtenerse resultados positivos con todos los juegos de cebado-
res en la muestra control positivo.

¢ Se obtuvieron bandas de amplificacion de 79 pb con los cebadores
especificos del grupo de poliovirus en el 83 % (5/6) de las muestras
procesadas.

¢ Se identificaron en total cuatro poliovirus tipo 1 y dos poliovirus
tipo 3. En una de las 5 muestras que resultaron positivas a poliovirus
se identifico la presencia de mezcla de los serotipos 1 y 3. No se en-
contrd poliovirus tipo 2 en ninguna de las muestras estudiadas.

¢ Todos los poliovirus encontrados resultaron ser del tipo vacunal.

DISCUSION

Para estudiar el comportamiento de los poliovirus en el ambiente, en el pre-
sente trabajo se utiliz6 un método de deteccion viral a partir de aguas resi-
duales y la identificacién viral mediante reaccién en cadena de la polime-
rasa.

Para realizar este estudio seleccionamos el municipio de Armenia, Quin—
dio pues este cuenta con una cobertura del 95 % en vacunacién con OPV,
mediante el empleo de programas mantenidos de inmunizacién durante todo
el afo. Cada nifio recibe una primera dosis al nacimiento (dosis cero), y
luego tres dosis que se inicia a los dos meses de edad con intervalos minimos
de 4 semanas (cuatro dosis en el afio). Posteriormente a los 18 meses reci—
ben una quinta dosis después de un afio de la iltima dosis y refuerzo a los
cinco afios. Como resultado de la aplicacion de este sistema de vacunacién
los poliovirus vacunales deben circular durante todo el afio en la comunidad.

El periodo de recoleccién de las muestras estuvo enmarcado en la se-
gunda quincena del mes de agosto por corresponder al periodo seco en la
localidad de Armenia. De esta forma se aumenta la posibilidad de deteccién
de poliovirus en las aguas residuales al evitar la dilucién de las mismas con
las agua provenientes de los periodos de lluvia.

Para evaluar el método de recuperacion viral empleamos como control
positivo una muestra de agua a la cual le adicionamos la vacuna trivalente de
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poliovirus vivo atenuado que se emplea de rutina en el pais. Con los resulta-
dos obtenidos demostramos que los métodos empleados para el estudio de
las aguas brindan la posibilidad de recuperar y detectar poliovirus presentes
en la muestra, lo que constituye una valiosa herramienta en la vigilancia
ambiental.

La deteccion de poliovirus en 5 de las 6 (83 %) aguas estudiadas indica
que el sistema de vigilancia a partir de las aguas residuales puede ser un
método sensible para la deteccién de la circulacién de poliovirus. Los valo-
res obtenidos de los parimetros medidos en cada uno de los puntos de
muestreo proporcionan condiciones favorables para la circulacion de virus y
reducen la posibilidad de inhibicién de la deteccién viral por condiciones
ambientales especificas adversas. Sin embargo, el punto donde no se detecté
circulacién poliovirus recibe residuos de hidrocarburos de una estacién de
gasolina y por tanto la posible presencia en las aguas de compuestos organi-
cos y fendlicos, metales pesados, y otras sustancias inorganicas provenientes
de esta fuente de contaminacion pudieron haber provocado interferencia en
la extraccion de ARN, degradarlos o impedir la actividad de las enzimas ne-
cesarias para la deteccion de genomas virales en la muestra (16,17).

Estudios previos en Cuba empleando métodos similares a los nuestros re-
portaron presencia de poliovirus en el 100 % de las aguas residuales estudia—
das. Sin embargo, hay que sefialar que estos porcentajes se obtuvieron a las 3
y 4 semanas después de concluida las campaifias de vacunacion masiva con
OPYV que se realizan en Cuba (9). Como resultado de las campaiias masivas
de inmunizacion circulan en corto tiempo una gran cantidad de poliovirus en
el ambiente y por tanto los niveles de circulacién de poliovirus en el mo-
mento en que se realizé el estudio en Cuba son mayores que los que puedan
existir en Colombia donde la vacunacién no es en campaiias masivas. Te—
niendo en cuenta esta diferencia en los niveles de circulacién los resultados
de nuestro estudio sustentan la alta sensibilidad del método de deteccién vi-
ral a partir de aguas residuales para monitorear la circulacién de poliovirus.
Esta afirmacién es atribuible al hecho de que en las aguas residuales conver-
gen los virus eliminados por las heces fecales de toda la poblacién lo que ha
permitido estimar que las aguas residuales son 100 veces mas sensibles que
las heces fecales para detectar excrecion de virus (18).

La identificacién y diferenciacién intratipica de los poliovirus detectados
mediante RT-RCP demostraron el caracter vacunal de los poliovirus circu-
lantes, lo cual constituye un fuerte argumento a favor de la no circulacién de
poliovirus salvajes en la region. Se conoce que los aislamientos asociados
con la vacunacion pueden diferir marcadamente de la cepa parental, debido a
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que el paso y multiplicacion en el intestino puede provocar frecuentes cam-
bios genéticos y antigénicos (19, 20, 21, 22). Sin embargo, los cambios ge-
néticos que puedan surgir como resultado de la replicacién natural de los
poliovirus vacunales no interfieren con la adecuada identificacién con los
cebadores empleados, debido a la internalizacién de la zona escogida. Por
tanto, para conocer la variacion mutacional de los poliovirus detectados y la
posible circulacién de poliovirus derivados de la vacuna en la comunidad
recomendamos en futuros estudios intentar el aislamiento viral a partir de las
aguas residuales y realizar la caracterizacién genética mediante secuencia-
cién de zonas seleccionadas de la region de las proteinas estructurales de los
poliovirus aislados.

Es interesante sefialar que los poliovirus detectados correspondieron a los
serotipos 1 y 3 y no se identificaron poliovirus tipo 2. Una explicaciéon a
este fendmeno podria estar en relacién con la formulacién de la vacuna que
se administra que es de 1 000 000, 100 000 y 600 000 unidades (DICC 50)
para los poliovirus tipo 1, 2 y 3 respectivamente, con lo cual la concentra—
cion para el poliovirus 2 es baja y por ende predomina la excreciéon de los se—
rotipos 1y 3.

En conclusién nuestros hallazgos indican la alta sensibilidad del sistema
de vigilancia a partir de las aguas residuales para la deteccién de poliovirus,
lo que permite considerar a las aguas residuales como una importante herra—
mienta a emplear en las dreas del pais en las cuales la vigilancia de las para-
lisis flaccidas es insuficiente o de mala calidad. Es significativo sefialar que
con el sistema de vigilancia actual no se han reportado casos de parilisis
flaccida en los dltimos afios.

A pesar de que el municipio estudiado tiene coberturas altas de inmuni-
zacién, en Colombia las coberturas de vacunacién en los iltimos 9 afios han
tenido una disminucién importante sin lograr coberturas itiles, definidas
como porcentajes por biolégico iguales o superiores al 95 % (23). En el
anilisis de dreas de riesgo para polio, se ha encontrado que al mes de julio
del 2003, de los 1115 municipios del pais solamente 256 (22,9 %) tienen co-
berturas itiles de vacunacién con OPV, pero hay 528 (47,3 %) municipios
en riesgo y 331 (29,6 %) criticos. En el caso de que poliovirus derivados de
la vacuna estén presentes en la region estos indicadores constituyen un
riesgo para que se produzcan brotes por estos agentes. De esta manera el
método propuesto en este trabajo se convertiria en la dnica herramienta dtil
para conocer las caracteristicas de los poliovirus circulantes y de esta forma
poder evitar el riesgo de futuras epidemias =
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