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Abstract.- In Chile, water sanitary quality is determined by
the concentration of fecal indicator bacteria. However,
numerous investigations have shown that achieving minimum
fecal coliform standards do not predict viral contamination,
such as enteric viruses. Enteroviruses are microorganisms
causing several infections and massive outbreaks of illness
which represent a serious risk for public health. In the present
study, performed during 2001-2003 in Valparaiso, central Chile,
natural water samples were collected from five streams and

processed for enterovirus detection by tissue culture and reverse
transcription (RT) associated to polymerase chain reaction
(PCR). None enterovirus was found in any of the natural stream
waters. Simulation of an infection, in drinking water and water
from one stream was used to check RT-PCR detection of
enterovirus.
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Introducción
El agua es un recurso natural, único y escaso, esencial
para la vida e indispensable para el hombre. La calidad
del agua tiene directa relación con la salud de las
personas. Su mal o indiscriminado uso puede provocar
la contaminación del recurso con el consecuente deterioro
de la calidad de los demás recursos naturales. El control
de la presencia de los virus entéricos en las aguas del
medio ambiente, comenzó en la década de 1940 con la
finalidad de vigilar la calidad microbiana y de dilucidar
las principales fuentes de contaminación de éstas  (Griffin
et al. 2001).

Los enterovirus (EVs) (género Enterovirus, familia
Picornaviridae) están entre los virus más comunes que
infectan a los seres humanos. La mayoría de estas
infecciones no presenta síntomas o bien origina cuadros
febriles o respiratorios suaves. Sin embargo, también
pueden producir una amplia variedad de enfermedades
clínicas, como conjuntivitis hemorrágica aguda,
meningitis aséptica, erupciones difusas, parálisis aguda
flácida y miocarditis (Fong & Lipp 2005). Debido a que se
multiplican en el tracto gastrointestinal, los individuos

infectados los excretan en altas concentraciones (105-1011

por gramo) en las heces y así a través de la descarga de
desechos pueden ser dispersados al ambiente acuático
(Abbaszadegan 2001).

Los virus entéricos son muy estables en el medio
ambiente, toleran el cloro proveniente del tratamiento de
aguas residuales (Keswick et al. 1984) y un amplio rango
de temperaturas y salinidades (Skraber et al. 2004), todo
lo cual facilita su supervivencia en el medio acuático. En
el agua, los virus generalmente son los patógenos con el
mayor grado de dilución y por ello requieren de métodos
de concentración para lograr su detección (Straub &
Chandler 2003). Por contraste, los moluscos son
contaminados con enterovirus más fácilmente (Vinatea
et al. 2006), debido a su modo de alimentación que filtra
y concentra el alimento y cuando son consumidos crudos
representan un alto riesgo para la salud de la población.

Los métodos para detectar enterovirus en muestras
ambientales son generalmente de dos tipos, aquellos
basados en la infectividad a cultivos celulares y las
técnicas moleculares. Estas muestras, en especial los lodos
urbanos, contienen numerosos compuestos orgánicos e
inorgánicos (ácidos húmico y fúlvico, polifenoles y
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metales pesados) que son tóxicos (Muller-Wegener 1988)
y producen lisis de los cultivos celulares e inhiben la
transcripción reversa (TR) y la reacción de la polimerasa
en cadena (RPC). Esto es especialmente importante en
las muestras ambientales de agua que se deben concentrar
para analizarlas y al hacerlo también se concentran
compuestos que pueden interferir en los procedimientos.
El propósito de este trabajo fue plantear la necesidad de
un control virológico en aguas naturales de Valparaíso,
Chile central, a través de la detección de virus entéricos,
usando las técnicas de cultivo celular y transcripción
reversa asociada a la reacción de la polimerasa en cadena
(TR-RPC). Este análisis se hace por primera vez en estos
cursos hídricos de Valparaíso y con ello se busca
contribuir a la vigilancia  de la contaminación ambiental
en aguas naturales de Chile.

Material y métodos
Áreas de muestreo

El estudio se desarrolló en Chile central (región de
Valparaíso), entre septiembre de 2001 y mayo de 2003
(Tabla 1). Se recolectó agua de los esteros Tunquén

(33º16’S; 71º39’W), Viña del Mar (33º1’S; 71º34’W),
Quilpué (33º1’S; 71º34’W), El Rosario (33º26’S; 71º40’W)
y Laguna Verde (33º6’S; 71º40’W). Las muestras de 10 L
de agua se envasaron en contenedores de vidrio de 5 L y
se transportaron al Laboratorio de Química Analítica de
la Facultad de Farmacia, de la Universidad de Valparaíso,
para ser procesadas. Previo al muestreo, los envases se
ambientaron con el agua del sector, para no modificar las
condiciones fisicoquímicas de ésta. Las muestras de agua
fueron analizadas en los siguientes aspectos:

Parámetros fisicoquímicos

El pH y la conductividad eléctrica se determinaron en
duplicado en cada sitio de muestreo. La dureza total,
sólidos totales y suspendidos se determinaron según
protocolo recomendado (INN 1996).

Determinación de metales

La determinación de Fe, Se, As, Zn, Pb, Cu y Cd se realizó
en un espectrómetro de Emisión Atómica con Plasma
Inductivamente Acoplado (ICP-OES) Optima 2000 DV,
Perkin Elmer.

Tabla 1

Muestras de agua recolectadas en distintas fechas y localidades en Chile central. Se indican (X) las
muestras tratadas con MgCl2 y/o Al(NO3)3 para la concentración de virus

Water samples collected in different dates and locations in central Chile. Samples
 treated with MgCl2 and/or Al(NO3)3 for virus concentration are indicated (X)
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Concentración de las muestras

A dos litros de cada muestra pre-filtrada (filtros de
borosilicato GS50 de 1,2 μm) se les agregó MgCl2 o
Al(NO3)3 (Tabla 1) de modo de alcanzar una
concentración final 0,05 M. Después se dejaron a 4ºC
con agitación por 24 h para luego filtrarlas (Millipore GS
de 0,22 μm de nitrato de celulosa).  Posteriormente  para
eluir los virus, cada  filtro se sumergió en 5 mL de una
solución de glicina 0,02 M a pH 10, con agitación
constante por 2 h. Luego de eliminar el filtro, se ajustó el
pH a 7,0 (Wallis et al. 1979). Estos eluidos se usaron
para inocular los diferentes cultivos celulares (4 mL) y
para las reacciones de TR-RPC (1 mL).

Cultivos celulares

Los cultivos celulares (Instituto de Salud Pública, sección
cultivos celulares) de células RD (rabdomiosarcoma),
Hep-2 (carcinoma laríngeo), Vero (fibroblastos de riñón
de mono) y L20B (células L recombinantes de ratón que
expresan el receptor para poliovirus humano) (Pipkin et
al. 1993) se hicieron crecer hasta confluencia en medio
mínimo esencial Eagle, conteniendo 10% suero fetal
bovino, 100 U mL-1 de penicilina y 100 μg mL-1 de
estreptomicina en frascos y/o tubos de cultivo celular.
Una vez alcanzada la confluencia, se mantuvieron en el
mismo medio, pero conteniendo sólo 2% suero fetal
bovino.

Inoculación de las muestras de agua concentrada a
cultivos celulares

La inoculación se realizó en tubos de cultivo, en
duplicado, en las cuatro líneas celulares mencionadas.
Se utilizó 0,5 mL de muestra por tubo y se observó la
evolución de los cultivos durante 15 días para observación
de efecto citopático (EC).

Virus Poliovacunal (Sabin)

Se usó un extracto de virus poliovacunal (vacuna
trivalente OPV), de concentración de 108 ufp mL-1

(unidades formadoras de placas por mL). Diluciones de
este extracto se inocularon a los cultivos de células RD,
Hep-2, Vero y L20B y se siguió la evolución por 15 días
(controles positivos). Los controles con EC positivo,
fueron procesados para inmunofluorescencia y
evidenciados con anticuerpo monoclonal específico para
enterovirus (Clon/Klon 5-D8/1 Dako). Para los controles
negativos, la inoculación se hizo con tampón fosfato
salino estéril.

Por otra parte, diluciones del extracto de virus
poliovacunal (250 y 500 ufp) se utilizaron para inocular
2 L de agua potable y 2 L de agua del estero Laguna

Verde, simulando una infección. Estas muestras se
concentraron y procesaron solo para las reacciones de
TR-RPC.

Extracción de RNA enteroviral

Para la extracción del RNA enteroviral se utilizó Trizol LS
(Gibco BRL) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El RNA obtenido se resuspendió en 50 μL de agua milliQ
estéril conteniendo dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,01%
y se incubó a 55ºC por 10 minutos. Si no era usado
inmediatamente, era conservado a -70ºC hasta su uso.

TR-RPC

Para la amplificación de RNA enteroviral se usaron los
partidores diseñados por Rotbart (1990) siguiendo el
protocolo por él descrito. La amplificación se realizó en
un termociclador MJ Research Inc, PTC 150, Hot bonnet.
Con este procedimiento se obtuvo un amplificado de
DNA de 154 pares de bases.

Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis se realizó en geles de agarosa (Ultrapure,
Gibco) al 2% a la que se incorporó bromuro de etidio
(0,8 mg L-1) para visualizar los productos de la
amplificación. Se usó como referencia una escalera de
DNA  (Invitrogen) formada de 15 fragmentos romos de
DNA, cuyos tamaños comprenden desde 100 a 1500 pares
de bases. Los geles se fotografiaron sobre un
transiluminador TM-36, UVP, Inc. con una cámara
Polaroid Gel Cam DS-34 y película Polaroid 667.

Resultados
Parámetros fisicoquímicos y metales

La conductividad, dureza y sólidos totales de las muestras
de agua del estero El Rosario (Parte Alta y Baja) fueron
superiores a los de los otros esteros. En cambio, para
todas las muestras el pH resultó ser levemente básico
(Tabla 2). La concentración de los metales analizados se
encontró dentro de la norma exigida para agua potable
(INN 1984) y no se observaron resultados significativamente
diferentes entre cada muestreo, con excepción de Fe y Cu
de los esteros de Laguna Verde y de Quilpué
respectivamente, cuyas concentraciones fueron
aproximadamente tres a cuatro veces superior a la
determinada en los otros esteros (Tabla 3).

Inoculación de las muestras de agua concentrada a
cultivos celulares

Ninguna de estas muestras produjo efecto citopático
positivo en los cultivos de células utilizados. Solo se
observó este efecto en los controles de cultivo celular,
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inoculados con diluciones del extracto de virus
poliovacunal.

Amplificación del RNA enteroviral de las muestras de
agua concentradas

Ninguna de las muestras de los esteros dio reacción
positiva (amplificado de DNA de 154 pares de bases).
Sólo fueron positivas las muestras concentradas de agua
potable y agua del estero Laguna Verde, previamente
inoculadas con virus poliovacunal (Fig 1). La menor
concentración de virus poliovacunal con la que se realizó
la simulación de infección y se obtuvo reacción positiva
fue usando 250 ufp en 2 L de agua potable (Fig. 1, canal
3). Para el estero Laguna Verde solo se obtuvo
amplificación, al usar 500 ufp en 2 L de agua (Fig. 1, canales
7 y 8).

Discusión
Los virus entéricos infecciosos, particularmente los
enterovirus, se han aislado desde diferentes tipos de agua,
por ejemplo subterráneas, residuales tratadas, marinas,
de ríos, de arroyos y potable (Lee & Kim 2002). Diversos
factores influyen en el hallazgo y supervivencia de estos
virus en el agua. Entre éstos, la temperatura, los sólidos
suspendidos, la turbulencia, la intensidad del sol, las
excreciones vertidas y los nutrientes, todos los cuales se
deben considerar cuando se intenta predecir la presencia
de patógenos virales en el agua (Lipp et al. 2001). Los
virus entéricos pueden sobrevivir en el ambiente en un
amplio rango de pH (3 a 10) y por períodos largos, a baja
temperatura. En verano y a principios del otoño se
acrecientan las infecciones enterovirales en humanos, lo
que coincide con un aumento de actividades acuáticas

Tabla 2

Parámetros fisicoquímicos de las muestras de agua

Physicochemical parameters of water samples

Tabla 3

Concentración total de algunos elementos determinados por ICP-OES en las muestras de agua
del año 2002. [LD (Pb) = 2,5 μμμμμg L-1 y LD (Cu) = 1,7 μμμμμg L-1 ]

Total concentration of some elements determined by ICP-OES in water samples of 2002. [LD (Pb) =
2.5 μg L-1 and LD (Cu) = 1.7 μg L-1]



recreacionales y contacto con el agua (Koewa-Haluch
2001).

La imposibilidad de estudiar todos los patógenos
virales en un análisis ambiental ha hecho necesario buscar
organismos indicadores de calidad del agua (Fong & Lipp
2005). Entre los grupos de virus entéricos más estudiados
con este potencial, están los enterovirus, los que elegimos
para realizar este estudio. Éstos han sido ampliamente
usados para evaluar los riesgos asociados con la
transmisión de virus infecciosos, así como para identificar
la fuente dominante de contaminación fecal en aguas.

 Los virus, por encontrarse muy diluidos en el
ambiente acuático, se deben concentrar para analizarlos
ya sea mediante inoculación a cultivos celulares o por
métodos moleculares. Existe una gran variedad de
métodos para concentrarlos (Bosch 1998), entre ellos la
precipitación con sales de MgCl2 y Al(NO3)3 que
presentamos en este trabajo (Wallis et al. 1979). Los
resultados obtenidos para las muestras de agua
concentradas de los diferentes esteros, por inoculación a

cultivos celulares y por TR-RPC son coincidentes
(ausencia de enterovirus).

Una razón para usar cultivos celulares, es que
permiten detectar virus infeccioso, a diferencia del
diagnóstico molecular con TR-RPC que siendo más
sensible, rápido y específico, sólo detecta presencia del
ácido nucleico viral. Puesto que no todos los enterovirus
crecen en cultivos celulares o bien si se multiplican en
éstos, pueden no producir efecto citopático, usamos
cuatro líneas celulares. No obtuvimos EC positivo con
ninguno de los esteros, por ello el cultivo celular integrado
a la TR-RPC sería otra opción recomendada para abordar
este tipo de análisis (Chapron et al. 2000).

Tomando en cuenta estos resultados, fue pertinente
considerar la medición de algunos parámetros
fisicoquímicos y la determinación de la concentración de
algunos metales (Tablas 2 y 3), como marco referencial en
este estudio. Las muestras de agua se concentraron unas
400 veces y era preciso descartar un efecto tóxico de
algún componente de la muestra sobre los cultivos
celulares o una inhibición de las reacciones de TR-RPC.

Dos muestras del estero de Laguna Verde (Puente Bajo
y Los Azules) junto con una muestra de agua potable,
fueron aquellas en que se realizó la simulación de la
infección y la detección de virus entéricos por TR-RPC.
Los resultados positivos (Fig. 1) indican ausencia de
compuestos tóxicos que inhiban en esta reacción. Sin
embargo, el haber obtenido resultado positivo en el estero
Laguna Verde solamente con 500 ufp y no con 250 ufp
sugiere una disminución de la sensibilidad en la reacción
de TR-RPC. No podemos afirmar, pero tampoco descartar
la influencia de Fe (Tabla 3) presente en  estas aguas, en
este resultado.

Como conclusión, la metodología utilizada en este
trabajo no permitió detectar enterovirus en estas aguas
naturales de Valparaíso. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad que los contengan. No existe precedente de
análisis de estos patógenos en estos cursos de agua.
Con los resultados acá obtenidos no es posible afirmar
que estos cursos hídricos estén libres de enterovirus.
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Figura 1

TR-RPC de las muestras de agua potable y del estero
Laguna Verde inoculadas con virus poliovacunal

RT-PCR of drinking water and water from the Laguna Verde
stream inoculated with poliovacunal virus
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