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Abstract 
Jl wa sludied . u sing the Polymerase Ch ain Reaction (P R) lechn ique. the pr en ce of en teroviTIlSes 

in the fina l effluent of a system of stabilizalion lagoons for treatrnent of water that wiII be employed in 
irriga tion . En teroviTIlses were de lermined in 11 of 20 samples. The presen e of enteroviruses in the final 
efflu enl ratifies th e neces s ity of evalua Uon of these trealmenl systems. with fue purpose of gua ranteeing 
the qu al ity of the water. 
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Presencia de enterovirus detectados por la técnica 

de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 


en el efluente de un sistema de tratamiento a ser 

empleado en irrigación. Estudio preliminar 


Resumen 
Se sludió m ed ianle la técnica de Reacción en caden a de la P limerasa (PCR) la presencia de ent r o ­

virus en el efl uen le (inal de un istema de lagunas de es labilización para lra tamiento de agua qu e va a ser 
empleada en irrigación de p lantas ornamen tales y arboles fruta les. Los resultados obtenidos demostraron 
presencia de enteroviru s en 11 de las 20 muestras procesadas. Estos resu lLados plantean la n ecesidad de 
la evaluación con stante del flIDcionamiento de estos sistemas con el fin de garantizar la calidad del a gua. 

Palabras clave: Enlerovirus. PCR, aguas residuales. lagunas de eslablUzación. 

Introducción 	 mos años se h a ven ido in rem entando. debido 
entre otra s e usas. a que se ha sentido la nece ­

La u ti lización d e aguas residuales tra ta ­
sidad de op timizar 1manejo de los recu rsos h í­

das en a ctividades d e irrigación. es una exce­
dri cos d e a cu erd o a las prioridades d e la s ocie­

lente allernativa para el resgua rdo d e l agu a po ­
dad ; h oy en día , exis le una mayor conciencia d e 

ta ble . a de más de q ue proporciona u na fuente 
qu e los r eservorios de agua deb en ser 	proleg i­

de agu a económica y produce mayor rendi ­
dos de descargas de efluentes no tratados. qu e 

miento de las cosechas [1 J. El reuso de aguas 
pueden pre enta r altas concenlr acion 	s de n u­

res idu a les ha sido prac ticado en much as par­
trienles y patógenos . 

tes d el m undo durante siglos . pe ro en los últi -
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Virus en aguas residuales tratadas ~l 

Las aguas residuaJes portan un alto núme­
ro de microorganism os que s on patógenos para 
el humano [2. 3 ]. Cu ando se piensa reutilizar el 
a gua con fines agrícolas . el estudio de los pa tó­
genos debe ser uno d e los obj etivos más impor­
tan les debid o al r iesgo q ue representa pa ra la 
salud humana s u presencia en e l agua [4]. Los 
viru s on uno de los tipos d e microorganismos 
que r epresentan m ayor riesgo cuando están pre­
sentes en el agu a residu al [5- 7], entre los virus 
que producen m ayor preocu pación desde el 
punto de vista de $ ' lud pú blica humana eSlán 
los vinlsRNA asociados a l agua . que se mult ipli­
can en el tracto gastroin testinal. que se excretan 
en la mal ría fe . I Y que s e denominan virus en­
t . rícos h u m anos. La r u ta d e tr ansmisión de es­
tos vinlS es fecal-oral. 10 que Sign ifica que pue­
den causar enfermedades cuando u n organis mo 
s usceptible ingier e agu a o comida contaminada 
con m ateríal fecal [8]. 

Los virus causan diversos tipos de enferme­
dades: parális is . men ingitis . in fecciones re pira­
torias. vómitos y d iarr as epidémicas. m ioca rdi­
ti . anomalía s cardíacas con génitas. hepa titis in­
fecciosa e infecciones ocula r s [9 ]. 

El m étodo que tradicionaJmente se ha em­
p leado para aislar vinlS entéricos d el agua ha 
s ido el cu lt ivo celular. el cual es lécnicam nte di­
fícil de realizar. cons u me mucho tiempo y es cos­
toso [1 0 -12]. Reci ntemente, se han desarrollado 
técnicas en biología m olecular como la reacción 
en ca den de la polimeras a (peR. por sus s igla s 
en ingl' s ). Esta técnica es un m étodo in vltro que 
amplifica secuencia s específicas de á ido nuclei ­
ca mediante el empleo de u na polimera sa. lo que 
permite determinar en forma rápida. la presencia 
de virus en muestras ambientales [5 . 6. 13-15]. 

D bido a la ausencia de dala ' en n uestro 
país sobre la presen cia de virus en aguas resi­
duales empleadas en irriga ción y a que se re­
quiere disponer dc técnicas con un a lto grado de 
sen sibilidad que permitan detectar virus en I 
medio ambiente para preven ir daños a la salud 
pública. se realizó este trabajo con el fin de opti­
m iza r un ensayo rá pido y r ela livamente sim ple y 
econ ómico. qu e pueda ser usado para la de te r­
minación de contamina ción vira l en el agua. Adi­
cionalmente. se determinó en algunas de las 
muestras. la presencia de los colifonnes termoto­
le rantcs (antes denominados feca les) considera­

dos indicadores tradicionales de contaminación 
m icrobiológica [16] Y se relacion ó su presencia 
con la de 10_ virus. 

Parte Experimental 

Área de estudio 

Este estudio fue realizado en el Sistema A de 
las Lagunas de Estab il ización del Centro de Inves­
tigaciones del Agua de la Fa ultad de Ingeniería. 
Este sis tema piloto está conformado por tres series 
de lagunas (A-C). con una secuencia de tres facul­
tativas y seis de m aduración. El agua que ingresa 
al sis tema proviene del colector C de Hidrolago. el 
cual recolect.a las aguas de la área s residenciales 
del norte de la ciudad de Maracaibo y de la Ciudad 
Universitaria (Universidad del Zulia) [17J. 

Toma de muestras 

S e recolectaron 20 muestras d e 100 mL de 
agu a . en recipientes de vidrío estériles. para la 
determinación de enterovirus . A 10 de las mis­
m a s muestras. s les determinó tamb ién el NMP / 
10 0 mL de colifonnes termotoleranies. 

Procesamiento de las muestras 

Recuperación de partículas virales y ex­
tracci6n de ácidos nucleicos: Las muestras 
fueron procesa da s sigu iendo l procedimien to 
d escrito por Pina y col. [6] . 40 mL de la muestra 
de agua fueron ultracen trífugados (229.600 x g 
por 1 Hora a 4 °C) para sedimentar toda ., las par­
Ucu la s virales junto a cualquier m a terial en sus­
pen sión . El sed imento fue mezcla do con 5 mL de 
glicina 0.25 N (pH 9 .5) en hi lo por 30 minu tos y 
los sólidos suspendidos fueron separados por 
centrifugación (1 2.000 x g por 15 minutos a4°C). 
luego se adicionó 5 m L de solución de fosfato 
(PBS 2X) y los virus fueron concentrados por ul ­
tra cenirifuga Ión (229.600 x g por 1 Hora a 4 °C). 
resuspendidos en 0.1 rnL de PBS lXy guardados 
a -80°C . 

Los ácidos nucleicos fueron extraidos si­
guiendo el método de Boom y col. [18], con las mo­
dilk aciones propuestas por Puig y col. [1 4]. La s us­
pensión de ácidos nucleicos se ¡:(uardó a -20°C. 
hasl la realización de la retrolranscripción. 

Primers: Los primers que se utili7 ..a.ron. se 
derivan de la secuencia cons rvada de la región 5 ' 
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22 Guasladisegni y col. 

Tabla 1 

Primers utilizados para realizar la am plificación de Enterovirus mediante PCR 


Tipo de Virus Pos ición Nombre 
del r;;c:.imer~=-__ 

CV B4 (S ' NTR) 64-83C nt 1 


Polio 1 (S'NTR) 578-597" Enl2 


no codificada del gen oma de los enlerovirus y fue­
ron propu estos por Puig y col. [14J. Las secu en­
cias (Tabla 1). es pecificidad y sen ibilida d de 
ellos han s ido d escritos an teriormente [13. 14J . 

Retrotranscrlpci6n: 10 p L de la m zcla de 
reacción para la retrotranscripción con tenía S ¡..¡L 
de ácidos nucIeicos extraído . S lución para PCR 
lOX (Perkin Elm er Roche. Inc.) qu e in cluía 100 
mM de Tris HCI (pH 8.3 a 25°C). SOO m M de KCI; 
1 ,5mM de MgC12 ; 200 llM ele dinucleótidos trtfos­
fatad os y el plimer Ent 2 . La mezcla de reacción 
fue incubada a 95 C por 5 minulos antes de la 
adición de SO U de Transcriptasa rever a (Prom e­
ga , Madison .USA) y 10 U de lnh ibidor de RNAsa 
(Promega). La incu bación se llevó a cabo du rante 
30 minutos a 42°C y S m inutos a 9SoC. 

Amplificación enzimAtica: Se prepararon 
50 llL de u n a m ezcla de reacción que contenía: So­
lución para PCR (10X); l,S mM de MgC12 , 200 pM 
de dinucleótidos trtfosfatados; O, 1511M de primer 
Ent 1 y 2 U de Ta q DNA polimerasa (Perkin Elmer). 
La reacción se realizó em pleando un termocicla­
dor (Gene Amp PCR Syslem 2400. Perkin Elmer). 
El primer ciclo de denatu ralización se realizó a 
94~C du rante 4 minutos. Las condiciones para la 
amplificación fueron : denaturalización a 94QC por 
90 seg, anillamiento a 5S9 C por 90 seg y extensión 
a 722C por 120 seg. Estos ciclos se repitieron 30 
veces, finalizan do a 4 9C. 

Visualizaci6n del amplificado: 12 pL del 
producto amplificado fueron an alizados por elec­
troforésis en gel de agarosa (SIGMA) al 2%, que 
ontenia 4% de Bromuro de Etidio. La conida elec­

troforética fue fotografiada bajo luz u ltravioleta. 

Control de calidad del método de ampU­
ficación: La preparación de las mezclas de reac­
ción, la extracción de los ácidos nucleicos y la 
m anipulación de los produ ctos a m p lificados se 
realizaron en área s separadas para reducir las 
pOSibilida des de contamin ación . Las mueslras 

Tamaño del Se uenc ia 
am lilkado nucleotíd_"'ic.::.c.:;:a_____ 

540 pb 5 'CGGTACCTITGTACGCCTGT 3 ' 

54 0 pb 5'ATTGTCACCATAAGCAGCCA 3' 

fueron procesadas en gru pos y por cada grupo se 
empleó un control posiU o (Poliovirus Vacuna!) y 
un control negativo (que contenía tod os los com­
ponentes de la m ezcla de reacción a excepción del 
ácido n u cleico viral; en su lugar se añadió el volu ­
men correspondiente de agua bidesWada estéril. 
libre de RNAsas (SIGMA). 

Estudio de bacterias indicadoras: La 
cuan tificación de los coliformes lermololeranles. 
se rea lizó mediante la técnica del Número más 
Prob bIe (NMP/ 100mL) [19] . 

Resultados y Discusión 

El r s ultado de este es lud io. en el cual se 
em pleó la técnica de PCR para determlnar la p re ­
s encia de enterovirus en m ueslras d e a gua del 
ellu en te de u n sistema de lagun as de estabil iza­
ción que van a ser empleadas en irriga ción, de ­
m os tró la presen cia de enlerovirus en 11 de las 
20 (55%) m u s lras de ague provenien te del 
efluen le del sistema A de las lagunas de estabill ­
zación (Tabla 2) . En la Figura 1 se pu ede observar 
algunas mu estras repres n tativas de la visuali ­
zación del gen oma d enterovirus después de la 
elec troforesls . 

La presencí de enterovirus en el 55% de las 
m u estras del enuen te final está dentro del rango 
de los valores que se han publicado [25]. Estos re ­
sullados ratifi can la necesidad de l moniloreo de 
los sistemas de tratamien to, con el fin de garanti­
zar la calidad del agua que va a ser empleada en 
irrigación . ya qu e los virus . como se ha dem o tra ­
do. pueden sobrevivir a d iversos trata mienlos. 
producir síntomas clinicos si son ingeridos por 
un huésped s u sceptible [20J y e requ iere solo de 
una pequeña cantidad d e ellos (1-1 0 partícula s ) 
para iniciar una enfermedad en los h umanos 
[2 1] . La determina ción de la presen ia de estos 
microorgan ismos en aguas que van a s er emplea­
das en irrigación es importante. debido al p ligro 
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Tabla 2 

Presencia de genoma viral y NMP/1 00 mL 

en las muestras del efluente del sistema A 


de las lagunas de estabilización 


Muestreo Pr sen cia de (NMP/1 OOmL) 
NO genoma viral Coliformes 

termo tolerantes 

+ NSR 

2 + NSR 

3 + NSR 

4 NSR 

5 + NSR 

6 SR 

7 NSR 

8 NSR 

9 NSR 

10 NSR 

11 + 2.0 x1 03 

12 + 3 .0 x104 

13 2 .0 x l 0 3 

14 + 4 .0 x103 

15 7 .0 x l 0 3 

16 1.3 x104 

17 

18 + 9.0 x105 

19 + 

20 + 
+ presencia del genoma Viral. - Au sen ia del genoma 
viral. NSR: No !jI:: realizó. 

que representa para la salu d pública el estar x ­
pueslo a e tos patógenos. 

Algunos inves tigador es [22, 23] han infor­
m ado d res u ltados fa lsos n egativos en la técnica 
de PCR, debido a la presencia de inhibidores en 
las m uestras o a s u introducción durante el pro­
ceso de concentración que se lleva a cabo anles 
del procesamien to . Se conoce qu e las aguas resi ­
duales con tienen grandes canlidades de materia 
orgánica y ólidos d isueltos; la maleria orgá nica 
eslá cons tiluida por sus lancias húmicas, las 
cu ales se pueden a dsorb er a proteínas o a enzi -

Figu ra 1.Palrón el clroforético del genoma de 
enterovirus detectado en agua s residuales . La 
colum n a de la izquierda conliene el Marc dar 
de peso molecu la r. con una flecha se señ ala la 
banda de interés p ra el estudio. Las le tra C ­
y C+. denotan los conlroles nega tivo y posi tivo 

y los n ú meros en la parle superior 
corresponden a las mueslras . 

mas e int rferir química o estereométicamente 
con el sitio activo de ellas y / o pu eden er ar enla­
ces divalentes con cationes de Ca2

+ y M¿+ evi ­
tando de esta manera que estos sean u tiUzados 
como cofactores por las enzimas RNAsa. trans ­
criptasa y polimerasa. que intervienen en la PCR 
[24] . Es tas enzim a s on m uy sen s ibles a estos 
contaminantes o a sustancia s inhibidoras que 
e tán pres entes en las m u estra s a mbienlales. de 
esta forma pueden interferir con la detección de 
virus por esta técnica [20]. 

La aguas residuales objeto de este estudio 
deben contener gran cantidad de compuestos or­
gán icos present.es en las h eces y la orin a de ani ­
males y h u manos residenles de las zonas aleda ­
ñas al s istema. y también . proveni n tes de los de­
secho industriales que son verUdos a esta a gua; 
esto pu diera h a ber traido como consecu en ci . la 
presen cia de inhibldores de la PCR en las m ues ­
t ras inves tigadas. También . com o se men c ionó 
anteriormente, al llevar a ca bo el proceso de con­
cen tración de las partícula s viral s presen tes en 
las muestras. se pudo haber contribuido a la con­
centración de la s s u stancias inhibidora s que 
compilen por los sitios activos dc la s enzima s que 
se em plean en la PCR. Por lo anterior. se pucd 
cons iderar la po íbilidad de que se hubieran pre­
sentado falsos nega tivos en esta investiga cion. 
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por lo que habrá que analizarse esta situación en 

estudios posteriores para verificar la presencia o 
no de sustancias inlerferentes. 

En es te estu io se confirmó la im portancia 

de la PCR como tec n ica que p ermite en dos días 

tener resultados qu e. mediante el empleo d e cul ­
tivos celulares, ta rdarian al menos un mes. Toze 
[2 5J . considera la PCR muy importante, aun 

cuando no diferencie entre particulas infecciosas 

y no in fecciosas, ya que ofrece u n a fonn a de de­
mostrar la pres encia de vin lS qu e no son detecta­
bles por olros métodos. 

En este trabajo también se realizó la detec ­
ción d bacterias indicadoras de 1'0n Lam inación 
en algu nas de las muestras procesadas, con el fin 
de analizar la asociación que pudiera existir en­
tre los organismos comúnmente ut iliza dos como 
indicadores d e contaminación fec al (Coliformes 
Termotolerall. tes) y la presen cia d e los enterovi ­
rus en la s alida del s istema d lagunas. Los resu l­
tados se observan en la ta bla 2 . S olo en tres de 
d iez muestreos en los que fue analizada la pre­
s en cia de estas bac leTÍa . en los el1uentes de las 
laguna s , la s m u es tra s cu mplieron con los requ i­
s itos es ta blecidos en la Normativa de la OMS [2 6 1, 
según la cua l la cantid a d de los organismos Coli­
formes Termololerantes (CTI) presentes en el 
agua que va a ser emp lea da en irriga ción, debe 

ser m enor d e 1000 NMP /100 rn L. Dos de esas 
t res m u es tras resultaron positivas para la pre­
sencia de en terovirus, lo que significa quc no ne­
cesarialTIente existe asociación entre a u sencia de 
bacterias y de virus. Es tos resultad os concuer­
dan con d iversa s pu b l!caciones [6-8 , 2 51 en las 
cuales se plantea q u e los in dicadores baclerioló­
gicos de contaIninación fecal usados comúnmen­
te com o indica d ores de contaminación. no pue­
den ser util izad os para evaluar la calidad viroló­
gica del agua. 

En conclusión, en este esludio se comprobó 
med iante la técnica de PC. la presenc ia de entero­
virus en el efluente de un sislema d e tratamiento 
de agu a s residu ales a ser empleado en irrigación. 
También s e demostró la presencia de los indica­
dores trad icionales de contaminac ión microbio­
lógica , bacterias coliformes termololerantes. en 
a lgunas de las muestras procesadas, y se obser ­
vó q u e no necesariamente la ausencia de eslos 
indicadores e n una m u eslra. predice la presencia 
de virus e n ella . 
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