Rev. Tec. Ing. Univ, Zulia. Vol. 25, N° 1, 20-25, 2002

Enterovirus detected by PCR in the effluent
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Abstract

It was studied, using the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, the presence of enteroviruses
in the final effluent ol a system of stabilization lagoons for treatment of water that will be employed in
irrigation. Enteroviruses were determined in 11 of 20 samples. The presence of enteroviruses in the final
effluent ratifies the necessity of evaluation of these treatment systems, with the purpose of guaranteeing
the quality of the water.
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Presencia de enterovirus detectados por la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en el efluente de un sistema de tratamiento a ser

empleado en irrigacion. Estudio preliminar

Resumen

Se estudio mediante la técnica de Reacciéon en cadena de la Polimerasa (PCR) la presencia de entero-
virus en el efluente final de un sisterna de lagunas de estabilizacion para tratamiento de agua que va a ser
empleada en irrigacion de plantas ornamentales y arboles frutales. Los resultados obtenidos demostraron
presencia de enterovirus en 11 de las 20 muestras procesadas. Estos resultados plantean la necesidad de
la evaluacion constante del funcionamiento de estos sistemas con el fin de garantizar la calidad del agua.
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Introducciéon mos afnos se ha venido incrementando, debido
entre otras causas, a que se ha sentido la nece-
sidad de optimizar el manejo de los recursos hi-
dricos de acuerdo a las prioridades de la socie-
dad: hoy en dia, existe una mayor cenciencia de
que los reservorios de agua deben ser prolegi-
dos de descargas de efluentes no tratados, que
pueden presentar altas concentraciones de nu-
trientes y palogenos.

La utilizacion de aguas residuales trata-
das en actividades de irrigacion, es una exce-
lente alternativa para el resguardo del agua po-
table, ademas de gue proporciona una fuente
de agua econémica y produce mayor rendi-
miento de las cosechas [1]. El reuso de aguas
residuales ha sido practicado en muchas par-
les del mundo durante siglos, pero en los tlti-
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Las aguas residuales portan un alto nume-
ro de microorganismos que son patogenos para
el humano [2, 3]. Cuando se piensa reutilizar el
agua con fines agricolas, el estudio de los pato-
genos debe ser uno de los objetivos mas impor-
tantes debido al riesgo que representa para la
salud humana su presencia en el agua [4]. Los
virus son uno de los tipos de microorganismos
que representan mayor riesgo cuando estan pre-
sentes en el agua residual [5- 7], entre los virus
que producen mayor preocupacion desde el
punto de vista de salud publica humana estan
los virus RNA asociados al agua, que se multipli-
can en el tracto gastrointestinal, que se excretan
en la materia fecal y que se denominan virus en-
tericos humanos. La ruta de transmision de es-
tos virus es fecal-oral, lo que significa que pue-
den causar enfermedades cuando un organismo
susceptible ingiere agua o comida contaminada
con material [ecal [8].

Los virus causan diversos tipos de enferme-
dades: paralisis, meningitis, infecciones respira-
torias, vomitos y diarreas epidémicas, miocardi-
tis, anomalias cardiacas congénilas, hepatitis in-
fecciosa e infecciones oculares [9].

El método que tradicionalmente se ha em-
pleado para aislar virus entéricos del agua ha
sido el cultivo celular, el cual es técnicamente di-
ficil de realizar, consume mucho tiempo y es cos-
toso [10-12]. Recientemernite, se han desarrollado
técnicas en biologia molecular como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés). Esta técnica es un método in vitro que
amplifica secuencias especificas de acido nuclei-
co mediante el empleo de una polimerasa, lo que
permite determinar en forma rapida, la presencia
de virus en muestras ambientales [5, 6, 13-15].

Debido a la ausencia de datos en nuestro
pais sobre la presencia de virus en aguas resi-
duales empleadas en irrigacion y a que se re-
quiere disponer de técnicas con un alto grado de
sensibilidad que permitan detectar virus en el
medio ambiente para prevenir danos a la salud
publica, se realizo este trabajo con el fin de opti-
mizar un ensayo rapido y relativamente simple y
econdomico, que pueda ser usado para la deter-
minacion de contaminacion viral en el agua. Adi-
cionalmente, se determino en algunas de las
muestras, la presencia de los coliformes termoto-
lerantes (antes denominados [ecales) considera-

dos indicadores tradicionales de contaminacion
microbiologica [16] y se relaciond su presencia
con la de los virus.

Parte Experimental

Area de estudio

Este estudio fue realizado en el Sistema A de
las Lagunas de Estabilizacion del Centro de Inves-
tigaciones del Agua de la Facultad de Ingenieria.
Este sistema piloto esta conformado por tres series
de lagunas (A-C), con una secuencia de tres facul-
tativas y seis de maduracion. El agua que ingresa
al sistema proviene del colector C de Hidrolago, €l
cual recolecta las aguas de las areas residenciales
del norte de la ciudad de Maracaibo y de la Ciudad
Universitaria (Universidad del Zulia) [17].

Toma de muestras

Se recolectaron 20 muestras de 100 mL de
agua, en recipientes de vidrio estériles, para la
determinacion de enterovirus. A 10 de las mis-
mas muestras, se les determiné también el NMP/
100 mL de coliformes termotolerantes.

Procesamiento de las muestras

Recuperacion de particulas virales y ex-
tracciéon de Acidos nucleicos: Las muestras
fueron procesadas siguiendo el procedimiento
descrito por Pina y col. [6]. 40 mL de la muesira
de agua fueron ultracentrifugados (229.600 x g
por 1 Hora a 4°C) para sedimentar todas las par-
ticulas virales junto a cualquier material en sus-
pension. El sedimento fue mezclado con 5 mL de
glicina 0,25 N (pH 9.,5) en hielo por 30 minutos y
los sélidos suspendidos fueron separados por
centrifugacion (12.000 x g por 15 minutos a 4°C),
luego se adicioné 5 mL de solucién de fosfato
(PBS 2X) y los virus fueron concentrados por ul-
tracentrifugacion (229.600 x g por 1 Hora a 4°C),
resuspendidos en 0,1 mL de PBS 1Xy guardados
a -80°C.

Los acidos nucleicos fueron extraidos si-
guiendo el método de Boom y col. [18], con las mo-
dificaciones propuestas por Puigy col. [14]. La sus-
pension de acidos nucleicos se guardo a -20°C,
hasta la realizacion de la retrotranscripcion.

Primers: Los primers que se utilizaron, se
derivan de la secuencia conservada de la region 5°
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Tabla 1
Primers utilizados para realizar la amplificacion de Enterovirus mediante PCR
Tipo de Virus Posicion Nombre Tamarno del Secuencia
S del primer amplificado ~ nucleotidica
CV B4 (5'NTR) 64-83° Ent 1 540 pb 5'CGGTACCTTTGTACGCCTGT 3°
Palio 1 (6'NTR)  578-597°  Ent2 ___540pb  SATTGTCACCATAAGCAGCCA 3

no codificada del genoma de los enterovirus y fue-
ron propuestos por Puig y col. [14], Las secuen-
cias (Tabla 1), especificidad y sensibilidad de
ellos han sido descritos anteriormente [13, 14].

Retrotranscripeioén: 10 pL de la mezcla de
reaccion para la retrotranscripcion contenia 5 uL
de acidos nucleicos extraidos, solucién para PCR
10X (Perkin Elmer Roche, Inc.) que incluia 100
mM de Tris HCI (pH 8,3 a 25°C), 500 mM de KC};
1,5 mM de MgCly, 200 uM de dinucledtidos trifos-
fatados y el primer Ent 2. La mezcla de reaccion
fue incubada a 95°C por 5 minutos antes de la
adicion de 50 U de Transcriptasa reversa (Prome-
ga, Madison,USA) y 10 U de Inhibidor de RNAsa
(Promega). La incubacion se llevo a cabo durante
30 minutos a 42°C y 5 minutos a 95°C.

Amplificacién enzimética: Se prepararon
50 pL de una mezcla de reaccion que contenia: So-
lucién para PCR (10X); 1,5 mM de MgCl,, 200 pM
de dinuclectidos trifosfatados; 0,15 pM de primer
Ent 1y 2 Ude Taq DNA polimerasa (Perkin Elmer).
La reaccién se realizé empleando un termocicla-
dor (Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer).
El primer ciclo de denaturalizacion se realizé a
94°C durante 4 minutos. Las condiciones para la
amplificacién fueron: denaturalizacién a 94°C por
90 seg, anillamiento a 55°C por 90 segy extension
a 72°C por 120 seg. Estos ciclos se repitieron 30
veces, {inalizando a 4°C.

Visualizacién del amplificado: 12 pL del
producto amplificado fueron analizados por elec-
troforésis en gel de agarosa (SIGMA) al 2%, que
contenia 4% de Bromuro de Etidio. La corrida elec-
trolorética fue fotografiada bajo luz ultravioleta.

Control de calidad del método de ampli-
ficacién: La preparacion de las mezclas de reac-
cion, la extraccién de los acidos nucleicos y la
manipulacion de los productos amplificados se
realizaron en areas separadas para reducir las
posibilidades de contaminacion. Las muestras

fueron procesadas en grupos y por cada grupo se
empleé un control positivo (Poliovirus Vacunal) y
un control negativo (que contenia todos los com-
ponentes de la mezcla de reaccion a excepeion del
acido nucleico viral; en su lugar se anadio el volu-
men correspondiente de agua bidestilada estéril,
libre de RNAsas (SIGMA).

Estudio de bacterias indicadoras: La
cuantificacion de los coliformes termotolerantes,
se realizd mediante la técnica del Numero mas
Probable (NMP/100mL) [19].

Resultados y Discusion

El resultado de este estudio, en ¢l cual se
empleb la técnica de PCR para determinar la pre-
sencia de enterovirus en muestras de agua del
efluente de un sistema de lagunas de estabiliza-
cion que van a ser empleadas en irrigacion, de-
mostroé la presencia de enterovirus en 11 de las
20 (55%) muestras de agua provenientes del
efluente del sistema A de las lagunas de estabili-
zacion (Tabla 2). En la Figura 1 se puede observar
algunas muestras representativas de la visuali-
zacion del genoma de enterovirus después de la
electroforesis.

La presencia de enterovirus en el 55% de las
muestras del efluente final esta dentro del rango
de los valores que se han publicado [25]. Estos re-
sultadoes ratifican la necesidad del monitoreo de
los sistemas de tratamiento, con el fin de garanti-
zar la calidad del agua que va a ser empleada en
irrigacion, ya que los virus, como se ha demostra-
do, pueden sobrevivir a diversos tratamientos,
producir sintomas clinicos si son ingeridos por
un huésped susceptible [20] y se requiere solo de
una pequena cantidad de ellos (1-10 particulas)
para iniciar una enfermedad en los humanos
[21]. La determinacién de la presencia de estos
microorganismos en aguas que van a ser emplea-
das en irrigacion es importante, debido al peligro
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Tabla 2
Presencia de genoma viral y NMP/100 mL
en las muestras del efluente del sistema A
de las lagunas de estabilizacion

(NMP/100mL)

Muestreo  Presencia de
N° genoma viral Coliformes
- termotolerantes
1 + NSR
2 + NSR
3 + NSR
4 - NSR
5 + NSR
6 - NSR
7 - NSR
8 NSR
9 5 NSR
10 - NSR
11 + 2.0 x10°
12 + 3.0 x10"
13 - 2.0 x10°
14 + 4.0 x10°
15 - 7.0 x10°
16 1.3 x10°
17 -
18 + 9.0 x10°
19 +
N S S S S
+ presencia del genoma viral. - Ausencia del genoma

viral. NSR: No se realizé.

que representa para la salud publica ¢l estar ex-
puesto a estos patogenos.

Algunos investigadores [22, 23] han infor-
mado de resultados falsos negativos en la técnica
de PCR, debido a la presencia de inhibidores en
las muestras o a su introduccion durante el pro-
ceso de concentracion que se lleva a cabo anles
del procesamiento. Se conoce que las aguas resi-
duales contienen grandes cantidades de materia
organica y so6lidos disuecltos; la materia organica
esta conslituida por sustancias humicas, las
cuales se pueden adsorber a proteinas o a enzi-

i D8 45 o+

Figura 1.Patron electroforético del genoma de
enterovirus detectados en aguas residuales. La
columna de la izquierda contiene el Marcador
de peso molecular, con una flecha se senala la
banda de interés para el estudio. Las letras C-
y C+, denotan los controles negativo y positivo
y los numeros en la parte superior
corresponden a las muesiras.

mas e interferir quimica o estereométicamente
con el sitio activo de ellas y/o pueden crear enla-
ces divalentes con cationes de Ca®* y Mg®* evi-
tando de esta manera que estos sean utilizados
como cofactores por las enzimas RNAsa, trans-
criptasa y polimerasa, que intervienen en la PCR
[24]. Estas enzimas sonn muy sensibles a estos
contaminantes o a sustancias inhibidoras que
estan presentes en las muestras ambientales, de
esta forma pueden interferir con la deteccion de
virus por esta técnica [20].

Las aguas residuales objeto de este estudio
deben contener gran cantidad de compuestos or-
ganicos presentes en las heces y la orina de ani-
males y humanos residentes de las zonas aleda-
nas al sisiema, y también, provenientes de los de-
sechos industriales que son vertidos a esta agua;
eslo pudiera haber traido como consecuencia, la
presencia de inhibidores de la PCR en las mues-
tras investigadas. También, como se menciono
anteriormente, al llevar a cabo el proceso de con-
cenlracion de las particulas virales presentes en
las muestras, se pudo haber contribuido a la con-
ceniracion de las sustancias inhibidoras que
compiten por los sitios activos de las enzimas que
se emplean ¢n la PCR. Por lo anterior, se puede
considerar la posibilidad de que se hubieran pre-
sentado falsos negativos en esta investigacion,
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por lo que habra que analizarse esta situacion en
estudios posteriores para verificar la presencia o
no de sustancias interferentes.

En este estudio se confirmé la importancia
de la PCR como técnica que permite en dos dias
tener resultados que, mediante el empleo de cul-
tivos celulares, tardarian al menos un mes. Toze
[25], considera la PCR muy importante, aun
cuando no diferencie entre particulas infecciosas
y no infecciosas, ya que ofrece una formna de de-
mostrar la presencia de virus que no son detecta-
bles por olros métodos.

En este trabajo también se realizo la detec-
cion de bacterias indicadoras de contaminacion
en algunas de las muestras procesadas, con el fin
de analizar la asociacion que pudiera existir en-
tre los organismos comunmernte utilizados como
indicadores de contaminacién fecal (Coliformes
Termotolerantes) y Ia presencia de los enterovi-
rus en la salida del sistema de lagunas. Los resul-
tados se observan en la tabla 2. Solo en tres de
diez muestreos en los que fue analizada la pre-
sencia de estas baclerias en los efluentes de las
lagunas, las muestras cumplieron con los requi-
sitos establecidos en la Normativa de la OMS [26],
segun la cual la cantidad de los organismos Coli-
formes Termotolerantes (CTT) presentes en el
agua que va a ser empleada ¢n irrigacion, debe
ser menor de 1000 NMP/100 mL. Dos de esas
tres muestras resultaron positivas para la pre-
sencia de enterovirus, lo que significa que no ne-
cesariamente existe asociacién entre ausencia de
bacterias y de virus. Estos resultados concuer-
dan con diversas publicaciones [6-8, 25] en las
cuales se plantea que los indicadores bacteriolo-
gicos de contaminacion fecal usados comiinmen-
te como indicadores de contaminacion, no pue-
den ser utilizados para evaluar la calidad virol6-
gica del agua.

En conclusién, en este estudio se comprobod
mediante la técnica de PC, la presencia de entero-
virus en el efluente de un sistema de tratamiento
de aguas residuales a ser empleado en irrigacion.
También se demostro la presencia de los indica-
dores tradicionales de contaminacion microbio-
logica, bacterias coliformes termotolerantes, en
algunas de las muestras procesadas, y se obser-
vo qu¢ no necesariamente la ausencia de estos
indicadores en una muestra, predice la presencia
de virus en ella.
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