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Abstract 
A methodology for concentrating vtruses In water was used In a slx month study to detect the 

presence of enterovlruses In an area ofLake Maracalbo. Concentrated samples were Inoculated In BGM, 
MA- }04 and YERO cell IInes. The posltlve Iso lates for cytophatlc effect were analyzed In order to 
determine fue heat stabllizatlon of dlvalent catlons and later Identlfted uslng a neutrallzatlon technique 
Wlth LB-M serum. The samples a n alyzed p roved 100% posltlve for enterovlruses. Thls Indlcates that 
the area s tudled was hlghly contamlnated. 1\velve were Identlfled as poUovlrus 2 and two as echovlrus 
21. SIx of the s amples gave results that to not correspond to any of the neutrallzing combinations and 
two Isolates dld not neutraUze any serum comblnatlon. 
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Detección de virus en el Lago de Maracaibo 
Resumen 

Se adaptó una metodología para concentrar vlrus de agua y se estud ió la presencia de enterovlrus 
d urante seIs meses en un a zona del Lago de Maracalbo. Las muestras concentradas fueron Inoculadas 
en las líneas celulares BGM, MA-I04 Y YERO. Los aislamientos positivos para efecto cltopátlco (ECP) 
fueron analizados para d eterminar la estabUlzaclón al calor por cationes dlvalentes y posteriormente 
Identificados mediante la tecnlca de Neutralización usando los sueros LB-M. Las muestras analizadas 
fueron 100% positivas para presen cia de enterovlrus. Se Identificaron 12 aislamien tos como poliovlrus 
2 y dos como Echovlrus 21 , indicativo de una alta contaminación de la zona estudiada . Seis de las 
muestras dieron resultados que no correspondleron.a ninguna de las combinaciones de neutralización 
y dos aislamientos no neutralizaron ninguna combina ción de sueros. 

Palabras claves: Virus, enterovlrUs, lagos, estuario, poliovlrus, agua. 

ellos los enterovlrus: Poliovlrus, CoxsackJevlrusIntroducción 
Grup9 A (24 tipos) y B (6 tipos), Echovlrus (34 

Las aguas de superficie que reciben des tipos), Rotavlrus y otros Reovlrus, Adenovlrus, 
cargas urbanas son un peligro para la salud Agente tipo Norwalk y el virus de la Hepatitis A 
pública debido a la presencia de microorganis (5) . Aunque exis ten algunos factores involucra
mos patógenos , entre ellos virus, los cuales cau dos en la Inactlvaclón de los virus tales como 
san variadas enfermedades que van desde infec temperatura, salinidad, radiación solar y otros 
ciones respiratorias y oculares suaves hasta dia (4,6-10). se ha comprobado la supervivencia de 
rrea, conJuntivitis, gastroenteritis y hepatitis estos microorganismos por periodos largos en 
[1 ,2.3}. Más de 140 tipos de virus diferentes son condiciones d e laboratorio 11 1) y en el medio 
excretados en las heces de h umanos (4). Entre ambiente [8.12}. La transmisión de virus , d el 
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agua al h uésped susceptible, puede ocurrir por 
varias vías: tngestlón. contacto cuando se baña, 
nada o rema [I 3- 161. 

A nivel m undial son n umerosos los repor

tes que conftnnan que las personas que nadan 
en aguas contaminadas con descargas cloacales 
sufren tasa de enfermedades gastrolntesttnales 
slgntflcatlvamente más altas que las personas 
que no lo hacen o que reallzan estas actividades 
en aguas no contaminadas 11 4 .15]. Esto debido 
a que durante la natación se puede lngertr de 10 
a 50 mi de agua. Los datos disponibles sugieren 
que una sola dosis infecciosa de virus es capaz 
de prodUCir enfermedad en el hombre (9). 

En la Reglón Zul1ana, ubicada en el extre
mo Nor-occldental de Venezuela. se encuentra el 
Lago de Maraca1bo. con una extensión de 12.013 
Km2. El lago es una Importante fuente de petró
leo, de alimentos marinos y es usado para acti
vidades recreaclonales por los h abitantes de las 
pob laciones u bicadas a su alrededor. Estas po
blaciones, generan gran cantidad de aguas ne
gras la s cuales caen aliaga. Debido a la impor
tancia que tiene el Lago de Maraca1bo, para la 
reglón y e l país. se consideró oportuno la realJ
zación d e este trabajo con el fin de evaluar la 
calidad vlrológlca de este reservarlo. 

Metodología Experimental 

Muestreo 

Se tomó una muestra semanal d urante un 
periodo de seis meses (Febrero a Junio). Se 
practicó el muestreo en una zona del lago de 
Maraca1bo ubicada en la Plaza del Buen Maestro 
de la Ciudad de Maraca1bo, mediante el uso de 
un recipiente de lO l de capacidad el cual se 
colocó a 2 m de la costa y a 3 0 cm de profundidad 
aprOXimadamente. Las muestras fueron trans
portadas inmediatamente stn refrigeración al 
laboratorio de Virus de la Facultad Experlmen
taJ de Ciencias. 

Procesamiento de las muestras 

Las muestras se clarificaron a través de 
gasa estéril. Luego se filtraron usando un filtro 
de 0.45 11m (tipo cartucho de 25 cm de longitud , 
de la serie Duo-fine de Filterlte) y un filtro AP-20 
(tipo membrana de 0 .45 11m de MUl1pore). Se 

ajustó el pH a 3 .5 con HClIN. Posteriormente la 
muestra fue tratada con 10 mI de AlCb 1M y se 
filtró a través de una serie de dos membranas 
(Filterlte de 3 y0.45 ¡.un de poro y d e 142 mm de 
diámetro). Se eluyeron los filtros con 2 5 mJ de 
extracto de carne al 3% que conteJÚa 0.1 g de 
glicina pH 9 . La elución se repitió dos veces. El 
elutdo se ajustó a pH neutro y se almacenó a 
-70°C hasta el momento de la tnoculación en 
lineas celulares. 

Sistemas celulares 

Se utilizaron las s iguientes lineas celula
res: riñón de mono Rhesus (MA- I 04), riñón de 
mono Verde Afrlcano (BGM) y célu las embriona
rias de riñón de mono Verde Africano (VERa). 

Multiplicación y mantenimiento de 
las lineas celulares 

Las lineas celulares se multiplicaron me
diante el empleo de cultivos celulares manteni
dos en monoeapas a las cuales se les descartó el 
medio de cultivo y se lavaron por tres veces con 
2 mI de solución buffer de fosfato (PBS). Después 
del lavado, se trataron con 2 mI de una mezcla 
trlpstna-verseno 0.250/0 (1 ;1 v/v) durante tres 
m1nutos , hasta comprobar al microscopio la caí
da de la monocapa. Una vez desprendidas las 
células , se realJzó el contaJe cel ular e n cámara 
de Neubauer y se resuspendló la suspensión en 
el medio de cultivo MEM (Dlfco, Detrolt MichI
gan) hasta lograr una concentración de 250 .000 
células por mI. Se prepararon monocapas en 
tubos agregando 2 mi de esta suspensión a 
tubos de vidrio de 150 X 13 mm, los cuales se 
taparon e Incubaron a 37°C en posición tncl1na
da. Al formarse las monocapas, se cambió el 
medio de crecimiento por medio de manteni
miento (MEM con 2% de s uero fetaJ). 

Inoculación de las muestras en 
líneas celulares 

Se siguió la metodología descrita por Agba
Uka y col (17]. Las monocapas de células MA
104, BGM Y VERa , s e lavaron dos veces con PBS 
y se tnocularon con 0.5 mI de las muestras. Las 
muestras tnoculadas en células MA- I04 se tra
taron previamente con trlpstna 100 ~/mI en 
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PBS Justo antes de ser Inoculadas . Las monoca
pas se Incubaron a 37°e pQr 7 y 14 dias . A cada 
muestra se le hicieron dos pases confirmativos 
en todos los sistemas celulares. Las positivas 
para efecto cltopatlco (Ee p) se guardaron a 
-70oe. 

Estabilización al calor por cationes 
divalentes 

A los cultivos congelados a -70°C (pos itivos 
para ECPl se les realizó es ta prueba siguiendo el 
método descrito por Wallis y col (18]. 

Identificación de los aislamientos 

Las m uestras positivas para efecto cltopá
tico se titularon en células BGM según la técnIca 
de Reed y M uench (19) Y se les reallzó la prueba 
de Neu tralización con los sueros Llm-Beyesh
MelnJck (LBM) [20]. 

Resultados 

La metodología empleada permitió detectar 
ECP en las 22 muestras d e agua qu e fueron 
Inoculadas en las lineas celulares MA-I04 Y 
BGM. En las células VERO sólo tres de las 22 
presentaron este efecto. La prueba de establllza
clón al calor por cationes dlvalentes, resultó 
pos itiva para todos los aIslamlentos. La prueba 
de NeutraJJzaclón detectó la presencia de 12 
virus PolJo 2 y dos Echovirus 21 . Los resultados 
obtenJdos e n seis de las muestras no correspon
dJeron a nlnguna de las combinaciones de las 
tablas de LB-M y dos aislamientos no neutral! 
zaron ninguna combinación de sueros.(Tabla 1). 

Discusión 

Este estudio evalúa la presencia de Virus 
en aguas estuarlnas en Venezuela. Los resulta
dos demuestran contaminación viral de las 
aguas de la zona estudiada, dado que el 100% 
de las muestras analizadas mostraron efecto 
cltopático compatible con presencia de Virus . 

Algunos autores han comparado la eficien
cia de diferentes lineas celulares para el aIsla
rnJento de virus de aguas negras [21-24) y se ha 
reportado que no existe un sistema únJco que 
soporte el ais lamiento de diferentes tipos de 

virus . Con el ftn de Incrementar la probabilidad 
de aislar virus entéricos humanos de m uestras 
ambientales. se ha sugerido utIlJzar al menos 
dos dlferentes cultivos celulares , debido a la 
vartada capacidad que tienen los virus de mul

tiplicarse en eUos 125]. En este trabajo se em
plearon tres lineas celulares. La linea BGM es
tablecida por Barron y col. [26], la cual es am
pUamente recomendada por algunos investiga
dores debido a s u alta sensibilidad para recobrar 
virus de agua. [21.25); esta linea se ha probado 
para el aislamiento de virus entéricos humanos 
de muestras de aguas negras, sedlmentos y 
mariscos {2 1l. Otra linea celular em pleada. fue 
la MA-l 04 propuesta para estudios de muestras 
ambientales . por Agballkay col (17] debido a que 
sus estudios demost raron que a pesar de que los 
alslarnJentos en MA-I04 son menores que en 
BGM. esta linea permite la m ultiplicación de 
mayor número de virus d iferentes. es además 
fácil de manejar y resiste bien los efectos tóxicos. 
Nuestros resultados confirman la Importancia 
de estas dos lineas celulares para aislamientos 
de Virus de m uestras ambientales. 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 recornJenda su uso 
para este tipo de muestras. 

Los resultados demues tran que la metodo
logía empleada permite no sólo la recuperación 
de poUoVirus. sino también de echoVirus 21. 
También indica que esos virus estaban circulan
do ampllamente en la población en la época de 
la toma de muestras [27]. PoUoVirus 2 fue el 
predominante, encontrándose en el 54 % de las 
muestras. Los poUoVirus son fáciles de aislar 
debido a que se repUcan en una variedad de 
lineas celulares (9), por lo tanto son Jos que con 
mayor frecuencia se detectan. Nuestro trabajo 
confirma estos datos. La presencia de PoUoVirus 
2 en doce de las veintidós muestras podría ser 
expUcado como resultado de la campaña de 
vacunación contra la polJornJeUtis que se hacía 
en el país. Su presencia pudo ser causante de 
que otros Virus no s e expresaran ya que se ha 
demostrado que cuando se encuentran cepas 
vacunales , se hace dificil el aislamiento de otros 
Virus 125). 
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Tabla 1 

Efecto citopátiúo en líneas celulares y tipos de virus aislados 


N° de muestra Líneas Celulares 	 Tipo de Virus 
AJsJadoMA- I04 BGM VERO 

1 + + 

2 + + 

3 + + 

4 + + 

5 + + 

6 + + 

7 + + 

8 + + 

9 + + 

10 + + 

11 + + 

12 + + 

13 + + 

14 + + 

15 + + 

16 + + 
17 + + 
18 + + 
19 + + 

20 + + 

21 + + 

22 + + 
NI: No Identificados 

El que sólo se h u biera ais lado un virus por 
muestra estudiada, se debió o a la metodología 
empleada para la concentración de los virus o a 
que la metodología que se siguió para la siembra 
de las muestras , inoculación en tubo, pennJte 
únicamente la mu ltlpllcaclón de un tipo de virus 
que puede ser el que esté en mayor concentra
ción o el que se multlpllque más rápidamente en 
el sistema empleado (25). 

Los Echovlrus son un poco menos fácUes 
de aislar por las técnJcas convencionales (18) Y 
a eso se debe probablemente el que sólo se 
hubiera aislado en dos de las veintidós muestras 
procesadas (90/0) . 

Ocho de los aislamientos no pudieron ser 
Identificados por los sueros de neutralización 

+ 	 POLIO 2 

+ 	 POLIO 2 

+ 	 POLIO 2 

ECHO 2 1 

POLIO 2 

POLIO 2 

POLIO 2 

NI 

POLIO 2 

POLlO 2 

POLIO 2 

POLIO 2 

POLIO 2 

NI 

NI 

NI 

NI 

ECHO 21 

NI 

NI 

POLIO 2 

NI 

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

Existen diversos reportes (27 -36) sobre ais 
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
trándose comúnmente los virus pollovlrus, cox
sackievlrus y echovirus. 

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

Conclusiones 

1- Se demostró la presencia de virus, prin
cipalmente enterovirus, en todas las muestras 
procesadas durante un periodo de seis meses en 
una zona del Lago de Maracalbo ubicada en la 
plaza del Buen Maestro, indicativo de alta con
tamJnaelón de esta zona. 

2- Se estandartzó una metodología que 
permite el aJslarnJento de virus de agua recrea 
elonales contarnJnadas con aguas negras. 

3- Se comprobó la eficacia de las lineas 
celulares MA-104 y BGM para el aJs larnJento de 
vtrus de m uestras ambientales. 
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