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GLOSARIO

ADSORCION: Es una propiedad fisica que se dé por atracciones electrostaticas, dependi-
endo del pH y del medio en que se sus penden los virus,

ANTISUERQ: Sucro sanguineo que conti icuerpo:

BATERIAS DE MELNICK: Antisucros utilizados para la identificacion de enterovirus.
BIOENSAYO: Infeccitn de mucstras con material in-vivo.

CAMARA DE NEUBAUER: Hemocitometro de uso comtin

CAPSIDE: Envoltura protéica simétrica que encierra ¢l ARN,

COXSACKIE, POLIO Y ECHO: Se describen como enterovirus.

CRIOPROTECTOR: Son sustancias que protegen la capa celular a bajas temperaturas,
ejemplo: Glicerol, Dimetilsulféxido, Glucosa,Suero Fetal Bovino etc.

DICT50%: Dosis infectiva al 50% (capacidad que tienen los virus de poder infectar el 50%
de los cultivos celulares),

DGCOH: Direccién General de Construccién y Operacién Hidrdulica.

EFECTO CITOPATICO: Muerte celular.

ELISA: Es una prueba de inmunoensayo que se basa en anticuerpos virales que se adsorben
a superficies solidas. Y se detecta en concentraciones de 10 a la 6 particulas virales por
mililitro,

ELUCION: Proceso en el cual los virus se despegan del filtro.

ENTEROVIRUS: Grupo de virus que s¢ clasifican en la familia Pncomavmdsc porque han
sido encontrados en los intestinos y excretados en la materia fecal,

EXTRACTO DE CARNE: Sustancia proteica que sirve para la elucién de los virus,

FLOCULACION: Proceso en el cual ef efuy forma el p
que se envuelve el virus,

ipitado de 1a protefna en la.

HEP 2C: Células de carcinoma epidermoide de laringe humana, sensibles a enterovirus.




IN VITRO: Experimentar fuera de las condiciones del ambiente natural del organismo.
IN VIVO: Experimentar en las condiciones naturales del organismo.

LBM: Lym-Benyesch-Melnick (Baterfa para la identificacién de entcrovirus)
LEfBOVlTZ (L-15): Medio Especial para el crecimiento celular. En ausencia de CO 2.

MEM 10x: Medio para el imiento celular cc trado 10 veces.

MEM 199; Medio de crecimicnto para las células, el cual contiene sales inorgénicas, ami-
noddos y vitaminas.

MEM RPM I: Otro medio menos rico que el an!erior.

MICROPLACA: Material de 96 pozos utilizado en la identificacién de virus.
NEUTRALIZACION: Proceso por el cual los virus pueden ser inactivados.
OPS: 'Orgnnizacién Panamericana de la Salud.

PATOGENICIDAD: Capacidad de producir una enfermedad.

POOL: Mezela de dif precipitados para infectar un nuevo cultivo,

RD: Células de rabdomio sarcoma embrionario humano que son sensibles a cnterovirus
(especificamente a Polio Tipo 3).

REVCO: Ultracongelador que mantienc viables a las células y a los virus a - 70 grados
cent{grados.

SEROTIPO: Tipo de virus identificado en presencia de sueros especificos.
SFB: Suero Fetal Bovino.

TITULO VIRAL: Dosis minima requerida para producir efecto citopatico al 50% de los
cultivos inoculados,

‘VIRION: Particula viral completa con capacidad infectante.

VIRULENCIA: Capacidad que poseen los virus para poder infectar.




- RESUMEN

Se realiz6 un estudio ambiental sobre la supervivencia de
enterovirus en el Distrito Federal, utilizando muestras de
polvo y 1lluvia, durante el pericdo de enero a octubre de
1991, cubriendo un total de 10 colectas { una en cada mes) en
S colonias del Distrito Federal.

El objeto de este estudio fué establecer la variacién
enteroviral ocurrida en cada estacién del aflo, asfi como la
posible influencia del viento. De entre los resultados
destacan las DICT50% que fluctuaron entre 10 exponente 0.625
Yy 10 exponente 3.375, observéndose una mayor variacién en las
épocas de Invierno y Verano, siendo &stas de bajas y altas
temperaturas respectivamente; se comprueba también que la
distribucién de enterovirus en el Distrito Federal no es
uniforme,y no esté determinada por la direccién de los vien-
tos fGnicamente, 8i no que influyen factores como la tempera-
tura, el lavado de contaminantes por la lluvia y presencia de
tiraderos a cilelo abierto; como en el sitio Oriente de la
Ciudad que arrojé un valor de DICT50% mayor gque todos loa
demds (10 exponente 3.375), debléndose este hecho a que la
colecta se realizé donde existen basureros clandestinos, de
ahf que se infiere una mayor contaminacién bioldgica en dicho
sitio.

Por dltimo 1la temperatura es el factor fisico-ambiental
que determina la presencia de enterovirus, ya que existe una
relacién entre las estaciones frias y calientes y la varia-
cién de é&stos. Se pudo constatar que los enterovirus son
proclives a variar con la temperatura del ambiente,

Se puede discernir que una Dosis Infectiva en cultivo de
tejidos al 50% (DICT50%) mayor que la reportada en este
trabajo puede producir infecciones en el ser humano. Por
consgiguiente, existe baja patogenicidad en el ambiente, pero
puede causar enfermedad dependiendo de su virulencia.




INTRODUCCION

‘Los = virus son particulas infecciosas capaces de
hogpedarse en células para sobrevivir y tan pequefios (10-20
nm.), que pueden atravesar los poros de los filtros que im-
piden el paso de las bacterias. A los virus ge les clasi-
fica de acuerdo al tipo de &cido nucléico, tamafio, forma,
susceptibilidad, agentes quimices y forma de replicacién.
Existe una gran variedad de virus, pero sdlo nos ocuparemos
de los ENTEROVIRUS, que pertenecen a la familia
Picornaviridae;que comprenden tres géneros:

1} .- Enterovirus.
2) .- Rhinovirus.
3) .- calicivirus.

Estos géneros se caracterizan por poseer cipside con
simetrfa icosaédrica de 20% a 30%, contienen RNA en su
genoma, PM de 2.5 X 10 a la 6 a 2.8 X 10 a la 6 daltons,
didmetro de 30 a 40 nm. y son resistentes al éter.

" En este trabajo se estudiari a los enterovirus, que son
considerados como virus entéricos por entrar al hospedero por
via oral-fecal, se replican en las células del tracto diges-
tivo y son excretados en las heces fecales; asf como habi-
tantes transitorios del aparato digestivo humano, y causan
enfermedades al hombre. (27).

El grupo de enterovirus comprende los siguientes tipos de
virus:

Poliovirus ( 3 serotipos ).

Coxsackievirus A ( 24 serotipos ).

Coxsackievirus B { 6 serotipos).

Echovirus ( 34 serotipos ).

Son causantes de enfermedades como la poliomielitis,
meningitis, infecciones respiratorias y enfermedades gastro-
intestinales entre otras. (32).

siendo entéricos en su hibitat los enterovirus ge trans-
miten principalmente por 1las vias oral-fecal en wedios
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insalubres, pero también se cree que puede haber diseminacién
por aerosoles. (33).

La contaminacién fecal directa de las manos y de ahf a
los alimentos o a utensilios de cocina es probablemente re-
sponsakkle de la mayorfa de los contagios casc a caso.
(10,18) .

Durante las epidemias muchas especies de moscas pueden
servir como portadores meclnicos de los virus y asf contami-
nar alimentos y agua que puede ser consumida por individuos
suceptibles., (10,39).

los poliovirus por ejemplo estén diseminados mundial-
wmente, especialmente en pafses en vias de desarrollo,
incluyendo a México. Histéricamente el serotipo 1 ha sido
el mis comin, pero el tipo 3 se ha hecho més prominente desde
la introduccién de la vacuna de Sabin. {2,20,21).

Cerca del 90% de las infecciones en Norteamérica y Europa
Occidental son causadas por el poliovirus tipoc 1 Yy
esporddicamente por el tipo 3. El serotipo 2 es el menos
diseminadoc, pero se ha visto que en 4reas del Medio Oriente,
han causado infecciones severas. (10,18).

En los trépicos, la enfermedad es end&mica durante tode
el afio, en paises templados antés de la introduccién de 1la
vacuna, ocurria en forma cl&sica como epidemia de verano. El
hecho de que ocurran casos esporédicos en invierno, indica la
posiblidad de que el virus pueda también propagarse por las
vias respiratorias. (10,18).

Los echovirus y coxsachievirus poseen caracterf{sticas
fisico-quimicas, biolégicas y epidemiolédgicas similares a las
de los virus Polio y comparten la propiedad de afectar al
tubo digestivo del hombre.

En la actualidad el término enterovirus, deaignado
originalmente para estos grupos de virus, ya no es muy ap-
ropiado, ya que se ha encontrado que ciertos virus Coxsackie
Yy Echo causan también infecciones respiratorias agudas.
(10,35,43). (Ver cuadro 1).




CUADRO # 1

ENFERMEDADES CAUSADAS POR ENTEROVIRUS.

tmedades de Bonolm)

SINDROME COMUNES POCO COMUNES
Paralisis Poliovirus 1,2,3 Coxsackie A (2,4,7,9)
Coxsackie B (1,2,3,4,5)
Echovirus
(1,2,4,6,9,11,13,20)
Meningitis Aséptica Echovirus (4,6,9,11,14,16)
CoxsackieA (7,9,23) Coxsackie A(16,18,19,1t)
Coxsackie B (1,6)
Enterovirus 71 Echovirus (9,14,19)
Encefalitis Coxsackic B5 Coxsackie A(2,4,6,8,9,18)
{Encefalomiocarditis Coxsackie B(1,5)
[Conjuntivitis ~ hemorragica|Enterovirus 70 Enterovirus 71
houda y radiculomielitis
Infecciones del Aparato Cir-|Coxsackie A(21) Coxsackie A (10,24)
culatorio alto Echovirus (11,20) Coxsackie B(2,5)
Echovirus (4,8,9,22,25)
Neumonitis y bronquiolitis  |Enterovirus 68
[Mialgia epidemica. (enfer-JCoxsackie B(7,15)

Tomado de: Davis, B.D., Dulbeco, et al: Tratado de
Microbiologia, 2a. Ed., Salvat, 1983.(l0).

Come se observa estos enterovirus pueden causar muchos
sindromes clinicos. .

Los enterovirus de los grupos Coxsackie y Echo, raras
veces causan pardlisis.




HIPOTESIS.

A 1).- La distribucién de enterovirus en el D.\_F,,'
uniforme. i
2).- Da distribucién de enterovirus ‘en ‘el "D.F., estdl

determinada por la direccién de vientos.

3). Uno de los factores que influyen en la superviven-
cia de las particulas virales es el cambio de temperatura.de
las estaciones del afio. )




OBJETIVOS

GENERAL: Determinar la wvariacién estacional d= enterovi-
rus en muestras de polve y lluvia en S colonias del D.F., en

<~ el -periodo comprendido de Enero a Octubre de 1991.

PARTICULARES:

l.-Determinar la variacién de enterovirus y su relacién
con factores climatoldgicos (temporada de lluvias y direccién
de vientos).

2.-Determinar la variacién de enterovirus para cada
estacién del afio.

3.~ Aplicar la metodologfa para muestras de agua de ru-
tina que se emplea en la DGCOH{Direccién General de Cons
truccién y Operacién Hidriulica).

"4.- Identificar con antisueros (Baterfas de Melnick) el
serotipo para cada sitio.




ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios acerca de 1la su-
pervivencia de enterovirus en el ambiente. En Estados Uni-
dos, Canadd y otros paises, se han hecho andlisis tanto de
aguas potableg, residuales (servidas), aguas tratadas, rios,
suelos, aerosoles, aguas marinas,lixiviados, etc.

Feachem y Galelick (1982), en Londres Inglaterra, real-
izaren estudios en aguas superficiales, en cuerpos acudticos
en doude se vierten desechos orgénicos, y han encontrado de
100 a 620 virus entéricos por 1litro de agua analizada,
observando mayor supervivencia en invierno.

Dichos autores indican que hay enterovirus que pueden
sobrevivir durente meses; en aguas superficiales; pero a los
pocos dias suele haber una reduccién del 20% al cabo de un
mes y que el factor determinante de esta superviviencia es la
temperatura. Spillman, et al en 1987, comprobd que a una
temperatura de 20 grados se reduce la cantidad de enterovirus
en un 99% durante el transcurso de 15 dias.

Payment, et al en 1988 y 1989, realizaron un estudio en
las aguas de los rfos y encontraron que las particulas vi-
rales pueden sobrevivir mis tiempo debideo a que éstas se ad-
sorben en gran cantidad de partfculas sélidas.

Rao, Ch., (1986}, menciona que es probable que los en-
terovirus sobrevivan durante algunas semanas en letrinas y
hasta aproximad te tres . Una letrina puede oca-
sionar la contaminacién wviral de las aguas subterréneas de-
pendiendo del tipo de suelo, nivel de la capa freadtica y la
proximidad de los pozeos locales, o bien los virus excretados
en las heces fecales por los individuos infectados, y en
menos casos la orina llega a contaminar efluentes que pueden
per ingeridos por los individuos que aprovechen estas aguas.
La probabilidad de que é€stos se infecten y que enfermen de-
penderid de la virulencia (eficiencia para infectar o Dosis
infectiva(DI}), de la dosis ingerida y la susceptibilidad de
cada individuo.




Bitton, {1980)., menciona que las gotas de agua
|provenientes de agua tratada propagadas por el aire, pueden
‘contener virus capaces de infectar a los individuos mediante
la inhalacién. Es posible que é&stas gotas con particulas
virales adasorbidas se formen al descargarse el depfsito de un
retrete cuando se asperja el agua durante el riego, y de esta
manera dispersarse en el ambiente.

Rao.,Metcalf y Melnick.,1986; en sus estudios han
demostrado superviviencia de enterovirus por la adsorxcién a
materia particulada en el proceso de desinfeccién en plantas
de tratamiento. También han demostrado que los virus pueden
gobrevivir en el guelo, ya que los hayaron en la superficie

a menos de 50 cms. de profundidad.

Estos estudios demuestran que existen diferentes factores
que influyen en la supervivencia de enterovirus como son:

1) . Condiciones de pH: los virus se mantienen estables a
un pH neutro, pero hay otros como los poliovirus que resisten
un pH &dcido de 4.

2) . La temperatura: han demostrado que a bajas tempera-
turas ( bajo 0-:C )existe mayor supervivencia.

Los trabajos sobre contaminacién por virus son relativa-
mente recientes en México; se puede seflalar que desde 1984,
se ha desarrollado investigacién en este campo. Estos estu-
dios est&n relacionados con la calidad virol6gica del agua
potable, residual y renovada en el Sistema Hidr&ulico del
D.F., encontxindose mayor cant.idad de Echovirus,
Coxsackievirus y Poliovirus en orden decreciente, an algunas
muestras de agua antes mencionada. ’

También se han realizado tomas de muestras de lixiviados,
en los que se encontraron Echovirus en mayor porcentaje.
(12,13,14 y 15).

Los estudics son escasos adn, debido a las limitaciones
de tipo econdmico y de material requerido.

Fern&ndez (1991); realizé estudios en muestras de ré&ba-
no,irrigado con aguas tratadas provenientes de log Canales de
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Xochimilco; y se encontraron enterovirus (Echovirus),en estas
plantas comestibles.

Actualmente en México existen pocos estudios acerca de
enterovirus en el ambiente, mds bien estén enfocados a con-
taminantes emitidos artificialmente (industrias, vehiculos,
etc.). Sin embargo existen contaminantes naturales como tol-
vaneras, que representan una gran perturbacién en la calidad
del aire, afin mas en las zonas aledafias del D.F.(29).

La incidencia de las tolvaneras es méxima durante el in-
vierno y primavera(26), cuando las condiciones son propicias
y si las congiderameos como un medic a través del cual se
pueden transmitir y distribuir las particulas virales, las
que pueden contaminar agua y alimentos, que al ser ingeridos
por el hombre pueden causar enfermedades entrxe las gque po-
demos mencionar las gastrointestinales. (24).

Aunque en gran parte del D.F., ya existen condiciones de
relativa progperidad y de higiene, existen zZonas en las que
hay escasos o nulos servicios plblicos, como agua potable,
alcantarillado, pavimentacién, drenaje y uso de letrinas.
Debido a estas tGltimas se da la defecacién al aire libre, lo
que aunado a la influencia del viento, haga que las heces
fecales sean transportadas y distribuidas a considerables
distancias;esto trae problemas de salud principalmente en los
niflos.

A nivel ambiental no hay estudios gque demuestren la
variacién ambiental de enterovirus, vy es - importante
conocerla, ya que se pueden inferir las posibles enfermedades
que se contralgan del ambiente; asfi mismo se pueden extrapo-
lar los resultados obtenidos relacionéndolos con las épocas
del afio; es decir en que é&pocas se da la mayor infeccién de
enterovirus gue afecten a la poblacién humana. Y solamente
hay estudios a nivel enzimitico de virus entéricos en los que
se demuestran las actividades y cambios patolégicos a nivel
celular en las diferentes infecciones virales. (45).

Las principales enfermedades que causan los enterovirus
son entre otras, las respiratorias que peribédicamente afectan
a la poblacién y la gastroenteritis gque constituyen la prin-
cipal causa de enfermedad. y muerte en los nifios. Las
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enfermedades respiratorias se transmiten por contagio, para
ello es preciso que una persona propensa haya estado en con-
tacto con otra portadora del agente causal (generalmente un
virus), para que la infeccién ocurra;la exposicién a cambios
viclentos de temperatura no es una condicidén suficiente para
explicar la enfermedad pero ge presentan con mayor frecuencia
estas enfermedades durante los meses de invierno(34).

En México a los virus se les considera agentes potencia-
les de alto riesgo a la salud, debido a que provocan enfer-
medades gastrointestinales y de algunos casos de parélisis
flécida aguda en la poblacién infantil, pudiendo ocasionar
brotes epidémicos. (31).

Los agentes virales son los responsables del 95% de las
infecciones nasofaringeas y son diseminados por el aire; al
hablar, toser o estornudar de una persona portadora. (48).

' Con base en lo anterior se plantea realizar un estudio
que nos indique la presencia de enterovirus y su variacién
estacional, especfficamente en agua de lluvia y polvo;asfi
como su importancia de ser peligro potencial de contaminacién
del aire, agua, suelo y al hombre mismo.




JUSTIFICACION

En virologia ambiental no existen trabajos de enterovi-
rus, por lo que ( para realizar el presente trabajo en mues-
tras de agua de lluvia y polvo) se desarrollé la metodologia
que se describe en la Direccién General de Construccién y
Operacién Hidrdulica del D.F., {13).

En el D.F., se da una mayor influencia de tolvaneras en
los meses de invierno y primavera(25), que van a propiciar la
dispersién de particulas virales adsorbidas al polvo ¢ heces
fecales; posteriormente son dispersadas por la lluvia hasta
integrarlas al ecosistema contaminando agua potable, alimen-
tos y al hombre mismo; asi posiblemente la supervivencia de
particulas virales podrfa ser un riesgo potencial para la
salud. Este estudio servird como base a epidemiélogos in-
teresados en el tema que se enfrenten a considerar estos
enterovirus como vectores o causantes de enfermedades que se
diseminen con mayor frecuencia en las grandes ciudades como
la nuestra.

Desde principios de siglo y hasta la actualidad 1las
diarreas han sido la principal causa de morbilidad vy
mortalidad de los infantes en muchos lugares del mundo, en
especial en los paises en desarrollo, segln la Orxganizacién
Mundial de la Salud, este padecimiento representa entre 20 y
30% de las causas de mortalidad en menores de 5 affos.

En México las tasas de mortalidad y morbilidad por diar-
réas tienen una magnitud e impacto significativos; segln las
estadisticas de 1986, constituyeron la principal causa de
muerte en preescolares y la segunda en el nivel infantil.
Tres afios después siguen ocupando estos sitios en los datos
sobre mortalidad en dichos grupos de edad.

El nimero de casos de infecciones intestinales, enteri-
tis y otras enfermedades diarréicas causadas por virus
reportadas por las instituciones de salud a la Direccidn
General de Epidemiologfa demuestran un incremento consider-
able de 594,520 casos en 1979 a 2;301,443, lo que representa
una tasa de 2,825.89 casos por 100,000 habitantes.
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A partir de 1la utilizacién de 1la vacuna antipo-
liomielitica inactivada (UPI) en 1955, y oral (UPO) en 1961;
la poliomielitis se ha logrado erradicar en algunos paises;
sin embargo todavia circulan poliovirus salvajes (diseminado
en el ambiente) en gran parte de la poblacién en los paises
en desarrollo.

En México la enfermedad se notificd en 1937, registrén-
dose como uno de los paiges de América Latina con mayor
incidencia. Pero hasta 1972 se logré inmunizar a mis del 70%
de los nifios menores de 5 afios. E1 tipo 1 es el que predomina
en comunidades con una cobertura baja de inmunizacién, el
tipo 2 y el 3 se presentan en comunidades bien inmunizadas.
En la Replblica Mexicana 1los casos de polio salvaje
(digseminado en el ambiente)o silvestre, reportados fueron 3
casos del tipo 3 en los Estados de Sinaloa, Colima y Jalisce
en 1987, (47).

Con el presente estudio se pretende relacionar diferentes
tipos de enterovirus para cada estacion del afio y asi los
resultados podrin ser extrapolables para discernir las
enfermedades causadas por estos.

14



AREA DE ESTUDIO

UBICACION DEL DISTRITO FEDERAL.

* Bl Distrito Federal se localiza en la cuenca cerrada del
Valle de México, a una altitud de 2240 msnm, y cubre una su-
perficie de aproximadamente 1500 kilémetros cuadrados (posee
una fisiograffa y geologia heterogéneas. (40).

DESCRIPCION Y UBICACION DE LOS SITIOS DE COLECTA.

Los sitios de colecta de muestras fueron elegidos
congiderando las zonas en las que hay mayor concentracién de
poblacién del D.F.

La toma de muestras sge llevé a cabo en 5 sitios que
fueron:

I. COL. PATRIMONICO FAMILIAR,- Se encuentra al norte de la
Delegacién Azcapotzalco; 1la cual se localiza entre los
meridianos (99 grados 13 minutos) y (99 grados 09 minutos) de
longitud oeste, entre loa paralelos (19 grados 27 minutos) y
los {19 grados 20 minutos) de latitud norte. Posee una ex-
tensién de 33.28 kil6metros cuadrados, se encuentra casi en
su totalidad urbanizada contando Bolo con lotes baldfos.

En este sitio se localizan casas habitacién en su gran
mayoria y no existen edificios altos, por lo que fluyen mis
los vientos; se encuentran pocas fibricas y no hay terrenos
baldfos, por lo tanto la incidencia de tolvaneras no perturba
el ambiente.

Caracteristicas Fisiogréficas.

Presenta una topograffa plana. Esta delegacién no cuenta
con suficientes espacios abiertos de &reas verdes, debido al
intenso uso urbano del suelo, asi como insuficiencia de A4r-
boles y plantas que tengan la capacidad para sobrevivir en
época de estiaje y bajo condiciones de contaminacién ambien-
tal fuerte, adem&s del inadecuado usoc que de ellas hacen al-
gunos habitantes.
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Caracteristicas hidrometereolégicas.

'

No existen rios o canales que lo manifiesten. El clima
de la delegacidén se ve afectado por el enorme crecimiento
urbano que presenta la Ciudad de México, asi como la gran
concentracién de impurezas sélidas y gaseosas, productos del
calor que producen las industrias existentes en esta zona que
provocan la alteracién de los elementos termodindmicos de la
atmdésfera (humedad, precipitacién, temperatura y los vien-
tos). Originalmente la Delegacién Azcapotzalco presentaba un
clima templado con ligeras variantes a través de las
estaciones del afio, pero a partir de estas nuevas condiciones
aunadas a la susticidn del suelo natural por superficie de
concreto se ha identificado un clima templado, pero con
variantes en algunas ocasiones extremosos; asi como una tem-
peratura promedic anual de 16 grados, con lo que se alcanza
la periferia de la Ciudad, la cual presenta 12 grados
centigrados.

" II.COL., MIGUEL HIDALGO.- Se localiza al Sureste de la

Delegacién Tlalpan,la cual se encuentra al Surponiente y
colinda al Sur con el Estado de Morelos, al Norte con la
Delegacién Coyoac&n, Al noroeste con Xochimileco al sureste
con Milpa Alta, al norponiente con la Magdalena Contreras, y
al surponiente con el Estado de México.
El sitio de colecta se caracteriza por ne presentar edificios
altos y predomina en su mayoria casas habitacién con espacios
abiertos y &reas verdes, por lo que la lluvia es abundante y
con frecuencia de nublados. Existen terrenos baldios que
originan tolvaneras en época de sequia.

Caracteristicas fislogré&ficas.

Se encuentra a 19 grados 17 minutos 22 segundos de lati-
tud norte, 0 grados 1l minuto 54 segundos de latitud ceste del
Meridiano de Greenwich y a una altura de 2, 393 msnm. Por su
extensién territorial ocupa el primer lugar dentro del Dis-
trito Federal con 312 kilémetros cuadrados.

Caracteristicas hidrometereoldgicas.




En Tlalpan existen numerosas corrientes que bajan de los
cerros, pero s6lo en tiempos de lluvia llevan agua. Hay dos
rios cagsi secos: San Buenaventura y San Juan de Diocs, otro
rio importante es el Eslava que sirve de limite entre la
Delegacién de Tlalpan y Magdalena Contreras.

III. COL. IZTAPALAPA.- Se encuentra al Oriente, la cual
se ubica entre los paralelos 19 grados 16 minutos y 19 gra-
dos 23 minutos latitud norte y entre los meridianos 98 grados
57 minutos y 99 grados 8 minutos latitud oeste, localizéndose
al oriente del “Distrito Federal; su superficie de 1la
Delegacién es de 115.06 kilémetros cuadrados; que correspon-
den "al 7.72% del A&rea total del territorio del Distrite
Federal.

Es una zona gque cuenta c¢on unidades habitacionales; la
zona recibe una carga de polvo mayor ya que cuenta con un
terreno baldio {ex-tiraderos de Santa Cruz Meyehualco). La
frecuencia de 1lluvias es moderada asi como las tormentas
eléctricas y nublados. No existen fdbricas ni zonas verdes
alrededor del sitio de colecta.

Caracteristicas fisiogr&ficas.

Se caracteriza por tener una topograffia plana limitada al
Sur por lomerfos y cerros, presenta pendientes del 5% de la
zona urbana y tiene pendientes mayores al 25% en &reas que
son aledaflas a las elevaciones montaficsas que se ubican en la
Delegacién.

Desde el punto de vista geohidrolégico, las formaciones
montafiosas permiten la infiltracién y escurrimiento del agua
en época de lluvia, mismas que gon extrafidas en las partes
bajas, por medio de pozos profundos.

 Caracteristicas hidrometereolégicas.

Presenta un clima templade subh@medo con régimen de 1llu-
vias en verano y seco en invierno, presentando temperatura
promedic anual de 17 grados centigrados,la precipitacién
pluvial de 41.3 mm.

IV.- COL. LOMAS DE LA ERA.- Se localiza al poniente de la
Delegacién Alvaxo Obregén, la cual se ubica a 9 kilémetros al
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sur del Centro de la ciudad; a 2,317 msnm, la cabecera se
encuentra a los 19 grados 24 minutos 47 segundos de latitud
norte y a los 0 grados 2 minutos 2 segundos al oriente del
meridiano.

Es una zona de lomerios, zonas verdes y cuenta con espa-
cios abiertos, llueve en abundancia ( todo el dia y la noche
en época de lluvia ), los vientos se concentran en mayor
altitud.

Caracteristicas fisiogrificas.

Dentro de la delegacidn se encuentra el 72% de las zonas
minadas del D.F., las cuales presentan el mayor ndmero de
problemas: 58% estédn catalogadas de alta peligrosidad, 26% de
mediana y 16% de baja peligrosidad. Dichos problemas se deben
en general a cavidadea detectadas en la zona poniente de la
Ciudad de origen artificial que contenfan material del sub-
suelo extraldo con destinos constructivos a taludes que en la
mayorfa de los casos coinciden con antiglos frentes de
explotacién minera a cielo abierto de altura y extensibn
variable, o bien a rellenos de origen reciente, productos de
materiales de desperdicios en zonas ocupadas antiguamente poxr
explotaciones mineras a cielo abierto colocadas a volteo sin
control de compactacién. (40).

V.- COL. MORELOS.- Se localiza en la delegacién - Ve-
nustiano Carranza; la cual se ubica al nororiente del D.F.
entre los meridianos 99 grados 2 winutos y 99 grados 8
minutos de longitud oceste y los paralelos 19 grados 24
minutos y 19 grados 28 minutos de latitud norte. Posee una
extensién territorial de 33.42 kilémetros cuadrados .Este
sitio se caracteriza por la gran cantidad de edificios altos
por lo que en este se concentra la mayor cantidad de con-
taminantes de la zona urbana, existen pequeflas f&bricas de
calzado y madererfas. En este sitio llueve en menor cantidad
debido a gue los nublados son someros.

Caracteristicas fisiogrdficas.
La delegacién se ubica a una altitud de 2240 msnm, donde

el idnico relieve es el conocido como el Pefibn, con una cota
mixima de 2290 manm.
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Caracteristicas hidrometeorolégicas.

El clima que presenta es subtropical de altura,el cual es
clima suave y agradable, noténdose que los meses de febrero
y marzo son tipicamente airosos; abril, mayo y junio integran
un periodo caluroso y de mayo a noviembre se presenta la
€época de lluvia; asi como en diciembre es frio.(40).
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METODO DE LABORATORIO Y CAMPO

Para la realizacién del presente estudio se utilizé el
siguiente material inerte e in vitro.

1. Cartuchos MICRO KLEAN %Zeta Plus IXII, de £fibras
acrilicas y resinas fendlicas de 1 micra de retencién nominal
y longitud sencilla de 9 3/4 pulgada, resinas rigidas rango
de 1 a 125 micrones,l para la adsorcién de los enterovirus.
(7).

2, Las siguientes lineas celulares para la infeccién de
muestras en el bioensayo:

RD. Cé&lulas de rabdoma humane (lfinea continua)

HEP2c. Células de caxcinoma de garganta humano{linea
continua) . :

VERQO. Células de Rifién de Mono Verde Africanc (lineas
continuas) .

3. Virus polio tipo I para control positivo en la
infeceidn de las muestras: asf como para la cosecha viral.

TRABAJO DE' CAMPO

A.- Muestras de lluvia,
B.- Muestras de polvo.

A. Las muestras de lluvia fueron colectadas en envases de
boca ancha de 4 litros, sujetados con alambre a una altura de
1.5 m para evitar salpicaduras. El reciplente fué expuesto
por un mes debido a la poca captacién de lluvia, después del
tiempo determinado se transportan al laboratorio para su
posterior andlisis.

B. Las mucstras de polvo se colocaron filtros positivos
MICRO KLEAN ZETA PLUS III, suspendidos a una altura de 1.5 m
arriba de las azoteas para evitar interferencias. Una vez
expuestos por 15 dfas se envuelven en un papel aluminio
estéri) y son transportados al laboratoxic para su posterior
anélisis
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Nota: Las muestras se tomaron dependiendo de la fecha de
colocacién de estas y comprenden: Primavera (marzo, abril y
~{mayo) ,Verano (junio, julio, agosto), Otofio (sep, oct) e In-
vierno {enero y febrero) (Veéise Tabla 2).

Cabe aclarar que en este estudio Bsolamente se colectaron
las muestras una sola vez por mes, debido a limitantes de
tipo econdSmico y de material requerido.

TRABAJO DE LABORATORIO

Es necesario que el laboratorio de Virologia cuente con
un- disefio especial para evitar al maximo contaminacion de
cualquier tipo (Apéndice I). El materlial, equipo y reactivos
utilizados en dicho laboratorio se presenta en el Apéndice 2
Y en el Apéndice 3 las preparaciones de los medios y reac-
tivos utilizados en este trabajo.

Una vez que las muestras fueron transportadas al labora-
toric se proceden a concentrarlas (Anexo 1 y 2). Para anal-
izarlas y medir el efecto citopatico (transformacién de la
morfologfa celular). Para mantener células confluentes se
llevan a cabo técnicas de cultive celular {Anexo 3} y Conteo
celular (Anexo 4), Congelacién celular '(Anexo 5), ¥y
Descongelacién celular (Anexo 6).

El buen estado de las c&lulas permite realizar la infec-
cién de las muestras concentradas mediante el método de bio-
ensayc en tubo {Anexo 7, 7.1 y 7.2), se mantienen en
observacién por 15 dfas, y las muestras que resulten positi-
vas se titulan por el método de diluciones logaritmicas base
10 de DICT 50% (Dosis Infectiva en Cultivo de Tejidos al 50%
y se calcula por el Método de Karber. (Anexe 8 y 8.,1). Para
valorar las puntuaciones numéricas de enterovirus existe un
m&todo estadistico para realizarlo y que se llama el Métedo
de Spearman-& Karber (Anexo 9} y finalmente se identifican
con antisueros de Lin-Benyesch-Melnick(L:B:M:} (Anexo 10).

22



RESULTADOS Y ANALISIS

De las 10 c¢olectas realizadas en las 5 colonias del D.F,
(de Enero a Octubre de 1991), se obtuvieron los sigquientes
resultados:

En la tabla 1 se obsexrva que la Dosis Infectiva mayor fué
en el Oriente, en los meses de julio y agosto que nos repre-
gentaria a la estacidén de Verano; asi como variantes en los
otros sitioes.

Se presenta también la época estacional del afio a que
corresponde cada colecta.

Asi tenemos que la colecta de Enero y Febrero corresponde
a Invierno; Marze, Abril y Mayo corresponden a Primavera;
Junio, Julio y Agosto al Verano (estaciém de 1lluvia) y
Septiembre y Octubre al Otofio.

Los valores de DICT 50% obtenides oscilan entre 10 a la
.625 y 10 a la 3.375 en cultivo de tejidos, como se observa
en la Tabla 1, existe un incremento en Verano en el sitio
Oriente que es el mayor de entre todos los demds, mientras
que la Dosis Infectiva en Cultivo de Tejidos al 50% baja es
de 10 a la ,625 casi constante en todos los demés.

En primavera desde que empieza (marzo y abril)), se ob-
serva una Dosis Infectiva en Cultivo de Tejides al 50% de 10
a la 1.625 (constante) en el sitio Poniente con respecto a
log dem&s sitios; tanto como eh el Sur casi a finales de
primavera hubo Dosis Infectiva 50% de 10 a la 1.625 la misma
dosis que en verano.

En verano ge observan Dosils Infectivag varjables: 10 a la
1.625 en el Sur, 10 a la 3.375 en el Oriente, en el Poniente
10 a 1a 1.750 ¥ Centro 10 a la 1.75; se observa en la tabla
que en esta estacidén hay mis variacién de entre otras y es
importante aclararlo ya que como es una época sumamente llu-
viosa (pues abarca de mayo a julio) (25), podriamos esperar
que con el fenémeno de lavade de la 1lluvia pueden ser pre-
cipitadas las partfculas de polvo que en ellos se pueden ad-
sorber las partfculas virales por lo que encontramos valores
positivos altos y casi en todos los sitilos.

Ahora bien el sitio Oriente con la més alta DICTS50% de 10
a la 3.375 probablemente se deba a la influencia de los ex-
tiraderos de Santa Cruz Meyehualco. *
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En Otofio se chserva una disminucidén de DICTS0% en todos
los sitios excepto en Norte, observidndose una baja en el
Oriente de 10 a la 1.625, asi como en el Poniente hay un
. decremento de 10 a la .625, y en el Centro ya no se encuentra
por la estacidn del aflo, encontrindose también que en el
Norte hubo un aumento de DICT 50% que no se observé en la
estacidn anterior. (Verano).

Sin embargo en Invierno otra vez existe una variacibn
enteroviral de DICT50% en todos los sitios: 10 a la .625 en
Norte, 10 a la .625 en Sur; en Oriente hay variacién inclu-
give de mes a mes, en Enero 10 a la .625 y febrero un
aumento de 10 a la 1.625 probablemente se deba al cambio
estacional, y que esté influyendo la temperatura, pues fué
casi al finalizar la estacién de Invierno, sin embargo en el
Poniente hubo DICT de 10 a la .750 y en el Centro también
hubo una ligera variacién en Enero (10 a la 1.250), y Febrero
un aumento en 10 a la 1.875, se cree que la variacién haya
sido por el final de la eatacién de invierno, ya que a menor
temperatura los virus son mas activos y a mayor temperatura
(primavera} puede haber inactivacién, por lo que se observa
una disminucién de la DICT 50% para todos los sitios.

Ahora bien con respecto a la temporada de lluvias (se
abarcaron los meses de mayo, junio y julio). En el sitio que
mis se presentd una DICTS0% alta fué en el Oriente, luego en
el Poniente y Centro; en el Sur se observaron DICTS50%({10 ex-
ponente 1.625)en mayo y junio, comc en ninglin otro sitio;
debiéndose a que los vientos como fluyen de norte a sur, se
acarrean los contaminantes y se concentran en esta parte; y
al empezar las primeras lluvias del afic se da el fenSmeno de
lavado atmosférico y esto conllevé a obtener resultados en
este Gnico sitio. .

En agosto hubo poca lluvia, pero se podria decir que
casi es la misma DICT50% que se presentd en Julio que corre-
sponderia al Verano.

Analizando la variacién enteroviral por sitio, se observa
en la Gréfica 1 (Norte) una DICT50% constante en Invierno y
Otofio. En este sitio se presenté DICT 50% en época de sequia,
abarcando los meses de enero-febrero, septiembre-octubre; y
en época de lluvias los resultados del anédlisis de muestras
fueron negativos para este sitio.
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En la gr&fica 2 se observa el sitio Sur que también
presentd dosis bajas en Invierno,

Considerando nuestra hipétesis que el viento influye en
la distribucién de los enterovirus en el ambiente; se sabe
que en estas épocas estacionales, los vientos fluyen de
Norte a Sur en septiembre y octubre y en febrero se levantan
cortinas de polvo que son provocadas por vientos del Este
principalmente; concentréndose en el Centro; con base en esto
se esperarfa encontrar una DICT50% més alta en este sitio,
por lo que se comprueba la hipétesis, ya que los vientos se
concentran en este sitio.

Analizando la gréfica 3 que corresponde al Sitio Oriente
se observa una gran variacién enteroviral por meses que cor-
responden a las estaciones del afio. Como se ha mencionado en
Invierno {(enero y febrero), hubo un cambic entre mes y mes,
ya que se presentd una DICT50% m&s alta en febrero, debido
probablemente a las tolvaneras que se presentan en este mes
en el Oriente. En primavera no hubo algin resultado posi-
tivo, probablemente al aumento de temperatura (época de
calor) que se presenta en esta época., Yy ®e ha reportade
bibliogrdficamente que dicho aumento de temperatura puede
inactivar a los virus. En los meses de julio y agosto se
presentd una DICTS0% més alta de entre todos los sitios, y
probablemente se deba a la influencia de los tiraderos de
basura que se presentan en esta zona y las lluvias jueguen
un papel importante en el lavado de contaminantes y esto
posiblemente influyé en la DICTS0% mayor que se presenté,
Asi en Otofio se presenté una disminucién de DICTS50% con re-
specto a la estacién anterior.

En la grdfica 4 sitio Poniente, observamos gue en enero
{Invierno) hay una DICT50% de 10 a la 0.75, pero en primavera
(marzo -abril) hay un incremento a la 1.625, por ser época
de calor, la variacién de algunos enterovirus , y se podria
pensar gue sean Echovirus (ya que estos son los que sobre-
viven en primavera (37).Sin embargo en Verano (julio-agosto)
que -abarca también la época de lluvia hay un ligero incre-
mento de 10 a la 1.75, que como en los otros sitios hubo un
incremento, creemos que fue debido a lo anteriormente de-
scrito para otros sitios.Sin embargo en Otofio (sept-oct), se
observa todavia un decremento bastante marcado pues es é&poca
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seca y existe el cambio de condiciones ambientales, segin la
estacidén del aflo. Se reporta bibliogréficamente que en esta
estacién se dispersan algunos enterovirus, pudiendo ser
Echovirus, Poliovirus o Coxsackievirus. {3).

En la gré&fica 5 que corresponde al Centro se encontrd la
DICTS0% més alta de entre todos los sitios en la estacién de
Invierno. y es légico pensarlo puesto que hay una mayor con-
centracién de contaminantes., en cambio en Primavera cuando
los vientos fluyen del Norte, Oriente y Poniente concentrén-
dose en el Centro mayor cantidad de contaminantes de todo
tipo, hubiéramos esperado DICTS50% positiva, pero no fué asi.
En julio y agosto que corresponde a la época de lluvia igual
que en los otros sitios excepto en el Norte se presentd
DICTS50% por lo anteriormente explicado.

Por dltimo en la grifica 6 se presenta de manera global
loa valores de DICTS50% estacional por sitio, obaservéndose que
los sitios donde hubo mayor variacién fueron Oriente y Po-
niente, ya que abarcé valores de 10 a la .625 hasta 10 a la
3.375 a lo largo de las estaciones del afio y de 10 a la .625
hasta 10 a 1.75 respectivamente, mientras que en el Centro se
observé variacién de valores en menor proporcién; y en el
gitio Sur hubo valores diferentes (10 a la 0.625 y 10 a la
1.625); siendo para el norte las DICTS0% ma&s bajas vy
constantes.

Cabe aclarar que en Invierno hay 2 valores diferentes en
Centro y Oriente (Ver gré&fica 6) esto puede explicarse
bremenente:

En Oriente el valor 10 exponente 1.625 corresponde al mes
de febrero; se sabe que en este mes las tolvaneras ocurren
con mayor frecuencia, y esto repercute en el incremento de
dicha dosis. Pexro en el sitio Centro, en el mes de febrero
(10 exponente 1.875 el otro valor de Invierno), fué més alto
que en Oriente, {sitio cexcano a los extiraderos de Sta Cruz
Meyehualco), debido a que el viento influye en la concen-
tracién de contaminantes para este sitio, Considerando esto,
se infiere que de todos los sitios estudiados el Oriente y
Poniente fueron los que presentaron la mayor variacién para
cada estacién del afio.

Cabe aclarar que en el presente estudio se colectd solo
1 muestra por mes; Yy se pretendfia aplicar la metodologia
utilizada en la DGCOH para muestras de agua,asi como probar
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que de cierta manera ésta fuera Gtil para el aislamiento de
enterovirus ambientales. Y con este proyecto se iniciari el
estudio para determinar enterovirus en el ambiente y por el
alto costo de material biol6gico y equipo de laboratorio ne-
cesario,no fué posible analizar un mayor nimerc de muestras.

Es importante encauzar estudios posteriores relacionados
al tema, ya que existen trabajos sobre contaminacién de todo
tipo, peroc los de contaminacién biolégica son escasos, y es-
tos estin en mayor grado de causar grandes dafios a la
poblacién, y sobre todo enterovirus que causan enfermedades
triviales y mortales.

Por otra parte, los métodes utilizados para determinar
la presencia de estos virus, nos permitieron determinar,
aunque en cantidades muy bajas la presencia de enterovirus en
el ambiente. Tanto en el método de concentracién, como el
método de biocensayo y de titulacién de las muestras, deben de
sexr contxoladas mids variables para que no haya
interferencia en los resultados y puedan ser aislados con
mayor eficiencia. (30,42,49),

El método de concentracién que se ha empleado en este
trabajo, determina los enterovirus{ Echo, Coxsackie y Polio),
y con las Baterfas de Melnick se aislan los tres tipos. (49).

En este trabajo no fué posible el aislamiento (identifi-
cacidén) del tipo de enterovirus, puesto que se necesita una
DICTS0% mayor (10 a la 6), para lograrlo, y puesto que este
estudio es una introduccién; nos permité demostrar que en el
ambiente hay enterovirus en dosis muy bajas, pero contro-
lando las vdriables y condiciones 6ptimas en el laboratorio
(factores como presencia de materia particulada, pH neutro y
sobre todo bajas temperaturas).lLas dosis determinadas pueden
ger mis Sltas para muestras sintéticas (testigos) (15).

Por otro lado sabemos que en invierno hay una mayor
incidencia de enfermedades respiratorias y posiblemente ex-
ista en el ambiente el tipo Coxsackie A 21 y Echo 11 y 26, ¥
que son les causantes de infecciones del aparato reapiratorio
(10), y esto se puede constatar con la alta incidencia de

27




pacientes que asisten en invierno a las dependencias de
salud.

BEn cuanto al método de Biocensayo utilizado, se hizo todo
los posible (se controlaron al méximoc las variables) para
poder replicar las posibles particulas virales{aumento del
titulo viral) contenidas en la muestra concentradas ,y asi
obtenerlos altos para su posterior identificacién, { los
profesionales en este campo recomiendan que sSlo son necesa-
rios 3 pases para aumentar el titulo viral de una muestra)
{3,5).

Los enterovirus encontrados en el ambiente (aunque sea
en dosis bajas y sin conocer el serotipo),aparentemente
mostraron preferencia marcada por alguno de las lineas
utilizadas en este estudio, en este caso fué la linea con-
tinva RD {células de rabdoma humano), por ser més sensible a
los enterovirus (21).

La Organizacién Mundial de la Salud recomienda que para
un aislamiento amplioc de enterovirus, en general el uso
principalmente de las lfneas utilizadas en este estudio {(RD y
Hep 2c) es bueno, puesto que muestran la mayor sensibilidad a
estos enterovirus. (44), mostrando efecto citopitico en las
muestras positivas mediante los cuales se hace evidente la
infeccidn.

Adem&s de que la probabilidad de que loa individucs se
infecten depende de la virulencia (la eficiencia para infec-
tar o Dosis Infectiva(38), lo que se determindé en este
estudio.

Por lo tanto es evidente decir que aunque existieron
DICT50% Dbajas, éstas pueden infectar a la poblacitn
caussndole alguna enfermedad.
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TABLA 1

MUESTRAS ANALIZADAS DE ENTEROVIRUS

(TOMA DE[SITIO TIPO DE|ESTACION DICT50%
MUESTRA MUESTRA
IPOR MES
Enero NORTE Polvo Invierno 10 exp 0.625
[Enero SUR Palvo Invierno 10 exp 0.625
Enero ORIENTE Polvo Invierno _ |10 exp 0.625
Enero PONIENTE Polvo Invierno 10 exp 0.750
Enero CENTRO Polvo Invierno 10 exp 1.250
Febrero NORTE Polvo Inviemo 10 exp 0.625
[Febrero SUR Polvo Invicrno Negativo
Febrero ORIENTE Polvo Invierno 10 exp 1.625
[Febrero PONIENTE Polvo Invierno Negativo
Febrero CENTRO Polvo Invierno 10 exp 1.875
IMarzo NORTE Polvo Primavera Negativo
IMarzo SUR Polvo Primavera Negativo
Marzo ORIENTE Polvo Primavera Negativo
arzo PONIENTE Polvo Primavera 10 exp 1.625
Marzo CENTRO Polvo Primavera Negativo
Abril NORTE Polvo Primavera Negativo
|Abril - |SUR Polvo Primavera Negativo
Abril ORIENTE Polvo Primavera Negativo
Abril PONIENTE Polvo Primavera 10 exp 1.625
Abril CENTRO Polvo Primavera Negativo
Mayo NORTE Lluvia Primavera Negativo
Mayo SUR Liuvia Primavera 10 exp 1.625
Mayo ORIENTE Lluvia Primavera Negativo
Mayo PONIENTE - |Lluvia Primavera Negativo
Mayo CENTRO Liuvia Primavera Negativo
Hunio NORTE Lluvia Verano Negativo
Bunio SUR Lluvia Verano 10 exp 1.625
Junio ORIENTE Lluvia Verano Negativo




TOMA  DE[SITIO TIPO DE({ESTACION  |DICT50%
MUESTRAS MUESTRA

POR MES

Junio PONIENTE Lluvia Verano Negativo
Junio CENTRO Lluvia Verano Negativo
Julio NORTE Lluvia Verano Negativo
Julio SUR Lluvia Verano Negativo
Julio ORIENTE Lluvia Verano 10 exp 3.375
Julio PONIENTE Lluvia Verano 10 exp 1.750
[Julio CENTRO Liuvia Verano 10 exp 1.750
Agosto NORTE Lluvia Verano Negativo
Agosto SUR Liuvia Verano Negativo
Agosto ORIENTE Lluvia Verano 10 exp 3.375
Agosto PONIENTE Lluvia Verano 10 exp 1.750
Agosto CENTRO Lluvia Verano 10 exp 1.750
|Septiembre NORTE Polvo Otoflo 10 exp 0.625
Septiembre SUR Polvo Otoflo Negativo
ISeptiembre ORIENTE Polvo Otoito 10 exp 1.625
l§eptiembre PONIENTE Polvo Otoilo 10 exp 0.625
Septiembre CENTRO Polvo Otoflo Negativo
Octubre NORTE Polvo Otofio 10 exp 0.625
Octubre SUR Polvo Otofio Negativo
Octubre ORIENTE Polvo Otoflo 10 exp 1.625
Octubre PONIENTE Polvo Otoflo 10 exp 0.625
Octubte CENTRO Polvo Otofio Negativo

Continuacién de Tabla 1




'SITIO!

VARIACION: DE ENTEROVIRUS
(1) NORTE L

” [ picTs0%:

Mayo Junio Julio Agosto Septie. Octub. Enero Febre. =

PRIMAVERA VERANO

oToNo

INVIERNO

Mayo {Junio |[Julio |Agosto|Septic. [Octub.

Enero |Febre.

0 0 0 0

0| 063 063

0.63} 063
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RAFICA 2 . VARIACION. DE ENTEROVIRUS -

“SITIO (2) SUR

Marzo

Abril

DICTS0% -

Mayo Junio

Julio Agosto Septic. Octub. Enero Febre.

PRIMAVERA

VERANO

oTONO

INVIERNO

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Septic. |Octub. |Enero

Febre.

Log 10

0

0

1.63

1.63

0

0

0

0] 0.63

0!
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RAFICA 3. VARTACION DE ENTEROVIRUS

SITIO (3) ORIENTE.

“Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septie. Octub. Enero Febre.

PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
Marzo |Abril {Meayo [Junio |Julio [Agosto|Septie. |Octub. |Enero |Febre.
Log 10 0 0 0 0 338 338 1.63] 1.63] 0.63] 1.63
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'VARTACION - DE:ENTEROVIRUS

SITIO (4) PONIENTE : -

~ :

Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septie. Octub, Enero Febre.

PRIMAVERA VERANO | ~oroNo INVIERNO
Marzo {Abril [Mayo !Junio [Julio AgostolSeplic. Octub. [Enero |Febre. |
Tog10] 1.631 1.63 4 0] 175 l.7.ﬂ 0.63] 0.63) 075 0l
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L

Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septie. Octub, Enero Febre,

PRIMAVERA VERANO ] OTONO INVIERNO
Marzo |Abril jMayo {Junio {Julio Agosto]Scpﬁe. Octub. |Enero |Febre.
Log 10 of o o of 1] 1) o] of 125 188
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I F:CA 6./ VARIACION ESTACIONAL DE ENTEROVIRUS
s EN‘LOS CINCO SITIOS.
g (ENERO ‘A OCTUBRE DE 1991)

NORTE SUR ORIENTE PONIENTE CENTRO

NORTE SUR ORIENTE | PONIENTE | CENTRO

PRIMAVER 0 1.63 0 1.63 0
VERANO 0 1.63 3.8 175 1.75
0TONO 0.63 0 1,63 0.63 0
INVIERNO 0.63 0.63 0.63 0.75 1.25
INVIERNO [} 0 1.63 0 1.88
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CONCLUSIONES .

Los' resultados obtenidos en este trabajo nos dan a
conocer laa situacién de los enterovirus ambientales en de-
terminados sitios del D.F.

1.~ En los sitios de colecta hay enterovirus en el am-
biente en Dosis Infectiva de Cultivo de Tejidos 50% con
titulos bajos, lo cual nos indica una débil pero latante pa-
togenicidad al humano.

‘2.~ De los sitios de colecta con respecto a las
estaciones del afio, en la que hubo mayor variacién enterovi-
ral fué en Invierno, debido a que es la época de frio y hay
mayor sobrevivencia de enterovirus, sin embargo en Verano, en
el sitio Oriente se encontraron enterovirus con titulos méds
altos que los anteriores, pero esto se explica por estar
cexca de los extiraderos de basura y ser una zona mis ex-
puesta a la contaminacién enteroviral y de todo tipo.

3.- Con las Baterfias de Melnick, se identificaron los
diferentes tipos de enterovirus que hay en el ambiente, sin
embargo existe una objecidén con respecto a los resultados, ya
que se requiere de una DICT50% (10 a la 6) minima y no. se
obtuvo en las muestras; pero si en los testigos.

4.- En este estudio se pudo observar que no sdlo la
direccidén de vientos influye en la distribucién de enterovi-
rus, sino que existen otros factores como la temperatura que
se presenta en cada estacién del aflo. Podemos afilrmarlo,
ya que esperdbamos encontrar DIC! mids altas en el Sur, sin
embargo en este sitio fueron constantes y bajas; pero también
hay que considerar que probablemente pueda haber
interferencias en el ambiente, comoc son reacciones
fotoquimicas de los contaminantes atmosféricos, que ‘estén
influyendo en el cambio de pH y esto propicie 1la inacti-
vacién de los enterovirus; ya que ge observé que en algunas
muestras tenian pH de 5 y 6 para Centro y Sur respectiva-
mente. (muestras de agua de lluvia;para el ‘caso de 5 se le
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considera &cida). Sin embargo; si hubiera sido posible 1la
identificacién enteroviral, se podrfa constatar con la
bibliograffa, cuales son las enfermedades que causan y en que
épocas del aflo ocurren con mayor frecuencia, que se sabe que
en Invierno es la mayor incidencia de dichas enfermedades
respiratorias, pues hay una mayor afluencia de casos en las
dependencias de salud.

5.- Se pudieron constatar las hipStesis propuestas en
este trabajo, ya que la distribucién de enterovirus en el
Distrito Federal no fué uniforme; ésta distribucién estd de-
terminada por la direccién de los vientos vy hay factores que
influyeron en la supervivencia de las particulas virales como
es la temperatura de las estaciones del aflo, fendmeno de
lavado atmosférico provocado por las lluvias y la presencia
de tiraderos a cielo abierto.

6.- Las DICTS0% de los enterovirus, resultd ser muy
baja(l0 exponente 0.625 a 10 exponente 3.375), pero es sufi-
ciente para causar infeccién en cultivo de tejidos {cé&lulas).

7.- Es importante aclarar que el material in vitro,
equipo, reactivos, medios de cultivo, tiempo de exposicién de
la muestra, pH, temperatura ambiental, y el almacenamiento
de muestras a bajas temperaturas (-70 grados centigrados),
hard posible llevar a cabo la técnica descrita { y hacer en
un futuro una correlacién amplia de enterovirus en el
ambiente.) .

8.~ Con este proyecto pretendimos contrxibuir al estu-
dio ambiental de enterovirus en el medio, ya que en este
pafis, al menos hasta la fecha; no se han reportado enterovi-
rus en el ambiente, y sblo existen trabajos de virus en agua
potable, residual y renovada, lixiviados; asi como en algunos
vegetales, como lo hemos mencionado en este estudio.
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RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores sobre el mismo tema se re-
comienda lo siguiente:

1,- Tomar en cuenta los sitios de colecta, elegir un
mayor niimero de estos en dreas de contaminacién biolégica mis
frecuente, y trabajar un mayor nimero de muestras.

2.- Abarcar por lo menos 2 periodos anuales, para lograr
una correlacién amplia de tipo de enterovirus con las
egtaciones del aiio.

3.- En el caso de que haya DICT50% suficientes (mucho
mayor que las reportadas en este trabajo), extrapolar, como
se ha mencionado con las enfermedades que causan dichos
enterovirus.

4.- Se propone hacer un estudio mds detallado con re-
gpecto a las enfermedades que causan los enterovirus y rela-
cionarlas con la poblacidén infantil, que es la que mis se
encuentra afectada en todos los tiempos. .

5.- Recomendamos elegir ensayos tendientes a incluir la
mayor gama enteroviral de importancia de salud al hombre
(Hepatitis, Agente Norwalk, etc.), y que se.sabe son virus no
cultivables en lineas celulares y no citopatogénicoes.

6.- Se recomienda que al aplicar la técnica mencionada en
este trabajo, se controlen estrictamente las variables como
pH, Temperatura, almacenamlento de muestras y transporte de
estas para evitar la inactivacién de las particulas virales,
que como es sabido son algunos de los principales factores
que determinan la virulencia.

7.- Hacer estudios interdisciplinarios e interinsti-
tucionales para evaluar la importancia que tienen los virus,
ya que causan enfermedades de importancia humanitaria y que
conlleven al planteamiento y evaluacién de las enfermedades
que causan.
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APENDICE 1

Un laboratorio de cultivo de tejidos tiene 4 actividades
principales para reducir al mfnimo la contaminacién:

1.+ Lavado de vidrierfa de laboratorio con procedimien-
tos especiales para reducir la toxicidad a las células.

2.- Preparacién de medios de cultivos esterilizados por
filtracibn, distribucién aséptica y pruebas de esterilidad en
medios s6lidos como agar hierro tres azlcares, soya trip-
ticasa, y agar placa.

3.- Pasaje o subcultivo y mantenimiento de las células,
su congelacién, almacenamiento y descongelacién,

4.- El control de calidad de los diversos pasos y del
producto final, las monocapas de cé&lulas saludables ¥y
utilizables para titulaciones de virus entéricos en el medio
ambiente. {(28).

Nota: La calidad del agua es escencial para obtener un
buen crecimiento de las cé&lulas, y esta debe controlarse cada
vez que Be utilice, con un conductimetro.

Existen sistemas para desionizar el agua; 1) El sistema
MilliQ, que produce agua con alta calidad, libre de compues-
tos orgénicos y pirfgenos, apta para el cultivo de tejidos.
2) y destilando pero varias veces el agua para optimizar su
pureza.
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APENDICE 2.

*.” MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS UTILIZADOS.

I): Material para concentracién de enterovirus.

~ Filtros positivos de resinas fenélicas para la adsor-
cién de enterovirus. (7).

- Portacartuchos de pléstico para los filtros.

- Vasos de precipitado de polipropileno de 500 ml. de
capacidad. (tubos para centrifuga CORNING.

- Pipetas de 1,2,5, y 10 ml.

- Matraces Ernlenmeyer de 500 y 1000 ml. de capacidad

- Probetas de 500 ml. de capacidad.

- Vasos de propileno para centrifuga con capacidad de
250 mL. -~ Filtros swinex con membranas de 0.45 micras

- Jeringas desechables de 10 ml. de capacidad.

- Viales de pléastico con capacidad de 50 ml. CORNING.

I1): Equipo de laboratorio para la concentracién de
enterovirus:

- Balanza granataria SARTORIUS.

- Centrifuga refrigerada con capacidad para 21 000
revoluciones DUPONT, INSTRUMENTS, SHORVALL

- Ultracongelador REVCO y Refrigerador de -20 a -70
grados centigrados.

- Campana de flujo laminar vertical SAMSON

- Autoclave

- Parrillas de agitacién. LAB-LINE INSTRUMENTS.

III). Reactivos para la concentracién de enterovirus.

- Extracto de carne al 3% como eluyente,
+- Glicina

- HCL 1N

- Na2P04 0.1 N.

- NaCH 1N

- Antibidético 1%

43



- Suerc Fetal Bovino como.crioprotector.
-. Alcohol al 70%

- Benzal al 70%

- - Hipoclorito de Sodio al 30%

- . Tiosulfato de Sodio al 0.l%

Nota: Ver preparacién en apéndice 3

-1). Material para Bicensayo (Infeccifén de muestras’ de
enterovirus) SRR

- Pipetas de 1 y 2 ml.

- Probetas de 100 ml.

- Sistemas de filtracién con membranas de 0.22 y 0 45
micras MILIPORE de 250 ml.

- Matraz kitazato de 100 ml. de capacidad.

- Botellas de dilucién.

- Tubos de ensayo.

I1). Equipo para Bioensayo (Infeccidn de muestras de
enterovirus},

- Vortex (Agitador para tubos).

- Multiblock

- Autoclave

- Campana de flujo laminar vertical SAMSON

- Incubadora sencilla para 37 grados centigrados.

IT1I). Reactivos para Bioensayo (Infeccién de muestras).

- BAntibiético

- Antimic6tico

- Hepes 1 M

- Glutamina

- MEM al 2% (Medio esencial minimo)
Nota:Ver composicién en Apéndice 3

I): Material para el manejo de cultivo celular.




-- -Cajas de pldstico CORNING y CUNO de 25,75 y 125 cm2
como sustrato adherible a la capa celular; de poliestireno
estériles.

- Microplacas con 98 pozos y Micropipetas de 0.05, 0.02
Yy 0.01 ml. APENDORF 47lo.

-° Puntillas para microplacas con rango de 1 a 250
‘jmicrolitros.

- Viales de plastico con capacidad de 1.5 ml.

- Pipetas de 1,2,5,y 10 ml.

- Botellas de dilucién

- Cémara de Neubauer.

II) Equipo para el manejo de cultivo celular:

- Ultracongelador REVCO de -20 grados centigrados a - 70
grados centigrados.

- Tanque de nitrdgeno ligquido.
- Incubadora doble a 37 grados centifgrados.

- Campana de bioseguridad de flujo laminar horianzontal o
vertical.

- Autoclave.

-Refrigerador doble RHEEM.
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APENDICE 3

‘Reactivos -‘para cultivo celular {Medios piara ‘el
crecimiento). . -

- Medio Esencial Minimo 2x (MEM 2X)

- Medio RPMI*

- Medio Ll15*

- Suerc Fetal Bovino inactivado a 56 grados centigrados
durante 30 minutos.

- MAntibac (solucién de antibiéticos).

- Azul de tripano al 0.5%

- Bicarbonato de sodio al 4.4%

- Glucosa al 1%

- Tripsina 2.5 %

- Medio soya tripticasa para pruebas de esterilidad.

-~ Agar nutritivo para pruebas de esterilidad.

- Agar placa para pruebas de esterilidad

- Versenato de Sodio al 0.05%.

*Estos medios contienen sustancias necesarias para el
crecimiento de células que han sido definidas como aminodci-
dos, carbohidratos y sales.

Nota:Ver composicién y preparacién en el apéndice 3

MATERIAL DE VIDRIO Y PLASTICO PARA CULTIVO CELULAR.

Los materiales de vidrio desde pipetas a vasos de pre-
cipitado y frascos necesitan ser lavados con detergentes de
‘| alta solubilidad. Los detergentes Limco y alcoholes para
cultivo de tejidos son los més usualmente utilizados, estos
deben ser apropiados para el cultivo de tejidos.

El uso de lavado con agua caliente, seguido de agua fria
y finalmente con agua destilada.

El h&bite de llenar con agua destilada un envase recién
usado antes de someter al autoclave evita que las sales se
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concentren y los materiales téxicos se peguen a los frascos,
A discresién, el material contaminado o de anilieis puede
ser llenado de agua antes de meterlo al autoclave, sobre todo
los frascos que se utilizan para crecer células. El uso de
agua gque ha sido destilada solo una vez es suficiente para
éste propésito.

La esterilizacién de vidrierfa de laboratorio para uso en
cultivo de tejidos se hace de preferencia en horno de calor
seco a 180 grados centigrados, por un minimo de 4 horas. La
esterilizacién por horno de calor seco es preferible a 1la
esterilizacién por autoclave, si 1la vidrierfia va a ser
utilizada en el cultivo (la esterilizacién por autoclave es
neceparia para frascos que han sido utilizados en los
titules.

La vidrieria se tapa con hoja de aluminio en vez de las
tapas de plédstico, ya que estas pueden derretirse en el
horno. Las tapas se pueden esterilizar a parte en el auto-
clave dentro de cajas petri de vidrio. (28).

PREPARACION DE REACTIVOS.

- 8olucién Salina Balanceada de Hansks (SSB).

Se empleS SS5B comercial preparada en MEM con sales Eagle
10x, Gnicamente pe preparaba al 10% con Suere Fetal Bovino,
esto es: N

Para 100 m&L. de medio se utilizan 10 mbL de esta solucién
+ 10 mL., de suero fetal bovino + 1 mL. de glucosa y aforar
con agua destilada.

- Mezcla de antibiéticos.

'Se utilizé Antibac y antifung, Solucién de pen-strep a
10 000 U:I: 100x.

Se utilizé con 2% de Suero Fetal de Bovino.

- Acido clorhidrico 0.1 N.(Medir 0,817 mL aforar a 100
mL.

- "NaCH 0.5 M
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.- 'NaHCO3 al 4.4.%

- _Rojo Fenol

- MEM 10X { Bicarbonato; ajustar a pH Neutral (2mL
aprox.), Antibac 1 mlL, Suero Fetal Bovino 2 mlL,:Agua MQ 84
mL, HEPES 1 mL para 100 mL de medio.)

Disolver y filtrar répido agregar un trozo de hielo seco
(para saturacién de CO"2), y cerrar herméticamente, ester-
ilizar por autoclave. (6).

- Medio de Crecimiento.

M199 al 7% de Suero Fetal Bovino y 0.17% de Bicarbonato
de Sodio.

-. Colocar 80 mL de Agua MQ.

- 10 mhL de M199 10X.

- 7 mL 'de Suero Fetal Bovino.

- 1 mL de Antibac.

- 2 mL de Bicarbonato de Sodio al 4.4%

- Para 100 mL.

Leibovitz al 2% (medio de mantenimiento)}

- Colocar 97 mL. de Leibovitz al 1X.
- 2 mL. de suero fetal bovino.
- 1 mbL de antibac, para 100 mL.

- M199 para la congelacién de cé€lulas al 10% de Suero
Fetal Bovino y 0.11 de de Bicarbonato de Scdio.

- Colocar M199 10X. 1mL.
1 mb. de Suero Fetal Bovino.
- 0.25 mL. de Bicarbonato al 2.5%
- 7.75 mL. de agua Milli Q. Para 10 mbL.

NOTA: Para un criotubo colocar 0.920 mL. de medio de
congelacidén con células y 0.070 de Dimetil Sulféxido para
tener una concentracién final de 7% de crioprotector.
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""" Solucién de Verseno al.0.05%.
- Solucién A.

:="Disolver NaCl 8g.

- D.2g. de KCl.

- 0.2g. de KH2PO4. B ORI R
- Disolver en 80 mL de agua y esterilizar en autoclave.

Por otra parte disolver 0.5g. de EDTA en 100 mL de agua

Milli Q. Agregar a ésta 40 mL de solucién A y aforar con. 860
mL. de la misma agua, para obtener un litro de Verseno al|:
0.05%.

_ Solucién de Tripsina-Verseno al 0.05%

- Mezclar 24.5 mkL de Verseno al 0.05%
- 0.5 mL, de Tripsina al 2.5% Para 25 mL.

CARACTERISTICAS DE LAS LINEAS CELULARES UTILIZADAS DU-
RANTE EL BIOENSAYO

Células RD.- Establecidas por McAllister a partir de un
rabdomic sarcoma embrionario maligno, de la pelvis de una
nifia caucédsica de 7 afios, en febreroc de 1968, con contenido
de mioglobina y actividad de miocina AtPasa con viabilidad
del 80%

Un indculo de 10 a la 5 células viables por mililitro se
multiplica de 3 a 4 veces en 8 dfas. La morfologia de las
células: forma de huso y multinucleadas con un 2n de 46
cariotipos inestable, con un nfimero hiperdiploide bimodal de
49 y 50. Son susceptibles a poliovirus tipos: I,II y III,
estomatitis vesicular y herpes simples isoenzimas G6PD tipo
cB. .

Células Vero.- Provienen de rifién de wono verde adulto,
obtenidos en marzo 27 de 1962 por Cyasumura y Kawakita en
Japén, viabilidad del B85%, .un in6culo de 3 por 10 a la 5§
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células en 3 mililitros se incrementa 30 veces en 7 dfas a 37
grados centigrados. Su morfologfa es semejante a fibroblas-
tos, su cariotipo es 2n igual a 60, es susceptible a polic
tipo 3, a Virus Semliki, Paramaviri, Kocobera, Murutucu,
Pongola y Tocaribe, no hay actividad de transcriptasa
reversa.

Células Hep 2c.- Provienen de carcinoma epidermoide de
laringe de un hombre caucésico de 56 afios, establecidas en
1952 por A. E. Moore, viabilidad 85%, 10 a la 5 células por
mililitro, se multiplican 10 veces durante 5 a 6 dias. Su
morfologia es semejante a células epiteliales , cariotipo 2n=
42. son sensibles a polio virulento y avirulento tipo 1,
adenovirus tipo 3 y virus de estomatitis vesicular , no se
observa actividad de transcriptasa reversa, isoenzima G6PD
tipo A. ( 23).

Ventajas y desventajas de utilizacidn :

‘Las lineas y cepas celulares tienen una desventaja con
los cultivos primarios (in vivo), de que por lo general
pierden su susceptibilidad a la infeccién viral . Desde el
punto de vista préctico presentan una ventaja sobre cultivos
primarios , y es que pueden subcultivarse en cualquier mo-
mento y en cualquier cantidad sin desperdicio de materiales
tiempo y esfuerzo. (6).

Por las razones anteriores se utilizaron las células RD
y Hep 2c en sus lineajes continuos.
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ANEXO 1 . METODO PARA CONCENTRACION DE VIRUS.

La concentracién de virus esta basada en el principio
b&sico de que el virus se va a adsorber a materiales ad-
sorbentes por medio de la atraccién electrostética de cargas
opuestas. Los enterovirus a un pH neutral del agua tienen una
carga negativa., Un filtro de carxga neta positiva es obvia-
mente un sustrato ideal para la adsorcién del wvirus negativo,
mientras que el pH del agua sea de 5 a menos de 8. Los cam-
bios de pH en el agua afectan la carga de un virus y este es
el principio utilizado en la concentracién de un virus por
medio de filtros positivos y otros materiales adsorbentes.
(1)

Después de que el volumen se ha concentrado en el filtro
o material adsorbente se busca entonces recuperar el virus
por medio de la elucién del virus. La elucidén es esencial-
mente el proceso inverso de la adsorcién . La desadsorcidn de
los virus se obtiene a un pH alto 9 o 9.5 para filtroas
positivos y negativos. El extracto de carne es uno de los
eluyentes protéicos mis cominmente utilizado, compite con el
virus por el sitio de adsorxcidén en el filtro. El resultado
neto entre la proteina y el pH neto es una depadsorcién més
eficiente de los virus. El extracto de carne tiene ademés la
ventaja de ser usado en la biofloculacién donde el virus se
adsorbe a fléculos orgdnicos, permitiendo concentrar an més
la muestra, este precipitado es eluido en solucién buffer de
fosfatos después de la centrifugacién. (22).
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ANEXO 2. TECNICA DE CONCENTRACION DE VIRUS POR ADSORCION
A FILTROS POSITIVOS.

Muestras de lluvia

A) .Colecta.

1. Recoger el agua de lluvia en un envase limpio su-
jet:ado en un soporte de metal a una altura de 1,5m arriba de
la azotea, dependiendo el tiempo y duracién de esta .

2. La muestra se traslada a laboratorio en condiciones
bajas de temperatura en el mismo envase en que fueron colec-
tadas, previamente tapada.

B) Concentracion de la muestra.

3. Antes de proceder a la concentracién de la muestra
se le ajusta el pH 7.

4, Conectar con mangueras al cilindro de presién posi-
tiva el cartucho de filtracién.

5. Se vierte el agua de lluvia y se filtra con presién
positiva no mayor de 1kg./cm2 & 12 lb/em2 6 121b/pulg2, hasta
filtrar toda el agua.

Muestras de polvo.

A. Colecta de muestra.

1. Colocar el filtro a una altura de 1.5m arriba de la
azotea durante 15 dias, pasado este tiempc envolverlo con
papel aluminio estéril y transportarlo al 1laboratorio en
condiciones baja de temperatura para su posterior andlisis.

B” Concentracién de muestras de polvo.

3. Se coloca el filtro dentro del portacartuchos y se
hace pasar por presién positiva(como en el agua de lluvia).
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C) “Elucién de las muestras.
<776, Se vierte el eluyente (extracto de carne al 3% y pH
9.5) en los portacartuchos y se dejan alrededor de 10
minutos.

7. Pasar el eluyente con presién positiva, recolectando
todo el eluyente incluyendn la espuma. {14). -

D) Biofloculacién.

8. Ajustar el pH a 3.5 con HCl 1 N.
9. Agitar el eluido durante 30 minutos.

10. Centrifugar a 6000 rpm por 25 minutos en centrifuga
refrigerada.

11. Decantar el sobrenadante y resuspender el £fléculo en
12.5 ml . de fosfato dis6dico a pH 9.5 y mezclar.

12. Ajustar el pH de sobrenadante a 7.2 con HCl 0.1 N.
E) Filtracién.

13. Filtrar con membrana de 0.45 micras y guardar a -70
grados centigrados, con suero fetal bovino al 2% para su
posterior andlisis de Bioensayo. (1).
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ANEXO 3, TECNICA DE CULTIVO CELULAR.

.'1. Se observan las células y se determina si la monocapa
estd completa y si el cultivo es necesario.

2. Se decanta el medio de las células asépticamente.

3. Agregar 10 ml . de tripsina-verseno al 0.025%
(concentracidn £inal de la tripsina) para disgregarlas.

4. Esperar el tiempo necesario para que actiie la tripsina
(observar al microscopio) hasta que esten redondas, enseguida
golpear el costado de la botella, de tal manera que la capa
celular se desprenda.

5. Adicionar medio de crecimiento y homogeneizar por pi-
peteo suave.

6. Preparar botellas {dilucién 1:4} guardando relacién de
superficie con respecto al cultivo original.

_ 7. Agregar medio de crecimiento a cada botella con
relacién £fluido gas (1:8).

8. Homogeneizar la cantidad de suspensién y etiquetar
con linea celular, pasaje, fecha, dilucifén y nombre.

9. Incubar a 37 grados centigrados. {3}.

NOTA: Para la preparacidén de tubos para el bioensayo se
realiza conteo celular a razén de 200 000 cel/ml.

Los cultivos en el laboratorio se pueden mantener medi-
ante subcultivos seriados: al subcultivarse se ejerce una
presién selectiva, permitiendo que las células més aptas
gobrevivan, mientras que las m&s sensibles puedan desaparecer
el cultivo y con ello quizd las caracteristicas deseadas del
mismo. (14).
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ANEXO 4 METODO DE CONTEQ CELULAR,

1. Tripsinizar las células igual que en la técnica de
aubcultivo celular.

2. Resuspender con 10 ml, de medic y poner en un tubo
0.9 ml. de azul tripano al 0.5% + 0.1 ml. de suspensién
celular quedando una dilucién 1:10.

3. 'Por capilaridad llenar la Cédmara de Neubauer y contar
los cuadrantes donde se leen los glébulos blancos que son 4
en cada &rea, leer las 2 &reas (8 cuadrantes) y sacar el
promedio.

4. El cdlculo se hace como sigue:

(total de células/el no. de cuadrantes) (dil 1:10) (10000)
= Volumen Final
nimero deseado de células/ml.
cita (14).

Para evitar en la medida de lo posible, la pérdida de las
caracterigticas de las poblaciones celulares in vitro, se
recurre a métodos como la preservacién a bajas temperaturas,
con lo cual se abate al méximo el metabolismo celular., Este
abatimiento se logra mediante la congelacién con nitrégeno
liquido o congeladores que alcanzan entre - 196 grados cen-
tigrados y -70 grados centigrados y adicionando Dimetil-
sulféxido al 10%. Con esta temperatura, la actividad
enzimatica es minima sin detrimento de la integridad tanto
morfolégica como fisioldgica de la célula, por lo que le
permitiri permanecer viable y reproducirse al restablecerse
la temperatura dptima.

El proceso de congelacién puede ser letal para cualquier
tipo de célula, ya que al congelarse, el agua que posee forma
cristales que daflan las diferentes estructuras de las célu-
las. Por tal motivo se emplean agentes crioprotectores como
Glicerol, Dimetilsulféxido (DMSO), etec., cuya funcidén es
proteger a la célula, evitando la formacién de cristales.
(3).
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;TECNICA PARA EL CONGELAMIENTO DE CELULAS

Y CONTEO CELULAR.

Se’.utiliza el procedimiento de cultivo descrito
para’elicultivo celular, hasta obtener células disgregadas en
Suspensién.

2. Contar las cé€lulas en la C&mara de Neubauer.

: 3. Se prepara el medic de congelacién al 10% de Dimetil
sulféxido(DM3O), y 10% de Suero Fetal de Bovino en MEM de
crecimiento y refrigerar.

4. Contar las células en la clmara de Neubauver a razén
de 2 x 10 exponente 6/ml. Colocar en viales de 2 ml., eti-
quetar con los siguientes datos:

fecha, 1linea celular, y nimero de pase, cerrxar
herméticamente.
5. Poner los viales durante una hora a 4 grados cen-

tigrados, despuds pasar los viales a menos 20 grados cen-
tigrados durante 1 hora, y por Gltimo guardar en congelacién
a - 70 grados centfigrados o bien en nitrégeno liquido.
(12,14) .
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ANEXO 6 DESCONGELAMIENTO DE CELULAS

- La descongelacién de células se hace de manera opuesta a
la.’ . ‘congelacién, para evitar al miximo la muerte celular
(-es decir hacerlo ripidamente).

Temperatura de descongelacién de células.

1. Se calienta el medio de crecimiento a 37 grados cen-
tigrados y se vierten 8 ml. en una botella de 25 cm2.

2, Se saca el vial del REVCO, y se desinfecta con alco-
hol, vertir el contenido a la botella con pipeteo suave.

3. Se resuspenden y se incuban a 37 grados.
4. Al dia siguiente, cuando las células se han adherido

a la botella y comienzan a crecer se les cambia el medio para
eliminar el crioprotector con el cual se congelarocn. (3).
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ANEXO 7 FUNDAMENTO DE LOS METODOS PARA LA DETECCION DE
VIRUS EN MUESTRAS CONCENTRADAS.

BIOENSAYO EN TUBRO.

Los métodos mds aceptados acutalmente para detectar virus
en agua, son aquellos que miden el efecto citopdtico en cul-
tivos celulares. El efecto se puede medir por la alteracion
de la monocapa de células sembradas en tubos o en botellas
con el método de unidades formadoras de placa.

En la técnica de infeccién en tubos en medio liquido, los
virus ge difunden libremente en el medio produciendo un
efecto generalizado en la monocapa.

En forma diferente por el método de unidades formadoras
de placa (UFP), cuando se infecta la monocapa en medio
sélido; esto es cubriéndola con agar, el efecto se produce
como un circulo detectable al tefilr las células con un
colorante especifico.

En esta técnica se produce la formacidn de placas liticas
y esto ocurre po el hecho de que los virus sdloc pueden
difundirse radialmente, infectando asi s6lo a las células
adyacentes. (12).
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ANEXO . 7.1 DETECCION DE VIRUS POR EL METODO DE ENSAYO EN
TUBO.

Este método se recomienda para la deteccién de muestras
que puedan contener baja cantidad de virus o con virus que
presenten crecimiento lento como Echovirus.

Si las muestras se incculan en tubos con células y no se
presenta muerte celular, se cosechan nuevamente para aumentar
la cantidad de virus posibles en la muestra {aumento de
titulo viral) {12). .
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ANEXO 7.2 TECNICA DE. ENSAYO EN TUBO CON CELULAS VERO,
HEP 2C 'Y RD. - -

1. Se decanta el medio de los tubos en condiciones
asépticas.

2. Se infectan 2 tubos de cada una de las lfneas celu-
lares (Vero, Hep2c y RD)., con 0.4 ml. de la muestra origi-
nal, previamente marcados y etiquetados y se les adiciona 1.5
ml. de medio de mantenimiento.

3. Se incuban a 37 grados centigrados, observéindolos al
microscopio diariamente y los tubos que presenten efecto ci-
topitico positive se congelan para conservar titulo viral, y
al 7o. dfa se congelan todos para hacer el siguiente pase, se
hace un pase nuevamente y se infectan los tubos confluentes
con la mezcla (pool), de los tubos que se infectaron
inicialmente y se congelaron; en vez de infectar con las
muestras originales.

4, Se hace un pase nuevamente en cultivos celulares en
tubo, infecténdose con la mezcla de los tubos congelados de
la primera inoculacién de la misma forma, para aumentar el
tftulo viral en algunos casos y en otros para que aparezca el
efecto citopatico, si es que existe virus. Se pueden repetir
los pases dos veces mis para confirmar,. esto se realiza
utilizando medio de mantenimiento. (11).
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ANEXO 8. TITULACION DE VIRUS POR EL METODO DE DOSIS IN-
FECTIVA PARA CULTIVO DE TEJIDOS AL 50%. (DICT 50%).

Cuando un virus ha sido aislado, el siguiente paso es
conocer su potencia, medida en términos de su actividad, es
decir determinar la cantidad minima necesaria en un virus que
produce una respuesta especifica en un huésped determinado y
que suele ser de todo o nada,

A 1la determinacién cuantitativa de la actividad viral se
llama Titulacién. La titulacién de un virus se parece a una
cuenta viable bacteriana, ya gque la multiplicacién viral, nos
da como resultado una amplificacidén de los efectos producidos
por la minima cantidad de virus llamado unidad infectiva.
Corresponde a un solo elemento, ya sea un virién o una molé-
cula de &cido nucleico infecciosa, por lo que el titulo de
una infeccidén viral se da en términos del nimero de unidades
infectivas por unidad de volumen.

Este procedimiento, requiere de sistemas sensibles, que
permiten discriminar con facilidad la respuesta positiva, que
puede ser la presencia o daflo en un cultivo celular etc. (8).

Cuando se trabaja con organismos vivos, ya sea en ani-
males o cultivos celulares, que en apariencia son iguales, en
relacién a la edad, peso, etcétera, la respuesta no es ho-
mogénea, ya que en cualquier poblacién existen individuos
resistentes y otros muy susceptibles, por lo que es necesario
hacer la determinacién al 50%, es decir, se emplea un método
estadfstico, que permita eliminar los extremos y determina el
titulo en la regién de la curva, donde la relacién Dosis-
respuesta es lineal.

El tftulo del virus, calculado de esta manera, corre-
sponde a la inversa de la dilucién de dicho virus, en donde
la mitad de les individuos o cultivos inoculados dan re-
spuesta positiva. 8i el sistema utilizado son cultivos
celulares, el titulo se expresa en dosis infectiva para cul-
tivos de tejidos al 50% (DICT S0%).

JLa titulacién de partfculas virales requiere en la mayor
parte de los casos métodos indirectos, dado que es dificil,
complicade o muy caro visualizar los virus directamente.
Estos métodos se basan en la propiedad de los viriones de
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provocar:-una :-aceién biolégica especifica que es posible
“leuantificar.

B ,,ISt: utilizan dos tipos de métodos para evaluar la accién
de una poblacién de particulas virales:

. 1. Los de tipo enumerativo, que consisten en contar el
nimerc de lesiones especificas provocadas por los virus,

2. Los de tipo cuintico o de todo o nada, que miden la
relacién del ndmero de respuestas positivas (presencia de
lesiones especificas), con respecto al total de muestras
posibles. (1}.

A una técnica de inoculacién en un sistema sensible, se
le asocia un método de cllculo, de esta forma el tipo enu-
merativo se aplica a la técnica de placas; en tanto que el
tipo cudntico, se haya ligado a los métodos de inoculacién en
medio liquido.

Sin embargo, los diferentes métodos de cdlculo, no tienen

las mismas ventajas. Asi en el tipo enumerativo, la pre-
cisién ( y por tanto el intervalo de confianza) es funcién
del numero de lisis o de placas liticas observadas. Se

desconoce la probabilidad de mdltiplicacién viral en una
mezcla de viriones, y es imposible preveer el nfimero de
agregados de virus, que provocan una sola placa de lisis, y
como consecuencia el anélisis de varianza no puede ser apli-
cado sistematicamente al comparar resultados. El tipo cuén-
tico, por el contrario, tiene la ventaja de dar un resultado
cuya precisién depende ante todo del nimero de inéculos re-
alizados en cada nivel de dilucién y en estas condiciones el
andlisis de varianza para comparar resultados puede aplicarse
en la mayor parte de los casos. Con un nfmero suficiente de
in6culos, la estimacién de tipo cuéntico responde a las
cualidades que se le pueden exigir:

- dar resultados confiables (intervalo de confianza
pequeiio) .

- es convergente ( los resultados son mejores cuando el
nimero de individuos es observado o analizados aumenta).

- es poco o no sesgada.

62



Entre las metodologfas del grupo culntico se tiene la que
utiliza como procedente los resultados suministrados por la
inoculacién a monocapas celulares de una suspensién viral
diluida y subdividida en numerosas fracciones, observéndose
los tubos y/o frascos donde haya sucedido una destruccién
celular, estimando el nlmero mis probable de unidades ci-
top4ticas. La validez del c&dlculo reposa en dos hipbtesis
esenciales:

- la presencia de un virus es suficiente para provocar
una destruccién de la monocapa celular, y la viabilidad total
gignifica la ausencia de virus.

- los virus se distribuyen al azar en la muestra, lo que
significa que cada virus tiene la misma probabilidad de en-
contrarse en el inéculo dado.

Bl principio de este método se denomina principio de
mixima verosimilitud.

El nGmero més probable de unidades citopiticas, se cal-
cula generalmente a partir de un conjunto de resultados
positivos obtenidos para diluciones sucesivas. Es estimado
por el valor m&ximo de la funcién de verosimilitud L(U),
que en cada valor de la densidad viral U asocia la prob-
abilidad de aparicién del triplete de resultados utilizados.
La ecuacién a resolver es compleja y requiere del uso de un
ordenador. N

Como se menciond en un principio, el estimadc de
partficulas virales depende del tipo viral buscado y del mé-
todo utilizado. El nimero de virus entéricos que producen
un claroc efecto citopitico es pequefio, por lo que se han de-
sarrollado los isiguientes mé&todos para deteccién de células
infectadas cuando hay ausencia de degeneracién. (5).
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ANEXQ 8.1 TECNICA DE TITULACION DE VIRUS..

1. Disgregacién y siembra de las células.

“iia). Proceder de acuerdo a la téenica de disgregacidn
; celular descrita en la técnica de cultivo de células.

b) Tomar una alfcuota de la suspensién y contar las “cé-
lulas en una cémara de Neubauer.

c) Ajustar la suspensién a 250 000 cel/ml.

d} Adicionar 50 microlitros de la suspensién celular
ajustada en cada uno de los pozos de la microplaca.

2. Titulacién del virus o muestra problema.

a). Preparar diluciones logaritmicas en base 10 de la
muestra orignal , desde 10 a la menos 1 hasta 10 a la mencs
10. obteniéndo un volumen final de 4.5 ml. de cada dilucién.

b) Tomar 100 microlitros de cada dilucién y depositar-
los en cada uno de los pozos de la microplaca. Utilizar 8
pozos por dilucién.

c)-. No olvidar incluir los testigos negativos y los
positivos. Para el testigo positivo utilizar 100 microli-
tros por pozo del virus polio tipo 1, y para el testigo
negativo emplear 100 microlitros de suspensién celular, con
medio de mantenimiento.

d) Incubar la microplaca a 37 grados centigrados en la
atmésfera de la incubadora.

e). Observar diariamente al microscopio anotando los po-
zos que pregenten efecto citopitico.

£).- Calcular el titulo de la muestra por el Método de
Spearman-Karber., (8).
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ANEXO 9, METODO DE SPEARMAN-KARBER.

. ,‘»’Este método se utilizé para sacar los titulos de las
muestras.

La férmula de Karber ea un método que emplea puntuaciones
numéricas para valorar las respuestas positivas y negativas
del dafio celular. El $0% en el punto final puede ser utili-
zado en varios tipos de reacciones, la que si interesa es
virus y cultivo de tejidos, en la cual DICT 50% representa
la dosis que se necesita para producir cambios citopéticos
en el 50% de los cultivos incculados.

La férmula para calcular el tftulo de una suspensién de
virus es la siguiente:

log del punto final 50% = m - (£)(d) (8 -0.5)
donde:
M= logaritmo de la dilucién que contlene la mayor

concentracién del virus.

(£){d)= logaritme del factor de dilucién

S suma de los porcentajes positivos a cada
dilucién.
0.5 = constante utilizada en todos los casos. (8).
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Ejemp]o de Titulacién del virus Polio Tipo 1

Dilupién 1] 2| 3| 4 5| 61 71 8 9{ 10[P [Céteulos
W0exp-l [+ |+ [+ [+ {+ +  + [+ I+ 10/10=1.0
10exp-2 |+ [+ |+ + |+ + |+ 10/10=1.0
Wexp3 [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ 1+ 10/10=1.0
0exp-4 |+ + |+ 1+ |+ |+ [+ j+ |+ |+ 10/10=1.0
Wexp-5 + [+ |+ |+ I+ + + |+ ]+ |+ 10/10=1.0
10 exp-6 of o+ |+ I+ I+ I+ |+ of o 6/10=0.6
10 exp-7 0 0)+ 0 0 0 0 0 0 0 1/10=0,1
10 exp-8 of 0o of o o o o0 o 0 o 0/10=0

10 exp-9 0 0 0 o0 o o o o0 .0 O 0/10=0

10 exp-10 of o o o 0] 0 of o o o 0/10=0
Control of of o o o o o o o0 o |Sumatoria
celular 5=5.7

Log50% = m-£(d) [s-0.5]
= -1-{+1)[5.7-0.5]
= -1 -1(5.2)
= -1 -5.2

Log50% = -6.2

Volumen inoculado = 0.1 mL

Titulo = 10 exp 6.2 / 0.1 mbL
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ANEXO 10.IDENTIFICACION DE ENTEROVIRUS POR NEUTRALIZACION
{BATERIAS DE MELNICK) .

Se utilizan los sueros del Lim- Benyesch-Melnick (LBM),
pools identificados con las letras de la A a la H para la
identificacién de 37 enterovirus.

Procedimiento.

.. De cada microplaca se podrén identificar 4 muestras si-
multéneamente, en las columnas de 1, 2, 3, 4. respectivamente
corriéndose por duplicado.

Del lado dexrecho se identificarin perfectamente cada
antisuero.

Las cavidades gobrantes se utilizarén como controles, asi
tenemos en E una dilucién 1:2 del virus, el cual estari pre-
viamente ajustado a una dilucién de 10 a la - S en la fila
l0.

En la fila 11 y 12 estard marcado con El1 y E2, las
cuales representarén  las diluciones 1:20 Yy 1:200
regpectivamente. ’

Estos controles se harén para cada muestra,.

Para cada muestra a identificar serd necesario la tictu-
lacién del virus, la cual se ha realizado previamente.

El material deberd estar perfectamente limpio vy
esterilizado.

‘Preparacién de la muestra para su identificacién.

1. Descongelar la muestra que deberi estar a - 70 gra-
dos centfgrados y agitar uniformemente.

2. Hacer una dilucién de la muestra viral 10 a la -5
en solucidén salina.
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: 310 De’ esta diluc:Lén partir para las diluciones ( 1:2,
. 1 20,013 200)

B 4 % Estas diluciones se har&n .como controles, por lo
que’ se harin para cada muestra.

B VS.' Adicionar de la dilucién de trabajo ( dilucién 10 a
la menos.5 de la muestra) 0.025 mililitros a cada una de las
cavidades de la microplaca.

6. Para los controles se adicionardn 0.05 mililitros de
cada una de las diluciones.

7. Posteriormente adicionar 0,025 mililitros de cada
antisuero en la fila correspondiente.

8. Agitar la placa e incubar a 37 grados centfigrados
durante dos horas.

9. Preparacién de la suspensién celular ajustada a 50000
células / mL.

10. Después de la incubacién, agregar 0.2 mililitros de
la suspensién celular.

11. Agitar perfectamente e incubar a 37 grados centigra-
dos, observar  las microplacas al tercero, quinto y séptimo
dfa, para valorar el efecto citopatico.

12. En caso de no ser posible la identificacién con vi-
rus, se realizard nuevamente la prueba, utilizando el virus a
200 DICTS50%. (6).
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