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RESUMEN

Palabras clave

El presente estudio se propuso explorar la posible circulacion silente de poliovirus salvajes
y derivados de la vacuna (VDPV, por sus siglas en inglés), en departamentos de Colombia
con cobertura de vacunacion para polio (OPV, por sus siglas en inglés) menor de 80%. Se
colectaron 52 muestras de aguas residuales que se concentraron mediante precipitacion con
polietilenglicol y cloruro de sodio. La deteccion viral se realizé mediante aislamiento y la
identificacion por neutralizacion del efecto citopidtico, ast como mediante reaccion en cadena
de la polimerasa convencional y en tiempo real, posterior a la transcripcion reversa (TR-RCP
y rTR-RCP). Los poliovirus aislados se caracterizaron por secuenciacion del gen VP1. En
dos de las 52 muestras hubo presencia de poliovirus Sabin 2 con mds de 99% de similitud de
secuencia con la cepa OPV Sabin 2. Se detecto circulacion de enterovirus no polio en 17,3%
de las muestras. Los serotipos identificados correspondieron a coxsackievirus B1, echovirus 30
y echovirus 11. No se detectaron evidencias de circulacion de VDPV ni poliovirus salvaje en
los departamentos de Colombia con coberturas de OPV inferiores a 80%.

Poliomielitis; vacuna antipolio oral; vacunas contra poliovirus; cobertura de vacuna-

cién; Colombia.

La poliomielitis es una enfermedad in-
fecciosa causada por los tres serotipos del
virus de la polio. No tiene tratamiento
especifico, pero se incluye en las enfer-
medades prevenibles por vacunacién (1).
En Colombia el dltimo caso de infeccién
por poliovirus salvaje se produjo en Ar-
jona en 1991, después de que en el pais se
alcanzara buena inmunidad poblacional
debida a la introduccién de la vacuna
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antipoliomielitica oral de virus vivo ate-
nuado (OPV, por sus siglas en inglés) en
el programa regular de inmunizacién
desde 1974 y al desarrollo de varias
jornadas nacionales de vacunacién. El
esquema vacunal contra la poliomielitis
consiste en tres dosis en el primer afio
de vida (a los 2, 4 y 6 meses) y dos re-
fuerzos a los 18 meses y 5 afios de edad,
esta disponible los cinco dias hébiles de
la semana en las instituciones de salud e
incluye campafias de vacunacién (2).

En Colombia entre los afios 2004 y 2007
(periodo de referencia para este estudio),
el programa de vacunacién antipolio no
logré coberturas ttiles, definidas como

iguales o superiores a 90% (3). El con-
flicto armado presente en las areas selec-
cionadas para el estudio, a excepcién de
San Andrés y Providencia, constituy6 un
factor que limit6 de manera considerable
el acceso de la poblacién a la vacunacion,
al igual que el dificil acceso a algunas
zonas geogréficas (4).

Estudios previos realizados en el de-
partamento del Quindio, donde las co-
berturas de vacunacién antipolio son
superiores a 80%, no detectaron circula-
cién de poliovirus salvajes ni cepas “mo-
dificadas” originadas de las vacunales
conocidas como “poliovirus derivados
de la vacuna” (VDPV, por sus siglas en
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inglés). Contrariamente, en poblaciones
con bajas coberturas suele persistir la
circulacién del poliovirus salvaje, fené-
meno demostrado con la aparicion de
brotes de poliomielitis asociados a im-
portacion de poliovirus salvajes en Ca-
nadéa en 1978, Holanda en los afios 1978
y 1993, Estados Unidos en 1979, Bulgaria
en 2001 y mas recientemente en Tayikis-
tan y Turkmenistan (5, 6). Los factores
de riesgo para la circulacién de VDPV
parecen ser similares a los del virus sal-
vaje, como se observa en algunos brotes
causados por el poliovirus derivado de
vacuna en paises como Camboya, China,
Haiti, Filipinas, Indonesia, Madagascar,
Myanmar, Niger, Nigeria y Reptblica
Dominicana (7).

En este contexto, se realizé un estu-
dio exploratorio de corte transversal, me-

diante una encuesta de prevalencia de
poliovirus en aguas residuales en nueve
departamentos de Colombia con cober-
turas de vacuna de polio oral inferiores a
80% durante el periodo 2004-2007 (cuadro
1). El objetivo fue determinar la posible
circulacién silente de poliovirus salvajes y
derivados de la vacuna en departamentos
de Colombia con cobertura de inmuniza-
cién para polio menor de 80%.

Por cada departamento se selecciona-
ron seis puntos de coleccién: tres en los si-
tios finales de descarga del alcantarillado
de la capital y tres en los sitios finales de
descarga de un municipio con baja cober-
tura vacunal en el departamento seleccio-
nado (n = 54). Los sitios elegidos para el
muestreo fueron aquellos donde conver-
gieron la mayor cantidad de vertederos
del municipio, teniendo como fuente de
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informacién a la entidad publica o pri-
vada encargada del manejo de los alcan-
tarillados en el departamento respectivo.
De cada punto de coleccion se tomé un
litro de agua. Se excluyeron de la muestra
dos vertederos contaminados con solven-
tes orgdnicos, por lo que se colectaron en
total 52 litros de aguas residuales.

Las muestras fueron obtenidas direc-
tamente de los puntos de recoleccién
segtn las recomendaciones de la OMS
(8). La recuperacién y concentracion de
virus se realiz6 mediante precipitaciéon
con polietilenglicol y cloruro de sodio,
conforme a los principios generales del
método descrito por Sobsey en 1987 (9).

Se inocularon por duplicado muestras
de 200 uL de aguas residuales concen-
tradas en dos lineas celulares: las células
de rabdomiosarcoma humano (RD) y las

CUADRO 1. Cobertura de vacuna antipoliomielitica oral de virus vivo atenuado (OPV, por sus siglas en inglés), por departamentos y municipios,

Colombia, 2004-2007

Afo / Cobertura Poblacién  Cobertura Poblacién  Cobertura Poblacién  Cobertura
nacional (%) Departamento <1 afo (%) Municipio capital <1 afo (%) Otro municipio <1 afo (%)
2004 (89) Boyaca 28 968 79,56 Tunja 2816 105,3 Raquira 219 51,1

Caldas 20578 72,84 Manizales 6353 86,6 Neira 545 83,9
Cauca 29 871 70,82 Popayan 4700 92,8 Piendamé 660 101,4
Guainia 1171 39,62 Puerto Inirida 744 411 ND
Guaviare 3301 68,95 San José 1734 83,3 El Retorno 556 64,0
Narifo 36 887 69,75 Pasto 8105 78,5 Buesaco 422 99,8
Vichada 2747 51,00 Puerto Carrefio 531 74,2 La Primavera 421 32,8
Risaralda 18 071 78,77 Pereira 8838 72,0 Belén de Umbria 555 99,8
San Andrés y Providencia 1499 66,78 San Andrés 1360 69,9 Providencia 139 36,7
2005 (93) Boyaca 29 258 76,60 Tunja 2 864 105,8 Raquira 318 34,3
Caldas 2856 73,40 Manizales 5424 101,7 Neira 622 68,6
Cauca 30 458 73,40 Popayan 3862 94,9 Piendamé 725 89,8
Guainia 1210 48,60 Puerto Inirida 400 97,3 ND
Guaviare 3391 65,90 San José 1531 96,2 El Retorno 594 65,0
Narifio 37 591 65,90 Pasto 6 362 119,4 Buesaco 427 83,8
Vichada 2819 46,50 Puerto Carrefio 325 122,5 La Primavera 307 36,8
Risaralda 18 401 69,80 Pereira 6 966 86,4 Belén de Umbria 546 81,1
San Andrés y Providencia 1538 59,80 San Andrés 1206 70,6 ND
2006 (93,8) Boyaca 29 902 72,60 Tunja 2 864 105,8 Raquira 318 34,3
Caldas 21237 69,10 Manizales 5424 101,7 Neira 622 68,6
Cauca 30823 77,40 Popayan 3862 94,9 Piendamé 725 89,8
Guainia 1208 63,00 Puerto Inirida 458 125,5 ND
Guaviare 3406 63,40 San José 1547 90,1 El Retorno 581 56,8
Narifio 3807 68,30 Pasto 6 541 82,6 Buesaco 440 58,6
Vichada 2836 28,20 Puerto Carrefio 350 120,9 La Primavera 318 29,6
Risaralda 18 648 67,40 Pereira 7071 83,2 Belén de Umbria 545 81,1
San Andrés y Providencia 1292 69,10 San Andrés 1204 69,1 ND
2007 (92,8) Boyaca 29 902 57,10 Tunja 2997 101,6 Raquira 311 32,8
Caldas 21237 49,40 Manizales 5497 85,1 Neira 599 58,9
Cauca 30823 46,00 Popayan 3903 83,3 Piendamé 725 81,8
Guainia 1208 34,20 Puerto Inirida 457 89,9 ND
Guaviare 3406 51,40 San José 1555 103,2 El Retorno 583 56,8
Narifio 38 071 46,90 Pasto 6 463 91,7 Buesaco 438 68,9
Vichada 2836 23,10 Puerto Carrefio 355 116,1 La Primavera 329 45,0
Risaralda 18 648 49,20 Pereira 7058 76,4 Belén de Umbria 543 79,6
San Andrés y Providencia 1547 40,60 San Andrés 1192 62,5 ND
Fuente: elaboracion de los autores con base en la referencia 2.
ND: Datos no disponibles.
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células de linea transfectada a partir de
la linea L de rat6n con el clon ADN (20B)
del receptor humano para poliovirus
(L20B), las cuales son especialmente per-
misivas para el crecimiento de los polio-
virus y excluyentes de la mayoria de los
otros enterovirus. Estas células proceden
del National Institute for Biological Stan-
dards and Control de Inglaterra y fueron
donadas por el laboratorio de cultivo ce-
lular del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri”, La Habana, Cuba. Para el
aislamiento viral se siguieron los proce-
dimientos generales recomendados por
la OMS (10).

Los cultivos celulares que mostraron
efecto citopatico (ECP) se identificaron
mediante pruebas de neutralizacién del
efecto viral y reaccién en cadena de la
polimerasa convencional posterior a la
transcripcién reversa (TR-RCP). La téc-
nica de neutralizacién del ECP se realizé
con sueros equinos hiperinmunes a ente-
rovirus (A-H), segtn el esquema de Lim
Benyesh-Melnick (LBM), que permite
identificar 42 serotipos diferentes (11).
La TR-RCP se realizé a partir de ARN
extraido de 250 uL del sobrenadante de
cultivo celular mediante el método del
TRIZOL (Life Technologies, Gibco BRL;
Grand Island, N.Y., USA), siguiendo las
indicaciones del fabricante. La amplifi-
cacién del ARN se realizé siguiendo los
procedimientos generales recomenda-
dos por la OMS (10). Se emplearon cua-
tro juegos de cebadores: i) genéricos (Pan
EV) que hibridan con sitios altamente
conservados dentro de la regién 5' no co-
dificante del genoma de los enterovirus,
ii) especificos del grupo de los poliovirus

(Pan PV), iii) especificos de serotipo (PV)
y iv) especificos de las cepas vacunales
(Sabin 1, 2 y 3) (10).

Los resultados de la diferenciacién in-
tratipica de los aislamientos de poliovi-
rus se confirmaron mediante reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real
(r TR-RCP) en el Laboratorio de Polio/
EV del Instituto Nacional de Salud, Bo-
gotd, Colombia, siguiendo las instruc-
ciones del protocolo de los Centros para
el Control y la Prevencién de Enferme-
dades (CDC, por sus siglas en inglés),
Atlanta, Estados Unidos. Se utilizaron
sondas tipo TAQ MAN e iniciadores que
flanquean fragmentos de las regiones
VP1 y 3D del genoma de los poliovirus.
Se empleé un termociclador Applied
Biosystems 7500®, con la programacion
correspondiente al protocolo utilizado
(12). Se realizé la secuencia completa
de la regién VP1 del genoma viral de
los poliovirus aislados para determinar
el porcentaje de diferencia nucleotidica
con relacién a la cepa vacunal Sabin. La
secuenciacién y el analisis filogenético
se realizaron en el laboratorio global de
polio de los CDC, empleando metodo-
logias ya publicadas (13). De acuerdo
al porcentaje de diferencia nucleotidica
de las cepas en la region de la proteina
capsidica VP1 con respecto a la cepa
vacunal de poliovirus, se consideraron
cepas vacunales aquellas que difieren
menos de 1%, VDPV las que difieren de
1% a 15 % y cepas de poliovirus salvajes
aquellas que difieren mas de 15% (14).
En 11 (21%) de las 52 muestras de aguas
concentradas e inoculadas en cultivos
celulares se obtuvo ECP caracteristico
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de enterovirus (células redondeadas, re-
fringentes, desprendimiento celular) en
células RD. Se obtuvo ECP en L20b en
dos de las 11 muestras positivas en RD.

Los aislamientos obtenidos en L20B se
identificaron como poliovirus 2 por neu-
tralizacion del ECP. La diferenciacién in-
tratipica mediante TR-RCP con cebadores
especificos de cepa Sabin reveld el caracter
vacunal de las cepas y fueron confirma-
das como Sabin 2 mediante rTR-RCP. La
secuenciaciéon completa de la regién del
genoma que codifica para la proteina cap-
sidica VP1 demostré en ambas cepas aisla-
das méas de 99% de similitud de secuencia
con las cepas OPV Sabin 2. Ambos aisla-
mientos correspondieron al departamento
del Guaviare (cuadro 2).

El resto de los aislamientos obteni-
dos en RD fueron confirmados como
enterovirus mediante la amplificacion
del genoma con cebadores genéricos
de enterovirus. Los enterovirus aislados
correspondieron a los municipios de
Caldas, Guainia, Guavaire, Narifio y Vi-
chada. Se identificaron tres aislamientos
como coxsackievirus B1, echovirus 30 y
echovirus 11. Los restantes seis entero-
virus aislados no se neutralizaron con
ninguno de los sueros equinos hiperin-
munes a enterovirus (A-H) contenidos
en la mezcla de sueros de Lim Benyesh-
Melnick, por lo que fueron tipificados
como enterovirus no polio (cuadro 2).

Si bien las coberturas de vacunacién
inferiores a 80% en las poblaciones re-
sidentes de los departamentos estudia-
dos podrian mantener la circulaciéon del
poliovirus, en las aguas residuales no
se detecté ningtin VDPV ni poliovirus

CUADRO 2. Resultados del aislamiento e identificacion en los municipios donde se detecté enterovirus,

Colombia, 2010

Departamento Municipio ECP RD ECP L20B TR-RCP NT SECVP1
Caldas Neira Pos Neg Enterovirus CvB1 ND
Marulanda Pos Neg Enterovirus E11 ND
Narifio Pasto Pos Neg Enterovirus EVNP ND
Buesaco Pos Neg Enterovirus EVNP ND
Vichada Puerto Carrefio Pos Neg Enterovirus E30 ND
Guainfa Puerto Inirida Pos Neg Enterovirus EVNP ND
Guaviare San José del Guaviare 1 Pos Neg Enterovirus EVNP ND
San José del Guaviare 2 Pos Neg Enterovirus EVNP ND
San José del Guaviare 3 Pos Neg Enterovirus EVNP ND
El Retorno 1 Pos Pos Sabin 2 Polio 2 Sabin 2
El Retorno 2 Pos Pos Sabin 2 Polio 2 Sabin 2

Fuente: elaboracion de los autores.

ECP: Efecto citopatico; RD: células de rabdomiosarcoma humano; L20B: células de linea transfectada a partir de la linea L de ratén con
el receptor humano para poliovirus; TR-RCP: reaccion en cadena de la polimerasa convencional posterior a la transcripcion reversa; NT:
Neutralizacion del efecto citopatico; SECVP1: Secuencia VP1; Pos: Positivo; Neg: Negativo; CVB1: Coxsackievirus B1; E11: Echovirus
11; E30: Echovirus 30; EVNP: Enterovirus no polio; ND: Datos no disponibles.
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salvaje. En 17,3% de las muestras se de-
tectaron enterovirus no polio, asi como
la circulacién de la cepa vacunal Sabin 2,
lo cual sustenta la capacidad del método
empleado para la deteccién viral en el
ambiente.

Los porcentajes de enterovirus no
polio detectados y los serotipos circu-
lantes estan en correspondencia con los
hallados en estudios previos realizados
en Colombia (15). Sin embargo, los po-
liovirus vacunales solo se detectaron
en 3,8% de las muestras estudiadas. El
bajo porcentaje de detecciéon de poliovi-
rus vacunales en un lugar donde se esta
utilizando la OPV, pero con coberturas
de vacunacién inferiores a 80%, sugiere
que los niveles de deteccion de poliovi-
rus en el ambiente estdn en correspon-
dencia con las coberturas de vacunacién
administradas. Esta hipétesis se puede
sustentar en los resultados previos obte-
nidos en el departamento del Quindio,
donde la cobertura de inmunizacién
antipolio es superior a 80% y se detectd
presencia de poliovirus vacunales en
55% de las muestras estudiadas em-
pleando la misma metodologia de con-
centracion de aguas residuales y detec-
cién viral (datos no publicados).

Por otra parte, estudios realizados en
Cuba con métodos similares a los utili-
zados en el presente trabajo demostraron
la presencia de poliovirus vacunales en
100% de las aguas residuales colectadas a
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las 3 y 4 semanas después de concluidas
las campafias de vacunacién masiva con
OPV (16). Como resultado de estas cam-
pafias masivas, los niveles de circulacién
de poliovirus al momento en que se rea-
liz6 el estudio en Cuba fueron mayores
que los que puedan existir en Colombia,
donde no se realizaron campafias de va-
cunacién masiva durante el tiempo de
este estudio, lo que avala que los porcen-
tajes de deteccién de poliovirus vacunal
en el ambiente estdn en correspondencia
con la cantidad de vacuna administrada.

Un factor que se debe tener en cuenta
es el tiempo de transporte de algunas de
las muestras de sitios alejados, tomando
hasta 48 horas desde su recoleccién hasta
el lugar de procesamiento, circunstancia
que pudo haber influido en los resulta-
dos. Este factor, junto con las bajas cober-
turas de vacunacién, podrian justificar
los bajos porcentajes de poliovirus vacu-
nales hallados. A pesar de estas posibles
limitaciones, los resultados sugieren la
ausencia de circulacién de poliovirus en
departamentos colombianos con cober-
turas vacunales inferiores a 80%.

No obstante, el nivel de cobertura de va-
cunacién que se requiere para prevenir la
circulacién de poliovirus salvaje y VDPV
no se conoce con exactitud. De alli que sea
necesario fortalecer las coberturas vacuna-
les en los municipios en riesgo, asi como
realizar investigaciones sobre respuesta
inmune a poliovirus en la poblacién infan-
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ABSTRACT

Absence of poliovirus
circulation in Colombian

departments with vaccination

coverage below 80%

Key words

This study aims to explore a possible silent circulation of wild and vaccine-derived
polioviruses in departments of Colombia with polio vaccination coverage of below
80%. The study collected 52 samples of wastewater concentrated as a result of
precipitation with polyethylene glycol and sodium chloride. The viral detection
was carried out through isolation and the identification through neutralization of
the cytopathic effect, as well as through a conventional polymerase chain reaction
following reverse transcription. The isolated polioviruses were characterized by the
VP1 gene sequence. In two of the 52 samples, there was a presence of the Sabin type 2
poliovirus with more than 99% sequence similarity with the Sabin type 2 strain polio.
Circulation of the nonpolio enterovirus was detected in 17.3% of the samples. The
serotypes identified corresponded to coxsackievirus B1, echovirus 30, and echovirus
11. No evidence of the spread of either vaccine-derived poliovirus or wild poliovirus
was detected in the departments of Colombia with polio coverage lower than 80%.

Poliomyelitis; poliovirus vaccine, oral; poliovirus vaccines; immunization coverage;
Colombia.

160

Rev Panam Salud Publica 32(2), 2012



