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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA LA
TIPIFICACION DE ROTAVIRUS



RESUMEN

La dificultad que presentan los rotavirus humanos para su aislamiento y propagacion
en cultivo celular a partir de muestras clinicas, y la escasa disponibilidad de anticuerpos
monoclonaies, ha permitido el desarrollo de técnicas moleculares alternativas, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la tipificacion de estos agentes virales.

En este trabajo se optimizaron las condiciones de reaccion de amplificacion para la
determinacion de grupo y serotipo a partir de materia fecal. La extraccion de material
genético consistio en la extraccion con fenol-cloroformo-ISTG y posterior purificacidon con
fibra de celulosa (CF-11), permitiendo aumentar la sensibilidad en la RT-PCR.

En la primera reaccion (RT-PCR) se amplificod el gen 9 (o gen 8) que codifica para la
glicoproteina VP7 utilizando oligonucledtidos especificos para grupo, obteniendo un
producto de amplificacion de 1062 pb caracteristico de los rotavirus del grupo A. En la
segunda amplificacion se emplearon los productos de cDNA de la primera amplificacién y

oligonucledtidos especificos de serotipo especifico (1-4).

Esta metodologia se aplico para la tipificacién de 100 muestras procedentes de un
brote por rotavirus en el estado de Tamaulipas, donde se determind los serotipos G1(45%),

G2(35%) y G3(15%).

Cabe senalar que para la estandarizacion de la RT-PCR fue determinante la eleccién
de la técnica de extraccion y purificacion con CF-11 a partir de materia fecal para la
eliminacion de inhibidores de la retrotranscripcion, ademas de la concentracién de RNA
molde, magnesio y DMSO.

En nuestra experiencia, la RT-PCR nos permitid determinar de manera rapida y
especifica la circulacidon de los serotipos responsables del brote por rotavirus en
Tamaulipas. Por lo tanto, sugerimos la aplicacion de técnicas molecuiares como la RT-PCR
para la tipificacion de cepas de rotavirus en ninos con gastroenteritis aguda.
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1. INTRODUCCION
1.1. PANORAMA GENERAL DE LA GASTROENTERITIS

Las enfermedades infecciosas continian siendo la principal causa de muerte a
nivel mundial. Entre ellas, las de tracto intestinal son un grave problema, en el grupo de

nifnos menores de cinco anos de edad. ?

Actuaimente la gastroenteritis representa un serio problema de Salud Publica en
Meéxico asi como en paises de América Latina y el Caribe, y su transmisién se encuentra
estrechamente relacionada con el nivel de saneamiento y desarrollo socioceconémico. En
1988, de acuerdo con estudios realizados por la OMS, en los paises en vias de desarrollo
se registraron un total de 1,300 millones de episodios diarreicos en nifios menores de cinco
anos de edad y como consecuencia de ello murieron cuatro millones.

Las muertes por diarrea representan una gran variedad en cuanto a su
distribucion geografica en México, debido a las diferentes condiciones sanitarias y sociales
de cada lugar. Es indudable que la lucha contra las infecciones diarreicas y su prevencion
son fundamentales para mejorar la salud en la poblacion infantil. Sin duda, el avance
médico mas importante en la reduccién de la mortalidad por diarreas ha sido el desarrollo
de la terapia de rehidratacion oral. Tratar eficazmente la diarrea y disminuir la tasa de
letalidad en los menores de cinco afios es una prioridad a corto plazo en los paises en
desarrollo, mientras que a largo plazo es mucho mas importante prevenir la enfermedad. ®

En Meéxico, las enfermedades diarreicas representan la primera causa de
morbilidad, principalmente en el grupo menor de cinco afios; de éstos, los menores de un
afno, son los que tienen mayor riesgo de que la enfermedad evolucione hacia la muerte. De
acuerdo a los resultados obtenidos de la Encuesta Nacional de Salud y las tres encuestas
sobre diarreas realizadas entre 1985-1991 a nivel nacional: Encuesta de Morbilidad,
Mortalidad y Tratamiento de Diarreas (EMMT, Encuesta sobre Practicas y Prevalencia de la
Terapia de Rehidratacion Oral (EPPTRO) y Encuesta sobre el Manejo Efectivo de Casos
de Diarrea (EMECADI), se estima que ocurren de 30 a 42 millones de episodios diarreicos
al afio en menores de 5 anos y entre 60 a 70 millones de episodios diarreicos en mayores
de este grupo de edad. El analisis de nueve indicadores de las diarreas y atencion meédica
muestran que el promedio de eventos diarreicos por afio es de tres a cuatro por persona.’

En 1988 la EPPTRO, reporté que a nivel nacional, 9.5% de las diarreas
estudiadas presentaron sangre en heces, 9.2% diarrea persistente y 81.3%

correspondieron a diarrea aguda liquida.



En 1993, las enfermedades gastrointestinales se registraron en el décimo lugar
como causa de muerte en Meéxico con un total de 13,207 defunciones (tasa de 14.9 por
100,000 habitantes), de éstas 6,748 correspondieron a menores de cinco anos de edad. En
el caso de nifos menores de un ano de edad ocuparon el cuarto lugar. Las defunciones
ocasionadas anualmente por enfermedades intestinales, principaimente en el grupo de
menores de cinco anos de edad, estuvieron en un 70% directamente relacionadas con la
deshidratacion, del total de muertes por diarrea, el 63% ocurrieron en este grupo de edad.
Anualmente en el pais muere 1 de cada 1,000 menores de cinco anos, y una de cada seis

defunciones en este grupo de edad es debida a diarrea aguda.

Los rotavirus son responsahles del 35 al 60% de los episodios de diarrea severa
en infantes y nifios menores de tres anos de edad en todo el mundo, siendo el agente mas
importante de la gastroenteritis aguda en este grupo de edad. Este virus infecta mas del
90% de los ninos alrededor de los tres afos tanto en paises desarrolladcs como en
desarrollo sin importar el nivel de saneamiento y desarrollo econdmico. Sin embargo, e!
resultado y consecuencias de las infeccion por este agente en ciudades desarrolladas es
muy diferente a lo que acontece en las ciudades en desarrollo. En Estados Unidos se
estima que mas de un milldn de infantes y nifos pequefios menores de 5 afios han
padecido un episodio de diarrea aguda causada por rotavirus, provocando mas de 20,000
hospitalizaciones y 150 defunciones al afio. Empero, en paises en desarrollo se estima que
ademas de presentar una alta morbilidad -18 millones de casos de diarrea - presentan una
importante mortalidad -870,000 defunciones por ano - en ese mismo grupo de edad. 2#

A pesar de que la diarrea aguda provocada por este agente puede tratarse
eficazmente con rehidratacién oral, su prevencidn casi siempre resulta dificil y las vacunas
constituyen la via de proteccion promisoria. Por io tanto, prevenir la gastroenteritis aguda
por rotavirus mediante el desarrollo de una vacuna efectiva, se ha convertido en una de las
metas y actividades de control de la enfermedad, llegando a ser un tema de prioridad
mundial. Actualmente se investigan diversas vacunas candidatas contra rotavirus. La
amplia variabilidad de los resultados obtenidos en torno a su eficacia, podria deberse a las
diferentes condiciones epidemiologicas que prevalecen en distintas regiones geograficas®-3.

La meta de la vacuna no es la prevencion a la infecciéon por rotavirus ni a ia
enfermedad relativamente severa, mas que nada esta enfocada al control de ila diarrea
aguda, lo cual conduce a la deshidratacion y muerte. La informacion epidemioldgica es
particularmente escasa en paises en desarrolio, que es precisamente donde estas vacunas

podrian aportar los mayores beneficios.



1.2. GENERALIDADES DE LOS ROTAVIRUS
1.2.1. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DEL VIRION

El término "Rotavirus™ proviene del latin ROTA, que significa rueda. Debido a la
apariencia de rueda de carro de estas particulas virales en microscopia electronica. 82

l.as particulas virales completas miden 70 nm de diametro y tienen una capside
doble compuesta de polipéptidos de simetria icosaédrica. Estudios de microscopia
electronica de rotavirus, han descrito la presencia de tres tipos de particulas: A). particulas
completas de doble capside; B). particulas de una capside, de 55 nm de diametro
aproximadamente, cuyo aspecto es rugoso, dichas particulas no son infecciosas y C).
particulas compuestas Unicamente por el core 0 nucleocapside miden aproximadamente 37
nm de diametro.7.10 .Figura 1.1

Los rotavirus no tienen envoltura lipidica y sdélo poseen actividad infectante.
aquellas particulas de doble capside y con RNA en su interior.

(A)

Agentes
cautropicos
(1.5 M CaCly)

Apgcentes queclantes
(10 mM EDTA)

VP4, VP7 VP6
Parnicula: Doble capside Una capside Nuclecocidpside
Proteinas: VP 1,2.3,4.6,7 VP 1,236 VP 1,23
Propicdades
biolégicas: Infeccrosa No infecciosa No infecciosa
Polimerasa inactiva Polimerasa activa Polimerasa inactiva

FIG. 1.1. PARTICULAS DE ROTAVIRUS OBSERVADAS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA. (A}
PARTICULAS COMPLETAS O DE DOBLE CAPSIDE, (B) PARTICULAS QUE HAN PERDIDO LA CAPSIDE MAS EXTERNA Y
SON PARTICULAS DE UNA CAPSIDE Y (C)PARTICULAS QUE SOLO PRESENTAN LA NUCLEOCAPSIDE O CORE.



1.2.2. ESTRUCTURA GENOMICA

En el interior de la particula viral se encuentra el genoma, el cual esta compuesto
por 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA). Este RNA no es infeccioso por si
mismo, dado que para transcribirse a RNAm y traducirse a las proteinas virales, necesita de
una RNA polimerasa dependiente de RNA, que se encuentra en las particulas virales

completas.
El genoma de rotavirus puede ser separado por corrimiento electroforético en

geles de poliacrilamida (PAGE), observandose los 11 segmentos de RNA de distinto peso
molecular caracteristico de rotavirus distribuidos en cuatro bloques 4-2-3-2. La
secuenciacion de cada gen ha permitido conocer el tamafnio de los segmentos de RNA,

mostrando entre 663 pb (segmento 11) y 3302 pb (segmento 1)'1-13
Cada uno de .los segmentos de RNA codifica por lo'menos para cada una de las

proteinas virales de los rotavirus. Fig. 1.2
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. 1.2. ESTRUCTURA PROTEICA Y GENOMICA DE ROTAVIRUS

El analisis de electroferotipos por PAGE es relativamente facil y rapido. Es una
metodologia ampliamente usada en la deteccidén a través de su genoma en estudios de
epidemiologia molecular y monitoreo de brotes y transmisioén de rotavirus. Sin embargo,
debido a que los rotavirus presentan diferentes rearreglantes; esta metodologia no puede
emplearse como Unico criterio en la clasificacion de estas cepas 8



1.2.3. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

La infectividad de rotavirus depende de la presencia de la capside externa. El
tratamiento con agentes quelantes de calcio (por ejemplo EDTA o EGTA) la destruyen
resultando la pérdida de la infectividad. El calcio se ha detectado sbélo en particulas de doble
capside, lo cual sugiere la posible unién de calcio a los sitios de union de VP7. La capside
interna puede ser destruida con agentes cautropicos tales como tiocianato de sodio o altas
concentraciones de CaCl;. Las capsides externa e interna pueden ser separadas por
ultracentrifugacion por gradientes de cloruro de cesio o sacarosa. 8

Las particulas de rotavirus son generalmente resistentes a fluorocarbonos,
mientras que con eter, cloroformo o desoxicolato permiten la extraccién del genoma viral
eliminando asi [as envolturas proteicas del virus. El tratamiento con cloroformo reduce poco

la infectividad y destruye la actividad hemaglutinante.

La infectividad de rotavirus es estable en un intervalo de pH de 3 a 9; sin
embargo, pH menor de 3 disminuye la infectividad, propiedad que es importante para el
desarrollo de una vacuna oral efectiva. La infectividad y la actividad hemaglutinante se
pierde por continuas congelaciones y descongelaciones. La infectividad puede ser
inactivada por desinfectantes tales como fenoles, formalina, cloro y beta-propilactonas. E|
etanol al 95% es quiza el desinfectante mas efectivo, pues destruye la capside externa.
Cabe mencionar que los rotavirus son resistentes a las temperaturas altas, a los solventes

de lipidos y detergentes no idnicos. ¢

las cepas de rotavirus humanos pierden la capside externa mas
facil que las cepas de animales, dificultando su propagacién en cultivo celular en
comparacion con las cepas de animales; ademas cuando esta presente la hemaglutinina
en las cepas humanas es mas dificil de ser detectada que en la de los animales. 8

En resumen,

1.2.4. ESTRUCTURA Y FUNCION DE PROTEINAS

PROTEINAS DE NUCLEOCAPSIDE

VP1. Es una proteina estructural codificada por el segmento 1 del genoma viral, forma parte
de un 10 % de la estructura de la nucleocapside. Tiene un peso molecular de 125 kDa;
algunos estudios han demostrado que forma parte de un complejo enzimatico, presentando
cierto grado de homologia con las RNA polimerasas virales; lo que hace suponer que VP1

es una RNA polimerasa. 1°



VP2. Es una proteina estructural codificada por el segmento 2, es la mas abundante de la
nucleocapside (aproximadamente el 90%) y es la tercera mas abundante de todas las
proteinas estructurales de rotavirus. VP2 es altamente inmunogénica, los anticuerpos
anti-VP2 en el suero son un buen indicador del inicio de la infeccidon. Tiene un peso
molecular de 102 kDa, y aunque todavia se desconocen algunas de sus propiedades tiene
la funcidon de reclutar el RNA de doble cadena para el ensamblaje viral, por In que juega un
pape! importante en la morfogénesis viral. 8.14

VP3. Es una proteina estructural codificada por el segmento 3 y es la mas escasa de la
nucleocapside (5%). tiene un peso molecular de 83 kDa. La homologia con otras RNA

polimerasas de otros virus sugieren que ésta proteina este involucrada en ia replicacion del
RNA viral.

PROTEINA DE CAPSIDE INTERNA

VP6. Es una proteina codificada por el segmento 6, y es 1a mas abundante de la particula
viral, ésta proteina tiene forma tridimensional, su peso molecular es de 45 kDa. Algunos
agentes cautropicos remueven la proteina VP6 dejando soélo la nucleocapside. Tiene un
papel importante en la estructura de la particula viral, ya que mantiene la propiedad de
conformacién y organizacion de! centro. Posee una propiedad altamente inmunogénica y
antigénica; es la proteina mas frecuentemente utilizada para el diagnostico de rotavirus por
meétodos inmunoenzimaticos que establecen la presencia de determinantes antigénicos
correspondientes a cepas de rotavirus de Grupo A, B, C, D, E, F y G. VP8 juega un papel
importante en la induccion de la inmunidad en el huésped. En esta proteina residen ios
antigenos de grupo y subgrupo de rotavirus. ®

PROTEINAS DE CAPSIDE EXTERNA

VP4. Es codificada por el segmento 4, tiene la caracteristica de ser una proteina no
glicosilada de capside externa. VP4 es susceptible a cortes con enzimas proteoliticas como
la tripsina, fraccionandose en VPS5 60 kDa y VP8 28 kDa. El resultado de este corte es un
aumento en la infectividad vira!l y la induccidon en la produccidon de anticuerpos
neutralizantes. Ei sitio de unidén de VP4 a eritrocitos (hemaglutinacidon), permanece aun
desconocido, sin embargo se sabe que involucra varias regiones de la proteina porque
anticuerpos monoclonales contra VPS5 y VP8 pueden inhibir {a hemaglutinacion. Esta
proteina induce la segregacion de anticuerpos independientemente de la VP7.10.15VP4 es ta
proteina que se encuentra en menor cantidad en la capside externa en comparacion con
VP7 y se caracteriza por formar espiculas de proteina que pueden rotar nasta 180°
interaccionando con VP6 de la capside interna. De esta manera VP4 determina la virulencia
y el crecimiento en cultivo celular, asi como {a unién de ésta proteina a los enterocitos y la
8



penetracion durante la replicacion; VP4 también juega un papel! importante en la

maduracion de progenie de rotaviriones. 1618

VP7. Esta proteina es la segunda mas abundante de las proteinas estructurales de
rotavirus y es codificada por el segmento 7, 8 o 9 dependiendo de la cepa. Esta proteina
glicosilada de capside externa es altamente inmunogénica e induce la formacion de
anticuerpos neutralizantes. Algunos estudios han demostrado que VP7 es la proteina de
unioén a la célula blanco. 8 A la fecha se han reportado mas de 14 serotipos de rotavirus por
ensayos inmunoenzimaticos, 9 de los cuales infectan a humanos (G1-G4, G6, G8-G10 y
G12). '7 Tiene un peso molecular de 34 kDa y se ha demostrado la interaccién bioldgica y

antigénica entre VP4 y VP7. 171820

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

E! ciclo de replicacion de los rotavirus se lleva a cabo en el citoplasma de la
célula que infectan. E! proceso que va de la sintesis de mRNAs virales a la formacion de la
nucleocapside, involucra la participacion de proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3 y VP6)
y cinco proteinas no estructurales (NS53, NS35, NS34, NS28 y NS26). Mientras que la
funcion de las proteinas estructurales es relativamente claro, poco se conoce sobre el papel

de las proteinas no estructurales.

Estudios recientes sugieren que estas proteinas podrian involucrarse en la
replicacion y encapsidacion del genoma de rotavirus. La interaccion entre proteinas
estructurales y no estructurales es muy limitada y no se ha encontrado ninguna interaccion
entre las no estructurales.(Gonzalez RA. Interaccion in vivo y localizacién intracelular de las
proteinas no estructurales NSP1 y NSP3, de los rotavirus. Presentado en: Primera Reunion

Nacional de Virologia, Enero 24; 1997, Oaxtepec).

NS53. Es una proteina codificada por el segmento 5 del genoma viral; se ha encontrado en
células infectadas pero no en la particula viral, es detectada en un tiempo muy corto
después de la infeccion. Los niveles de NS53 sintetizada son bajos en comparacién con las
otras proteinas no estructurales. Esta proteina es la unica del grupo A que varia en cuanto
a tamaino dependiendo de la cepa, (cepa Wa contiene 486 aminoacidos y la SA-11 tiene
495 aminoacidos), es una proteina poco conservada y se ha reportado como la unica que
no es necesaria en la replicacion del virus, tiene un peso de 58 kDa, sin embargo, la porcién
carboxilo es esencial in vivo, quiza porque sirve como determinante de la virulencia. ¢ 2

NS35. Proteina codificada por el segmento 7, 8 6 9 del genoma, dependiendo de la cepa.

Se caracteriza por ser basica y no glicosilada; se ha detectado en lisados celulares

infectados y pruebas inmunocitoidgicas utilizando anticuerpos monoclonales especificos, se
9



ha localizado esta proteina en el viroplasma de céiulas infectadas. También esta
involucrada en la union del RNA y actividad replicasa; su peso es de 36 kDa. Un estudio
demostré que ésta proteina (al igual que VP7) es la que se une a la célula; ahora existe la

duda si es en realidad una proteina no estructural. © 20

NS34. Esta proteina es codificada por el segmento 7 del genoma de la cepa SA-11 y posee
un peso de 36 kDa, se ha detectado en acidos nucieicos previamente marcados (RNA o
DNA) en Westernblots. Se encuentra el lisado de células infectadas y tiene una actividad
replicasa asociada con la NS53, in vitro. Algunos estudios tratan de precisar el papel que

tiene ésta proteina en la replicacion viral. 21-22

NS28. Proteina glicosilada codificada por el segmento 10 del genoma de SA-11 con un
peso de 20 kDa, sintetizada en la fase temprana de la replicacion, se localiza en la
membrana del reticulo endoplasmico con un fragmento que sobresale al citoplasma, en la
cual se fijan las particulas subvirales y posteriormente continua aqui la morfogénesis de las

particulas virales. 5. 1°

NS26. Al principio se catalogd como una proteina estructural de bajo peso, pero el titulo de
anticuerpos que induce es tan bajo gue hace suponer no sea estructural. Estudios
realizados con ésta proteina sugieren que se enhcuentra en el citoplasma y ademas de
involucrarse en la replicacion del RNA, el gen 11 que codifica para la proteina con un peso
de 22 kDa y sufre un alto contenido de rearreglos genéticos. 1©

1.2.5. CLASIFICACION DE LOS ROTAVIRUS

La familia Reoviridae se caracteriza por tener genoma de RNA de doble cadena
segmentado, pero las diferencias de estructura, antigenicidad, estabilidad y huéspedes son
las bases para dividir los diferentes géneros de esta familia. El género mas importante de la
familia Reoviridae es rotavirus cuya agrupacion heterogénea se clasifica en grupos,
subgrupos y serotipos de acuerdo a sus determinantes antigenicas. 23

GRUPOS: Existen actualmente siete grupos de rotavirus (A, B, C, D, E, F.,y
G) en base sus determinantes antigénicos en la proteina VP6. Los grupos A, B; y C se han
reportado comunmente en humanos y animales, mientras que los grupos D-F han sido
encontrado Unicamente en animales. 524-25 |Los rotavirus son capaces de sufrir rearreglos
genéticos entre cepas del mismo grupo, pero estos rearreglos no se han observado entre

los diferentes grupos 8

Los Rotavirus del Grupo A (RVHA).- Constituyen el principal grupo de estudio
productor de la gastroenteritis aguda en nifios menores de 3 afnos. La severidad de Ia
10



gastroenteritis por RVHA es la causa de deshidratacion y diarrea grave en lactantes y ninos
provocando un elevado indice de hospitalizaciones y muertes pediatricas; se estima 18
millones de casos que dejan 870,000 muertes anuales en todc e! mundo de ahi la
necesidad de incrementar los esfuerzos para el desarrollo de una vacuna. 24222721

Diversos estudios demuestran un mayor incremento de gastroenteritis por RVHA
en la época inverna! (Oct-Mar) en México y en el Sureste de los Estados Unidos. Cada ario,
la infeccion por rotavirus se agudiza y aparece en el Este de Estados Unidos
desplazandose poco a poco hacia el Oeste y la frontera de México, el pico maximo de ias
infecciones por rotavirus se mantiene durante todo el invierno. 3?

Las manifestaciones clinicas de la gastroenteritis provocada por RVHA no son
suficientemente claras para diferenciarlas de las infecciones bacterianas, por lo tanto, se
requieren métodos de diagnostico especificos que permitan identificar a estos agentes
virales como patogenos de ta gastroenteritis aguda. 7-8.23.33

El Grupo B de Rotavirus (RVHB).- Conocidos también como rotavirus de la
diarrea en adultos, pararrotavirus, rotavirus del grupo no A o rotavirus atipicos. Los RVHB
fueron reportados al principio como agentes etioldgicos exclusivos de la gastroenteritis en
bovinos. Posteriormente fueron reportados como agentes etioldgicos de la diarrea en
diferentes especies de animales. En 1982, se asocid por primera vez con la gastroenteritis
en humanos en la Republica Popular de China, a partir de entonces se ha descrito como
un patdégeno importante en la gastroenteritis en aduitos. 34

Los RVHB son antigénica y genéticamente diferentes a los RVHA pues carecen
del antigeno comun de grupo A pero morfologicamente son ideénticos. El perfil
electroforético de los RVGB esta constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena
(dsRNA), a diferencia de los RVHA, estos no presentan el triplete del RNA de los
segmentos 7, 8 y 9, el cual se observa en todos los RVHA, pero también pueden dificultar
su interpretacién comparandelo con otros grupos de rotavirus, por lo tanto se requiere de
pruebas confirmatorias como técnicas de hibridizacion y PCR para su identificacion. 3¢

En el campo veterinario, las infecciones por RVHB, se han reportado en terneros,
gatos, cerdos, ovejas, corderos y ratas. 35 i

Epidemiolégicamente produce grandes brotes en la Republica Poputar de China
considerandose un problema de salud publica y se ha reportado en recién nacidos y adultos
de Baltimore. Los métodos de diagndstico para estos agentes son: ELISA, IME, PAGE,
técnicas de hibridacion y RT-PCR.



Rotavirus del grupo C (RVHC).- También conocidos como pararrotavirus o
rotavirus atipicos. En 1982 fue reportado como el agente etiologico de la gastroenteritis en
cerdos, posteriormente se demostro la presencia de RVHC como patogencs de diarreas en
humanos. 37 La incidencia de diarreas provocadas por éste grupo aun no es muy clara
debido a la falta de sensibilidad en los métodos de diagnostico, asi como |la escasa
disponibilidad de pruebas de diagnostico que permitan su deteccion. Al grupo de edad que
afecta principalmente es de 4 a 20 afos, en contraste con los RVHA que infectan a nifos
menores de 3 afnos. 2535 Algunos estudios revelan la presencia de anticuerpos contra el
grupo C de 3 a 45% de la poblacion humana en ciertas regiones geograficas. Ademas de la
presencia de anticuerpos y de la incidencia de infecciones por RVHC se ha reportado que
personas mayores de 4 afios de edad pueden ser portadores asintomaticos.

Estos agentes son morfologicamente idénticos a los RVHA, pero antigénica y
genéticamente diferentes a otros grupos. Presentan también 11 fragmentos de RNA y un
perfil electroforético caracteristico de migracion (4,3,2,2) donde los segmentos 5, 6 y 7
forman un triplete en el segundo bloque, en comparacién con RVHA que presenta sdélo los
segmentos 5 y 6 en el mismo blogue y un triplete caracteristico en los segmentos 7.8, y 9
del tercer bloque. *® Los métodos de diagnodstico para los RVHC son: ELISA, IME, PAGE,
RT-PCR, aglutinacidn en latex, hibridacion de acidos nucleicos e inmunofluoresencia. ¢

Los RVHC se han reportado en cerdos, vacas y gatos; y se han logrado cultivar
en lineas celulares CaCO, células de rindn porcino PPK y MA-104. Su propagacion ha sido
posible en cerdos destetados.

Los casos de infeccion por RVHC se han reportado en diferentes partes del
mundo como Japon, Australia, Canada, Nueva Zelanda, México, Estados Unidos, Brasil,
Reino Unido, Nepal y Tailandia. 25 35.40

SUBGRUPOS: Esta clasificacion de rotavirus esta dada en base a la proteina
VPB para todos los RVHA. Esta proteina consiste en estructuras cuya superficie esta
formada por trimeros altamente inmunogénicos. VP6 es la proteina mas abundante, juega
un papel importante, porque en esta residen los antigenos de subgrupo que permiten la
clasificacion de rotavirus mediante varios métodos serologicos. Los rotavirus del grupo A se
pueden diferenciar con anticuerpos monoclonales en dos subgrupos llamados |y Il 12412
Cabe mencionar que el subgrupo | comprende los serotipos 2 y 8, mientras que los
serotipos 1,3,4 y 9 pertenecen al subgrupo Il. 77 Estudios epidemiolédgicos han demostrado,
que cepas del subgrupo | son mas virulentas y se han detectado con mayor frecuencia que
los del subgrupo |. En la deteccién de antigenos de grupo y subgrupo, se han empleado
técnicas serolégicas tales como fijacion de complemento, ELISA, inmunoflucresencia,
inmunomicroscopia electronica y radioinmunoensayo.
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SEROTIPOS: Otra clasificacion para los RVHA esta dada en base dos tipos de
determinantes antigénicos de las proteinas que forman parte de la capside externa la VP4 y
la VP7; las dos proteinas segregan independientemente anticuerpos neutralizantes. 4344

La neutralizacion especifica de VP7 se refiere a los serotipos G (se les asigno la
letra G por ser ésta una glicoproteina) y la de VP4 se refiere a los serotipos P ( por ser una
proteina sensible a proteasas). La determinacion de serotipos G ha sido posible mediante
la utilizacion de técnicas tales como ensayos inmunoenzimaticos con anticuerpos
monocionaies, 2345 pruebas de hibridacion con oligonucledtidos especificos de serotipo 44 y
reaccion en cadena de |la polimerasa. 23

En base a VP7, se han identificado 14 serctipos. 47 De los cuales nueve infectan
a humanos G1 a G4, G6, G8 a G10 y G12. Los serotipos G1 a G4 son
epidemiologicamente los mas importantes a nivel mundial. El serotipo G4 se ha aislado de
cerdos y humanos y el serotipo G3 se presenta en varias especies de animales, ademas de
humanos. 7.27:4¢ -

La distribucion de los serotipos G8 y G9 aun se desconoce. ?? Recientemente el
serotipo G1 asociado a infecciones de humanos, se reportd en cerdos y borregos. Se ha
reportado que algunos rotavirus detectados en gatos son antigénicamente relacionados a
serotipos G1, G2 y G3. Estudios de epidemiologia molecular demuestran una gran
diversidad genética de los rotavirus, incrementando la complejidad en el desarrollo de una
vacuna efectiva contra rotavirus. Serotipos G5, G6, G7 y G10 también se han determinado
en nifios, aun cuando soélo se habia reportado en gatos. '¢

La genotipificacion de VP4 con anticuerpos monoclonales aun es mas dificil , ya
gque presenta reaccion cruzada con los antigenos de VP4, por lo que se han desarroliado
técnicas de biologia molecular, tales como PCR, que permiten tipificar y genotipificar un
mayor numerc de muestras que con los métodos inmunoenzimaticos.

En base a VP4, existen al menos 11 genotipos P. Recientemente una cepa de
rotavirus de serotipo G8 fue reportada como un nuevo tipo gendmico P, pero no se ha
confirmado serolégicamente. 1248




Genotipo VP4 Serotipo VP7 Cepa
1 1,34y9 Wa, W161, Ku, YO, VA70
2 2 DS1, S§2
3 1,2,3y4 1076, M37, ST3
4 1y 3? K8, AU1
5 8 69M

Cuadro 1. Clasificacion de serotipos P y G de rotavirus humanos

ELECTROFEROTIPOS: E! RNA puede ser separado en 11 segmentos por
medio de electroforesis en geles de poliacrilamida, en base a sus diferentes pesos
moleculares. 5 Este perfil electroforético se presenta en cuatro grupos de segmentos: el
primer ‘grupo contienen los cuatro segmentos de RNA de mayor peso molecular, en el
segundo grupoc se encuentran dos segmentos de RNA de mediano peso molecular, en el
tercer grupo se presentan tres segmentos muy juntos de menor peso y en el dltimo grupo
tienen dos segmentos de menor peso molecular. 74249

Se han definido dos tipos principales de electroferotipos: los "patrones cortos”
relacionados al subgrupo | (serotipos 2 y 8) y los "patrones largos” relacionados a! subgrupo
Il (serotipos 1, 3, 4 y 9). Sin embargo se han reportado cepas de rotavirus pertenecientes al
subgrupo 1 y con electroferotipo largo 42, Esta diferencia esta dada en el peso molecular de
los segmentos 10 y 11 del RNA, cuando el peso molecular de estos segmentos €5 mayor el
electroferotipo es corto, ya que migra menos que el largo. Actualmente se han reportado
cepas de rotavirus que migran mucho menos que lo usual y se les denomina "patrones
supercortos”, asi como también cepas de "patrones superlargos” porgue migran mas que
los patrones largos. '7.2% 5¢

1.2.6. REARREGLOS GENETICOS DE ROTAVIRUS

La infeccion por rotavirus de uno o mas serotipos (P y G) entre hospederos de
una misma o diferente especie, puede provocar mutaciones puntuales o rearreglos
genéticos resultando nuevos serotipos y posiblemente cepas mas virulentas y resistentes
que las cepas progenitoras, induciendo la adaptacion a nuevos hospederos y ambientes
cuando se transmiten a grandes poblaciones y por lo tanto, dificultando ain mas la
produccion de una vacuna efectiva contra este agente viral. Estas evidencias en la
heterogeneidad de las cepas de rotavirus se ha demostrado en la propagacién en cultivo
celular del prototipo SA-11. Otras evidencias son la aparicion de nuevos serotipos aislados
de nifios con o sin diarrea. 027
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Los rotavirus que sufren rearreglos genéticos, normalmente presentan una
disminucion de concentracién de RNA cuando se observa en geles de poliacrilamida y en

ocasiones la migracion de las bandas de dsRNA es mas rapida. Los rearreglos genémicos
de RVHA han sido aislados frecuentemente de brotes de rotavirus en paises endéemicos
como India, Brasil, Venezuela, México y otros paises en desarrollo, asi como pacientes
inmunodeficientes, asintomaticos y animales (cabras, cerdos y conejos).8

El resultado en la heterogeneidad de rearreglos genéticos son: (a) la existencia
de una enorme diversidad de cepas de rotavirus, (b) la coexistencia de varias cepas
diferentes circulantes en una comunidad en un determinado tiempo, { c) la aparicion de
nuevas cepas y la desaparicion de otras en una comunidad, (d) cambio en la prevalencia
de serotipos en cada periodo de tiempo , {d) la persistencia de cepas con caracteristicas
especificas en una poblacion en particular y (e) en ocasiones la presencia de multiples
cepas en un mismo hospedero. Estas caracteristicas determinan la epidemiologia de

RVHA.27
Algunos estudios realizados en guarderias y hospitales de todo el mundo, han

revelado la circulacion frecuente de un serotipo P y la persistencia de este durante un largo
tiempo causando infecciones asintomaticas en recién nacidos. Este polimorfismo genético
se observa comunmente en las ciudades grandes en comparacion con las pequeias donde

se aislan unos cuantos casos. 5!
La enorme diversidad y complejidad de las cepas de rotavirus es esencial para
poder explicar los frecuentes fracasos en el desarrollo de una vacuna efectiva contra los

rotavirus 1327
1.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un método de amplificacion
de una secuencia especifica de DNA. Esta técnica ideada y desarrollada por Mullis y
colaboradores en Cetus Corporation, es un excelente método que otorga una alta
sensibilidad y especificidad en la determinacién y caracterizacion de acidos nucleicos. La
PCR es una metodologia altamente desarrollada en el analisis de DNA y RNA (bacterias,
hongos, parasitos y virus) porque ha simplificado el trabajo de metodologias ya existentes y
ha permitido el rapido desarrollo de nuevas técnicas en el diagnostico de enfermedades en

el area de la salud.
Esta metodologia se utiliza para la deteccion de enfermedades o infecciones
producidas por bacterias, hongos, parasitos y agentes virales; los cuales han sido
15



dificilmente determinados por otros métodos de diagnostico. 5253 La PCR es una de las
metodologias mas versatiles en el diagnodstico de infecciones provocadas por diversos
agentes. Actualmente tiene gran aplicacion en el diagndstico de cancer y enfermedades
genéticas, asi como en el area de criminalistica y paternidad. Por otra parte, una de las
mayores ventajas de dicha metodologia, es que permite la deteccion de agentes patdgenos
que son dificil o imposible de cultivar como en el caso de rotavirus. 55

Las DNA polimerasas permiten la sintesis de una cadena complementaria de
DNA en direccion 5' — 3' empleando una simple cadena molde pero empezando de una
region de doble cadena; o sea por extensidn de un iniciador. La PCR emplea el mismo
fundamento pero emplea dos iniciadores, cada uno es complementario a una regién
especifica de la cadena molde expuesta de DNA, |a cual es previamente desnaturalizada
por calentamiento. 52

Debido a que los rotavirus presentan grandes dificultades para ser cultivados *“in
vitro” a partir de muestras clinicas, las infecciones por rotavirus son generalmente
identificadas por meétodos inmunoenzimaticos que determinan de manera directa al
antigeno rotaviral en muestras diarreicas. Sin embargo, aproximadamente del 20 al 30% de
las cepas de rotavirus no son tipificadas, como consecuencias de gue las particulas virales
estan incompletas o bien existan variaciones de epitopes. De ahi que se desarrolien
meétodos de biologia molecular, como PCR que permiten tipificar un mayor niumero de
cepas de rotavirus a partir de muestras clinicas, debido a que se utiliza el genoma viral y
requiere cantidades muy pequefias de RNA (hasta 100 pg) para su amplificacion, ademas
de ser una técnica altamente sensible, especifica y rapida.

1.3.1 DEFINICION

La PCR se define como un meétodo de Biologia Molecular que permite la
amplificacién "in vitro” de secuencias especificas de acidos nucléicos que produce el
proceso de replicacion del DNA “in vivo". El resultado es la produccién exponencial en el

numero de copias amplificadas (2"), a partir de una cadena de DNA molde.ss
1.3.2 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La PCR emplea dos oligonucledtidos especificos que hibridan las cadenas de
DNA expuestas y posteriormente son amplificadas por la enzima Taq polimerasa. La
reaccion de amplificacion se lleva a cabo mediante ciclos sucesivos que comprenden tres
temperaturas:



1). Temperatura de desnaturalizacion.- Ei DNA molde de doble cadena se
separa en cadenas sencillas a 94°C.

2). Temperatura de alineamiento.- Los oligonucledtidos se alinean a ta regién
especifica de las cadenas de DNA, flanqueando el genoma molde.

3). Temperatura de extension.- Los oligonucledtidos son extendidos a través
de la enzima Tag polimerasa a 72°C.

El resultado de la reaccion es la acumulacion exponencial de productos
amplificados de DNA especificos. Obteniéndose, aproximadamente en 30 ciclos hasta 1000
miliones de copias de DNA amplificado. ®= % Figura 1.3

Posteriormente los productos amplificados se verifican en geles de agarosa al
2% tefiidos con bromuro de etidio y se comparan con un marcador de peso molecular.
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Figura 1.3 Esquema de la amplificacion del DNA por PCR
(Perkin Eimer con permiso)



1.3.3. RT-PCR

La transcriptasa reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), se desarrolid debido a que el RNA no puede servir de molde para la PCR, por o
tanto se requiere retrotranscribir e@ RNA a cDNA mediante la enzima transcriptasa
reversa.’6-57 Fig. 1.4

La RT-PCR es un proceso altamente utilizado para detectar la expresion de
genes y para el diagnostico de agentes infecciosos o enfermedades genéticas. Sin
embargo, el RNA es mas inestable que el DNA, |la presencia de ribonucleasas pueden
degradar o fragmentar al RNA propiciando no se lleve acabo la retrotranscripcion y por lo
tanto, la amplificaciéon de este acido nucléico. Estas enzimas pueden encontrarse en el
propio agente etiologico o estar presentes en piel y generalmente no reguieren de
cofactores para su funcién .

Para evitar la contaminacion con RNAsas es necesario el empleo de guantes
cuando se trabaja con acidos nucléicos, material exclusivo y estéril para PCR, el uso de
agua dietil pirocarbonato (DEPC), preferentemente mantener reactivos y RNAs siempre en
hielo y trabajar rapidamente, para lograr buenos rendimientos de la reaccién de PCR.s8

RNA molde 5 3’
‘ Transcriptasa reversa
Cadena de DNA 3’ 5°
compliementario
a partir de RNA molde
‘ Primer Ciclo
3’ - 5’
DNA complementario s’ - 3’
* Segundo Ciclo
3’
5 - 3’

Amplificacién por PCR

FIG. 1.4 ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A LA REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA (RT-PCR).
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Desde 1990 se han realizado estudios de RT-PCR aplicado a rotavirus en
diferentes partes de! mundo, sin embargo en nuestro pais pocos laboratorios de
investigacién realizan la tipificacion de rotavirus por esta metodologia. Generalmente se
utilizan pruebas inmunoenzimaticas que permiten la serotipificacion de cepas que son de
interés, empero, debido a la escasa disponibilidad de anticuerpos monoclonales a todos los
serotipos de Grupo A y a otros grupos de rotavirus, en el laboratorio fue necesaria la
estandarizacion de la RT-PCR con el proposito de serotipificar aquellas cepas de interés
epidemiolégico. Algunos trabajos Ios cuales han permitido apoyarnos en la estandarizacion
de RT-PCR para rotavirus son los siguientes:

Gouvea y cols; en 1990, estandarizaron por primera vez la tipificacion de
rotavirus por RT-PCR a partir de materia fecal, utilizando 10 cepas de referencia que
incluian los serotipos 1, 2, 3, 4, 8 y 9; asi como 34 cepas aisladas de materia fecal que
previamente fueron tipificadas con anticuerpos monoclonales y en donde sc encontré una
gran correlacion entre los métodos moleculares y serolégicos. Sin embargo, se encontré un
gran namero de muestras gque no pudieron ser amplificadas debido a la presencia de
sustancias inhibidoras que no fue posible eliminar en la extraccién de RNA. 22

En el mismo ano, Wilde y cols; sugieren un método de purificacion de RNA viral
que permite aumentar la sensibilidad de la RT-PCR al eliminar inhibidores presentes en
materia fecal. El proceso de purificacion utilizé fibra de celulosa 11 (CF-11), en donde el
RNA se une a las particulas de ésta y las impurezas son removidas mediante lavados
sucesivos. Esta metodologia permitid realizar con éxito la retrotranscripcion que
comunmente era inhibida asi como la amplificacién del DNA, sobre todo cuando la muestra

era materia fecal. 5¢

En 1891, Nakagomi compara la tipificacién de rotavirus por RT-PCR y por ELISA,
empleando cepas humanas y de animaies (cerdos, cabras, perros, gatos y otros felinos), y
encontré un mayor numero de muestras tipificadas por RT-PCR que por ELISA. Las
muestras que fue posible identificar con ambas metodologias coincidieron en un 100 %. 9

Un estudio realizado en Baltimore por Eiden y cols. en 1991, emplea por primera
vaz la RT-PCR para la identificacion del grupo B de rotavirus amplificando una secuencia
especifica de los genes 3 y 11 dependiendo de la cepa y utilizando como controles

negativos cepas de RVHA y lisado de células no infectadas. 3%

En 1991, en Atlanta, Gouvea y cols; identifican por RT-PCR a partir de heces a
los grupos B y C, empleando cligonucledtidos especificos de grupo B (Gen 8) y grupo C
(Gen 6). Las cepas utilizadas provenian de humanos y cerdos; la confirmacidén de los
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grupos se realizd mediante una segunda amplificaciéon incrementando la sensibilidad de
ésta metodologia.?%

En 1992, Taniguchi, en Japdn identfica diversos serotipos de rotavirus en
cabras., borregos y humanos. y compara sus resultados de PCR con los obtenidos por
ELISA.50

En el mismo afno, Genstch y cols., logran por primera vez genotipificar cepas de
RVHA empleando secuencias especificas del gen 4 mediante RT-PCR permitiendo una
caracterizacion mas completa de los rotavirus.s!

Ushijma, en 1994, realiza un estudio completo de tipificacion de rotavirus a VP7
trabajando con diferentes muestras biologicas (fecales, suero, fluidos cerebroespinales y
faringeos) en nifos con gastroenteritis, encontrando a este agente viral en las diferentes
muestras procesadas, pero no con la misma frecuencia con la que se encuentran en tracto
intestinal.s2

Por lo tanto, estos trabajos nos han permitido estandarizar las condiciones
necesarias para la tipificacion de rotavirus a partir de materia fecal mediante la RT-PCR en
el laboratorio.

1.3.4 COMPONENTES DE LA REACCION

Los componentes en la mezcla de reaccidn esta constitutida de DNA
polimerasa, oligonucledtidos especificos, desoxinucledtidos (dNTPs), la cadena molde de
DNA y iones magnesio. Generalmente el volumen total de reaccion es de 50 a 100 ul.

RNA MOLDE.

Es necesario que el RNA molde se encuentre lo mas puro posible. Cualquier
alteracion en la cadena de RNA blanco, tal como fragmentacion o la presencia de
sustancias inhibidoras bloquean ia ampiificacion de PCR; y pueden dar como resultado la
amplificacion de segmentos inespecificos © que quizas ni siquiera se lleve a cabo la
amplificacion. El genoma utilizado en la reaccion de amplificacion debe ser totalmente puro,
y libre de sustancias inhibidoras (proteinas, lipidos o polisacaridos.) que afecten la
actividad enzimatica en la reaccion de amplificacion; esto depende del meétodo de
extraccion y purificacion utilizado.

Algunas impurezas tales como formalina, heme, heparina, acido humico, agentes
quelantes de Mg-2, detergentes, trazas de fenol, metales pesados, proteinas, lipidos y
20



polisacaridos pueden llegar a inhibir la reaccion. En algunos casos. diluciones del RNA
molde, llegan a mejorar la calidad de la amplificacion porque los inhibidores también se
diluyen y aunque la muestra también se diluye. tedricamente esta metodologia requiere
desde picogramos de RNA, por 1o que es posible amplificar un gran numero de muestras.
La cantidad total de RNA que requiere la reaccion de amplificacion es de 0.05 a 1.0 ug. 57 %2

OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos o iniciadores son cortas secuencias de DNA de 18 a 30
bases que son compiementarias a la regidon 5' de la cadena moide de DNA que se ampilifica.
El alineamiento de oligonucledtidos se lleva a cabo especificamente en la region
complementaria a dicha secuencia de la cadena molde para posteriormente ser ampilificada.
Para obtener una amplificacion especifica de la cadena molde es necesario sélo la
presencia de DNA blanco y de los componentes de la reaccidon evitando la presencia de
otros DNAs contaminantes de la reaccion.

Actualmente existen multiples programas de computadora (Epicentre, Software)
que permite seleccionar y disefar los oligonucledtidos a partir de la secuencia especifica del
gen que se desea amplificar, por otra parte, es necesaria la seleccion de oligonuciedtidos
con un contenido similar de G+C para emplear de esta manera una temperatura de

alineamiento eficiente.

La concentracion requerida de oligonucledtidos en la reaccion es de 0.05 a 0.1
1M, sin embargo otros autores recomiendan hasta 1.0 uM. Una elevada concentracion de
oligonuciedtidos provoca la formacion de productos inespecificos y puede liegar a generar
dimeros o muitimeros, que son fragmentos de DNA que se forman cuando alguno de los
oligonucledtidos es amplificado sobre el otro por la enzima. De lo contrario, si la
concentracion de oligonucledtidos es baja, ocasiona un bajo rendimiento en el nimero de

copias amplificadas. 8354

Para obtener optimos resultados, los oligonucledtidos requieren ser purificados
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o purificacion a través de geles. Los
oligonucledtidos deben almacenarse a -20 °C, la duracién de los oligonucledtidos es de 6
meses cuando se guarda en estado liquido y de 12 a 24 meses cuando esta liofilizado.52€3

En el caso de rotavirus, los oligonucledtidos especificos de grupo y serotipo para
e! gen 9 (o gen 8), el cual codifica para la proteina VP7, fueron sintetizados a partir de las
cadenas de RNA molde. Los oligonucledtidos Beg-9/End-9, los cuales son de 28 y 27
nucleétidos de longitud respectivamente se seleccionaron para amplificar el gen 9 (o gen 8),
de cualquier cepa de rotavirus del grupo A. Los seis oligonucledtidos serotipo especifico,
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contienen de 19 a 25 nucledtidos y se sintetizaron empleando las regiones variables
correspondientes a cada serotipo, todas estas secuencias caen dentro del segmento
amplificado para el grupo A de rotavirus y en la figura 5 se observan el tamano de los
fragmentos amplificados.

DNA POLIMERASA.

La DNA polimerasa mas comunmente empleada es la Taq-polimerasa obtenida
de Termus aquaticus expresada en E.coli; su peso molecular es de 94 kDa. Existe otra
enzima recombinante purificada a partir de E. coli conocida como AmpliTaq. Estas enzimas
son termoestables y termoactivas, esto es, pueden soportar repetidas exposiciones de
temperaturas elevadas como la de desnaturalizacion de DNA (94 °C).

Para una reaccion de PCR se requiere de 1 a 2.5 U por cada 100 ul de volumen
de reaccién (usualmente 25 a 100 ul) Si la concentracion de enzima es alta se obtienen
productos inespecificos, y si la concentracion es baja entonces se obtiene una insuficiente
cantidad de producto amplificado. 52 53

La actividad éoptima de la enzima Taq-polimerasa es alrededor de 72°C y tiene la
ventaja de mantener su actividad, aun cuando se expone a cortos tiempos de temperatura
de desnaturalizacién del DNA (90 a 95 °C). E! tiempo de vida media de esta enzima es de
45 min. a 95 °C. Tiempos prolongados a temperatura de 96°C, causan inactivaciéon de la
enzima. Hoy en dia se sabe que esta enzima tiene una cinética de 35 a 150 nucledtidos por
segundo a 72 °C, oseade 2a 4 Kb por minuto.

El intervalo de error de la enzima es la substitucion de 1 nucledtido por cada
150, 000 nucledtidos incorporados a la cadena de DNA .56

En la actualidad se cuenta con un fragmento de Tag-polimerasa (producido por
una recombinante de E. colf), del cua! fue suprimida la region N-terminal, a este fragmento
se le conoce como Stoffel y tiene la propiedad de ser dos veces mas termoestable, muestra
una actividad ¢optima sobre un amplio rango de concentracidon de magnesio (2 a 10 mM) y
carece de actividad exonucleasa en direccién & ~—— 3’ en comparacion con la Tag-
polimerasa completa. Asi, cuando se usa el fragmento Stoffel puede aumentarse la
temperatura de desnaturalizacion principalmente cuando la secuencia es rica en G+C o
contiene complejas estructuras secundarias.

Es importante mencionar que el éxito de los resultados depende de varios
factores, uno de los mas importantes, es optimizar la concentracidon de iones magnesio por
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cada reaccion de amplificacidon para tener una maxima actividad de la enzima Taq-
polimerasa.s3

El DNA molde y el oligonucledtido alineado a éste, con un extremo libre 3’ hidroxil
sirve de sustrato a dicha enzima.s8

Reaccion:
Taq DNA polimerasa
DNAOH DNA-(pdN)nh + nPPi
dATP, dTTP, dGTP,
Mg++

Otras enzimas termoestables de diferente origen son: T. termophilus empleada
ampliamente en la deteccidn de expresion de genes de es potencialmente mas resistente a
sustancias inhibidoras de Tag-polimerasa. La Termococcus litoralis (Vent), tiene una
actividad nucleasa de 3' —= 5' y se emplea generalmente para amplificaciones de
correccion, es altamente termoestable y se utiliza mucho en secuenciacién de DNA. Una
enzima DNA polimerasa termoestable de origen Pyrocuccus furiosus (Pfu), tiene actividad
exonucleasa 5 —e 3'y 3— &', tiene una excelente termoestabilidad 95 °C y posee 12
veces mas baja la frecuencia de una incorporacién erronea que la Tag-polimerasa.®®

TRANSCRIPTASA REVERSA

La enzima transcriptasa reversa es una DNA polimerasa util en la catalizacion de
sintesis de DNA a partir de RNA. Existen tres formas comerciaimente disponibles: una es
purificada a partir del virus de la mieloblastosis aviar (VMA), la otra es aislada del virus de
la leucemia murina moloney (VLM-Mo) y la tercera es obtenida de! virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1) . Estas enzimas carecen de actividad exonucleasa 3'
5'. El rango de polimerizacidén de la enzima es de 5 bases por segundo y su funcién es la
retrotranscripcion del RNA a cDNA, antes de la amplificacion .58-57.58

Reaccion:
Transcriptasa reversa
RNAOH DNA-(pdN)n + nPPi
Mg+2
dATP, dTTP, dGTP, dCTP
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A).- ENZIMA DEL VIRUS DE LA MIELOBLASTOSIS AVIAR (RT-VMA)

- Enzima que consiste en dos cadenas polipeptidicas que presentan una eficiente

actividad polimerasa y una alta actividad RNAsa H, o sea que degrada al RNA
cuando este se encuentra apareado con DNA (hibrido).

- Su tamarnio es de 94 kDa (wu-subunidad), y 62 kDa (3 -subunidad).

- Posee una vida media mayor de una hora a 42° C en presencia de Mg-2 o Mn-2

y de detergentes no idnicos, asi como de compuestos de sulfidrilo para dar
mayor estabilidad a la enzima cuando trabaja in vitro.

- Se ha asociado con una actividad endonucleasa para DNA.

- La actividad de la enzima puede ser inhibida por contaminacion con otros RNAs
{por ejemplo RNAr o RNAt). -

- La actividad optima de la enzima es a 42°C (temperatura corporal de los pollos)
y a pH de 8.3.

- La enzima es mas eficiente para RNA ricos en estructuras secundarias que
otras transcriptasas reversas.

B). ENZIMA DEL VIRUS DE LA LEUCEMIA MURINA MOLONEY (RT-VLM-Mo)

- Su estructura consiste en una sola cadena polipeptidica de actividad polimerasa
y una débil actividad RNAsa H; siendo asi una ventaja cuando se intenta sintetizar cDNA a

partir de un RNAmM muy grande. Ei hibrido formado entre el oligonucledtido y la cadena
molde de RNAmM son el sustrato de la RNAsa H. Asi al inicio de 1a sintesis de DNA existe
una competencia entre la degradacion de la cadena molde de RNAmM y ia iniciacion de
sintesis de DNA.

- £t peso molecular de la estructura es de 80 kDa.

- La vida media de la enzima VLM-Mo es aproximadamente de 15 minutos dentro

de {as condiciones de reaccion, (regquiere 4 a 10 veces mas de enzima que ia
de VMA para lievar a cabo la sintesis).

- Es capaz de sintetizar un alto porcentaje de productos de amplificacion.
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- La inhibicién por presencia de otros RNAs, es menor a la de la enzima VMA.
-La actividad maxima de la enzima VLM-Mo es de 38 a 40°C a pH de 7.6.

C) ENZIMA TRANSCRIPTASA REVERSA DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
ADQUIRIDA (RT-HIV-1)

Esta enzima se presenta en las particulas virales de dos formas, !a proteina de
51 kDa y 61 kDa, ambas unidas presentan una actividad enzimatica de RNAsa H con un
peso mplecular entre 120 y 130 kDa. Esta enzima se utiliza en estudios de biologia
molecular y celular como referencia en la deteccion de la replicacion del virus.

Actualmente existe una enzima mas eficiente para llevar a cabo la
retrotranscripcion de RNA a cDNA, conocida como la_Supertranscriptasa reversa RT, cuyo
origen es derivada de! VLM-Mo y carece de actividad RNAsa H, por lo que se obtienen
rendimientos mayores del 50% en la sintesis de cDNA en comparacion con otras
transcriptasas. Posee una termoestabilidad mayor a las anteriormente mencionadas.>¢

DESOXINUCLEOTIDOS

Los dNTPs son precursores necesarios en la sintesis de DNA. La enzima Taqg-
polimerasa se encarga de incorporar las bases necesarias cuando se lleva cabo la
extension de los oligonucledtidos. La concentracion 6ptima para la reaccion de PCR es de
20 a 200 uM de cada desoxinucleétido si se desea lograr una alta especificidad y fidelidad.
Los cuatro dNTPs (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) deben emplearse en condiciones
equivalentes para minimizar errores por una mala incorporacion de alguno de ellos. Aunque
la reaccién de PCR requiere de un exceso de dNTPs, una concentracion mayor de 50mM
del total de dNTPs en PCR inhibe la actividad de Taqg-polimerasa. De lo contrario, si la
concentracion de dNTPs es baja, se lograria un rendimiento bajo de producto amplificado. &

Tedricamente 20 uM de cada dNTP en una mezcla de reaccion de 100ul es
suficiente para sintetizar 2 ug de una secuencia de 400 pares de bases. 5863

IONES MAGNESIO

L.a presencia de cofactores como iones magnesio son necesarios en la actividad
enzimatica. La concentracion de iones magnesio llega a afectar el alineamiento de los
oligonucledtidos, disminuyendo la eficiencia de la reaccion de amplificacion. La
concentracion promedio para la reaccion es de 0.5 a 2.5; para aumentar la sensibilidad y
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rendimiento de producto amplificado se varian las concentraciones de MgCl; en un rango
de 1.5 a4 mM.83

La presencia de EDTA u otros agentes quelantes en la reaccién puede interferir
con los iones magnesio. La concentracidn optima de cada oligonuciedtido debe ser
determinada antes de hacer PCR trabajando con diferentes concentraciones de magnesio
para aumentar el rendimiento en el producto de amplificacion. 5853

SOLUCION REGULADORA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se han publicado varias formulaciones de soluciones reguladoras, sin embargo
son similares a las que describe Saiki y colaboradores en 1988. Esta se compone de Tris
10 mM pH 8.4, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl2, 0.01% de gelatina y 0.01% de Tween 20.
& | os detergentes son esenciales para la maxima actividad de la enzima,; es posible variar
la concentracion de sales (por ejemplo reducir o eliminar el KCl), y se sabe que a una
concentracion alta de magnesio, los oligonucledtidos son mas eficientes en la reaccion.
Ademas parece existir una interaccion estequiomeétrica entre los dNTPs y el magnesio. Asi,
elevadas concentraciones de dNTPs atrapan los iones magnesio y por lo tanto reducen la
concentracién de magnesio disponible en la actividad enzimatica . 52-53

La gelatina o albumina de suero bovino, (100 ug/ml} y detergentes no ionicos
como el Tween 20 se emplean para la estabilidad de la Tag DNA-polimerasa cuando se

diluye la enzima por abajo de 1 U/100 ul.&?

COSOLVENTES

Algunas ocasiones la cadena de DNA molde en la amplificacion de PCR, no es

desnaturalizada completamente por la presencia de un alto contenido de G+C y por lo tanto,
los oligonucledtidos no pueden alinearse a la regién de la cadena molde cuando se forman
estructuras secundarias. Los cosolventes utilizados en PCR tales como DMSO del 1 al 10%
o glicerol del 5 a 20%, pueden incrementar la eficiencia de DNA amplificado por PCR. La
presencia de cosolventes en la reaccion de PCR ayuda en la amplificacion de fragmentos

muy grandes de DNA (aproximadamente 2.5 Kb). 5863

ACEITE MINERAL..

Una capa de 80 a 100 ul de aceite mineral sobre la mezcla de reaccion previene
la evaporizacion y alcanza con mayor rapidez la temperatura de desnaturalizacion.



La capa de aceite mantiene una alta estabilidad en la reaccidon al evitar la
vaporizacion, asi que la concentracion de sales en la mezcla de reaccion se mantiene
constante; la utilizacion de una capa de aceite mineral liega a incrementar el rendimiento
en el producto de amplificacién hasta 5 veces mas.

Alternativamente, una cera (Ampliwax) se emplea para mantener temperaturas
precisas dentro de la mezcla de reaccidn, por lo tanto aumenta la especificidad de ésta
metodologia. En algunos termocicladores como el Perkin-Elmer 9600, tiene una cubierta
caliente en la superficie que evita la condensacién de los tubos, por 1o que la capa de aceite
o cera puede omitirse.53

1.3.5 CONDICIONES DE REACCION.

La PCR involucra repetidos ciclos que constan de una temperatura alta para
separar las cadenas de DNA, una temperatura baja para la hibridacién del oligonucledtido a

la cadena molde de DNA y una temperatura intermedia para la extensiéon del
oligonucledtido. Fig. 1.5.
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Fig. 1.5 Representacion grifica del ciclo de PCR, que ilustra los tiempos de
transicién desnaturalizacién (d), alineamiento (a) y extension (e).

Temperaturas inadecuadas durante el proceso de la amplificacion de PCR,
alteran la especificidad o eficiencia de la reaccidn. Temperaturas menores a la 6ptima en el
alineamiento del oligonucledtido dan origen a productos inespecificos. Por otro lado
temperaturas mayores impide que estos se asocien a la cadena molde de DNA
produciendo una amplificacion nula.s?



TEMPERATURA

Las temperaturas requeridas para PCR son criticas, asi que es importante el uso
de termocicladores, los cuales permiten automatizar ciclos consecutivos de temperaturas de
acuerdo a un programa que debe estandarizarse correctamente. El uso de algunos
termocicladores emplean una serie de bafos de agua caliente, sin embargo otros usan
bloques metalicos de calentamiento. Comunmente de 24 a 96 reacciones pueden
efectuarse simultaneamente; es necesario que un termociclador proporcione calentamiento
y enfriamiento uniformes en todas las reacciones. Un termociclador debe ser exacto y
reproducible, debe permitir cambiar de una a otra temperatura dentro de un corto tiempo y

debe ser facil de programar. 57
TEMPERATURA PARA LA DESNATURALIZACION DEL DNA

La desnaturalizacion de la secuencia molde de DNA es realizada de 94 a 95°C
por io menos durante 3 minutos antes del primer ciclo de PCR para garantizar una
separacidén completa de las cadenas de DNA, continuando en cada ciclo a esta misma
temperatura durante 30 a 60 segundos. La seleccion de la temperatura y tiempo de
extension depende del tamafno y contenido de bases G+C en la cadena molde de DNA. Asi,
una temperatura baja puede ocasionar una incompleta desnaturalizacion y por ende un
fracaso en el numero de copias amplificadas; mientras que una temperatura de
desnaturalizacién superior a la antes mencionada puede ocasionar una pérdida en la

actividad de la enzima Taqg-polimerasa.s263
TEMPERATURA DE ALINEAMIENTO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

La temperatura de alineamiento depende de la composicion de bases, extensidon
y concentracion de los oligonucledtidos en la amplificacion. La temperatura ideal de
alineamiento es generalmente de 7 a 5°C por abajo de la Tm real de los oligonucledtidos,
esta generalmente es de 55 a 72°C.83

Una estricta temperatura de alineamiento, especialmente durante los primeros
ciclos, ayuda a incrementar la especificidad de la reaccion. Si la temperatura de
alineamiento es menor a la optima, se observara frecuentemente la formacion de
fragmentos inespecificos en la amplificacion del DNA.52

TEMPERATURA DE EXTENSION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

Esta temperatura depende de la extension de la secuencia que se desea
como de la temperatura usada para la reaccion de amplificacion.

amplificar, asi
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Comunmente los oligonucledtidos se extienden a 72°C, por ser la temperatura éptima de la
enzima Tag-polimerasa.

El uso de la temperatura de extension, con una alta concentracion de dNTPs,
favorece la extension de los iniciadores por la adicion de nucledtidos a la cadena molde,
siendo posible desarrollar una amplificacion con sélo dos temperaturas cuando la secuencia
que se amplifica es corta (hasta 300 pares de bases). Cuando se emplea e! PCR con sdlo
dos temperaturas es un procedimiento mas rapido. 233

En general, se requieren 20 segundos de extension para amplificar fragmentos
cortos como de 500 pb y 40 segundos para fragmentos hasta de 1.2Kb, sin embargo. el
tiempo puede variar, la Tag-polimerasa puede adicionar hasta 60 bases por segundo a
72°C. La combinacion de un periodo grande de extension con agentes tales como gelatina o
albamina de suero bovino en la solucion reguladora de la reaccion son importantes para
una amplia actividad y estabilidad de la enzima Tag-polimerasa.&*

NUMERO DE CICLOS EN LA REACCION DE PCR

El numero de ciclos empleados en PCR, depende del tamafo de fragmento
amplificado y del numero de copias que se obtiene en la reaccion. Empero el exceso de
ciclos incrementa la cantidad y complejidad de productos inespecificos. De lo contrario,
pocos ciclos disminuyen el rendimiento de los productos de amplificacion. Al principio, la
cantidad de DNA molde y la sensibilidad del meétodo son factores criticos en la
determinacion del niumero de ciclos en la reaccidén. Tedricamente en 20 ciclos se producen
1 millén de copias a partir de un fragmento de DNA molde (2 <-); comunmente se emplean
de 30 a 40 ciclos por la baja eficiencia de la reaccion en algunos casos.

En una reaccion optima, menos de 10 copias de DNA molde pueden ser
amplificadas en menos de 40 ciclos y el producto de amplificacion es facilmente detectado
en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio .7 5+

1.3.6. METODOS DE EXTRACCION Y PURIFICACION DE RNA VIRAL.

Existen diferentes metodologias de extraccion de RNA comercialmente
disponibles, empero, muchos de estos métodos de extraccion impiden la amplificacion del
RNA de rotavirus por la inhibicidn de la actividad de las enzimas, sobre todo cuando se
trabaja a partir de materia fecal por la gran cantidad de sustancias inhibidoras presentes
después de la extraccion del genoma viral - tales como proteinas, lipidos, polisacaridos y
sustancias empleadas en la misma extraccion, aun obteniendo purezas altas (mayores del
85%), quedan muchas veces un gran numero de muestras sin tipificar por !a presencia de
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inhibores en la reaccion de amplificacidon. Ademas de muestras fecales en otros fluidos
biologicos existen sustancias degradativas del RNA o inhibidoras de Ia actividad enzimatica
que dificilmente puede ser removidas del RNA con los meétodos tradicionales de extraccion,
en tanto, el RNA es menos estable en solucidon que el DNA 52

1.3.6.1 METODOS DE EXTRACCION
PROTEINASA K

Es una endopeptidasa activa utilizada para la digestion general de proteinas,
activada en un rango de pH déptimo de 7.5 a 10.5; también puede ser estimulada por
agentes desnaturalizantes como dodesil sulfato de sodio (SDS) y urea. Es efectiva sobre
proteinas activas y puede utilizarse, por lo tanto, para la rapida inactivacion de
endonucleasas tales como RNAsas y DNAsas, permitiendo su utilizacién especialmente en
el aislamiento de RNA y DNA nativo.

Esta metodologia consiste en una digestion previa de las proteinas de la muestra
con proteinasa K en una concentracion de 100 ug/ml a 37°C durante 60 minutos, en una
solucion que contiene SDS, NaCl, EDTA y tris-HCL. Posteriormente el RNA es extraido con
fenol-cloroformo y precipitacion en etanol a -20 °C toda la noche. Algunos autores han
omitido el uso de proteinasa K y han utilizado so6lo la extraccion fenol-cloroformo en un
paso.5®

ISOTIOCIANATO DE GUANIDINA

Debido a la presencia de enzimas (RNAsas) que degradan el RNA, se han
utilizado métodos de extraccion que emplean agentes cautrépicos, como isotiocianato de
guanidina (ISTG) o hidrocioruro de guanidina (HDCG), pero el ISTG se ha empleado con
mayor frecuencia para la purificacion de DNA y RNA por su alto potencial en la inactivacion
de DNAsas y RNAsas, mientras que el HDCG a sido menos efectivo respecto a la inhibicion
de RNAsas. 6566

Algunas extracciones de RNA combinan isotiocianato de guanidina-fenol-
cloroformo; otros emplean el isotiocianato de guanidina y fenol caliente.57 Ambas
metodologias proporcionan un alto rendimiento de RNA integro, ademas de ser facil y
rapida.

La solucién de isotiocianato de guanidina comerciaimente se conoce como Trizol,

y tiene la caracteristica de ser una solucidon monofasica compuesta de fenol mas

isotiocianato de guanidina 4M. Dicho reactivo permite mantener el RNA intcgro en la fase
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acuosa cuando se realiza la extraccidén y finalmente se precipita con isopropanol;
permaneciendo en la fase organica DNA, proteinas y otros componentes celulares.s8

1.3.6.2. METODOS DE PURIFICACION DE RNA
PURIFICACION CON HIDROXIAPATITA

La hidroxiapatita son cristales de fosfato de calcio (Cas(POs):0H)2. la cual es
utilizada para la purificacion de proteinas, enzimas, acidos nucléicos, virus y otras
macromoléculas. La hidroxiapatita tiene propiedades unicas de separacion, versatilidad y
selectividad permitiendo junto con otras técnicas de extraccion, el aislamiento de
macromoléculas con una elevada pureza, en este caso RNA, aplicable en técnicas de
biologia molecular como PCR. Comunmente se utiliza cuando se realiza una extraccion a
partir de materia cruda obteniendo resultados muy satisfactorios. Tiene una escasa
capacidad de adsorcidn para sustancias de bajo peso molecular tales como nucledtidos,

sales y aminoacidos.

Los acidos nucléicos se unen a la hidroxiapatita debido a la interaccion entre los
grupos fosfato del polinucledtido al calcio en los cristales de hidroxiapatita, peroc esto
depende de la disposicion estérica de los grupos fosfato del acido nucléico al calcio, y se
ha observado mayor afinidad de los acidos nucléicos de cadena sencilla por la
hidroxiapatita que fos de doble cadena.ss

PURIFICACION CON CF-11

La enzima transcriptasa reversa, que convierte el RNA a DNA antes de la
reaccion de amplificacion del DNA, es susceptible a un gran nimero de sustancias que
interfieren en la reaccidén. La actividad inhibidora se presenta en casi el 50% de las
muestras clinicas y es una limitacién significativa en el niumero de muestras que se desean
tipificar por PCR. Algunos reportes indican hacer diluciones de extracto para evitar la
inhibicion de la reaccién, pero la sensibilidad de ésta metodologia también puede disminuir
por el correspondiente factor de dilucion. Debido a este problema se ha utilizado fibra de
celulosa CF-11, para purificar el RNA de rotavirus que permite aumentar el numero de
muestras tipificadas al eliminar completamente toda sustancia inhibidora de la reaccion. 5859

1.3.7. PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES DE LA TECNICA DE PCR.

Si bien hasta ahora la PCR se ha enfocado al diagndstico de enfermedades
virales principalmente, en la actualidad se esta trabajando en el desarrollo de métodos de
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diagnostico usando esta tecnologia en la deteccion tanto de RNA como DNA de diversos
microorganismos, incluyendo diferentes especies de bacterias, hongos y parasitos, por lo
que es de esperarse un gran avance en el diagnostico de enfermedades infecciosas en
general mediante la utilizacion del método de PCR. La alta sensibilidad de esta técnica ,
puede constituir también una de sus mas serias limitantes, ya que es posible amplificar
pequenas cantidades de DNA que puede estar presente como contaminante.”™

Por tal motivo es necesario contar con estrictas condiciones de trabajo para
evitar esta posibilidad. Otro factor limitante es la inadecuada seleccion de las secuencias
utilizadas como oligonucleodtidos. La pequena longitud de estos, aumenta el riesgo de
hibridizacion con otras especies de DNA que contengan secuencias con alto rango de
homologia, por tal motivo, es importante, ademas, descartar una probable similitud con
otras secuencias. La seleccion de los iniciadores con un alto porcentaje de guanina/citocina
(G/C), favorece la estabilidad del hibrido oligonucledtido-DNA y de esta manera permite
aumentar la temperatura de hibridacion en la reaccion de PCR, lo que disminuye las
posibilidades de uniones no especificas. Este factor es de particular importancia en el caso

de investigacion directa de muestras clinicas.

Una desventaja actual de la estrategia de amplificacion de secuencias (como la
utilizada en PCR) en comparacion con otros meétodos basados en el incremento de la senal
de deteccidén como son los sistemas de captura del DNA o RNA, radica en que estos son
cuantitativos, mientras que la técnica de PCR, hasta ahora, es una metodologia soio
cualitativa. Sin embargo, existen posibilidades razonables de desarrollo de métodos de
cuantificacién de productos de PCR. Otra alternativa consiste en la integracion de bases
fluorecentes o de enzimas acopladas covalentemente a los oligonucledtidos sintéticos
utilizdndose como iniciadores, de esta forma, el DNA obtenido mediante el método de PCR
podria ser cuantificado por técnicas fluorecentes o colorimétricas. Otra posibilidad seria una
combinacién de PCR con sistemas de captura del RNA y DNA con el fin de desarrollar

meétodos cuantitativos. 70



2.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Para la realizacibn de estudios de epidemiologia molecular y determinar la
importancia de los rotavirus como principales agentes virales productores de diarreas
agudas, es necesario la estandarizacion de técnicas de laboratorio, que nos permitan
trabajar de manera rapida y especifica en el diagnostico y tipificacion de estos agentes

virales.

Actualmente existen anticuerpos monoclonales serotipo especifico (VP7) a
rotavirus para la técnica de ELISA. Sin embargo, aun contando con una bateria de
antisueros disponibles, restan mas del 36 % de cepas virales sin identificar.

Alternativamente se cuenta con una técnica de biologia molecular PCR, de gran
utilidad en la tipificacion de rotavirus, mediante la utilizacion de oligonucledtidos especificos
para grupo y serotipo ademas de RNA viral extraido de muestras fecales sin importar la
viabilidad del virus o alteraciones en su morfologia. -

Por lo tanto, consideramos que dicha metodologia seria de gran importancia para
la tipificaciéon de rotavirus a partir del genoma viral, permitiéndonos conocer un panorama
general de la circulacion y distribucion de los serotipos de mayor frecuencia en el estado de
Tamaulipas (Cd. Victoria, Matamoros, Tampico, Reynosa, Mante y San Fernando), durante

un ano de estudio 1986-1997.




3.- OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizacion de la transcriptasa reversa acoplada a la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) para la tipificacion de rotavirus a partir de

materia fecal.
3. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Deteccidn de rotavirus por la técnica de rotaforesis como prueba
tamiz, en muestras diarreicas procedentes del Estado de Tamaulipas.

2.- Desarroliar un método rapido y sencillo de extraccion y purificaciéon
del RNA viral con CF-11 a partir de materia fecal util en la tipificacion de
rotavirus por RT-PCR.

3.- Comparar la técnica de extraccién fenol-cloroformo-ISTG con la de
purificacion con CF-11, necesaria en la estandarizacion de PCR.

4.- Determinacion de rotavirus del grupo A (RVHA) con
oligonucieétidos Beg-9/End-9.

5.- Determinacién de rotavirus del grupo C (RVHC) con
oligonucieédtidos C-1/C-3y C1-C4.

6.- Utilizacion de PCR para la tipificacion de rotavirus a serotipos 1, 2,
3, y 4 con oligonucledtidos serotipo especifico.

7 .- Aplicacion de la RT-PCR en el analisis epidemiologico de un brote
por rotavirus en el estado de Tamaulipas en 1995-1996.
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4.- HIPOTESIS

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa amplifica millones de veces
“in vitro™, una secuencia especifica del genoma (DNA), por lo tanto al estandarizar ésta
metodologia de biclogia molecular nos permitird tipificar de manera sencilla, rapida y
especifica, cepas de rotavirus a partir de una minima cantidad de particulas virales
presentes en la muestra clinica, sin importar la viabilidad del virus o alteraciones

morfologicas en el virion.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. MATERIAL

5.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para este trabajo se utilizaron 100 muestras clinicas; positivas a rotavirus del
Estado de Tamaulipas. Dichas muestras son representativas de un brote correspondiente al
periodo de 1995-1996: en las diferentes entidades que conforman dicho Estado (Cd.
Victoria, Tampico, Reynosa, Matamoros, Cd. Mante y San Fernando).

5.1.2. MATERIAL DE LABORATORIO

Pipetas Pasteur

Tubos de ensaye de 12x75

Pipetas graduadas de 1,2, 5, 10 y 25 ml
Vidrios (7.5x 6.5cm)

Separadores y peines de teflon

Pinzas, bulbos y perillas

Tubos eppenforf de 1.5 ml

Micropipetas Gilson de 0.5-20 ul, 20-200 ul
Puntas para pipetas (160 ul y hasta 1000 ul)
Cristaleria comun de Laboratorio

Tubos de reaccion para PCR Micro Amp de Perkin Eimer (0.2 mi y 0.5 ml)
Bano de -20°C Stratagene

Celda de cuarzo para espectrofotémetro

5.1.3 EQUIPO

Microcentrifuga con sistema de refrigeracion

Vortex GENIE-2 VWR

Camara horizontal para electroforesis

Camara de electroforesis MINI PROTEAN BIORAD

Camara de electroforesis Mini Sub DNA cell

Fuente de poder 200/2.00 BIORAD

SABAN (secador de acidos nucléicos a vacio RC 10.10 Jovan)
Espectrofotdmetro Gene Quant RNA/DNA Pharmacia

Termociclador Gene Amp System 2400 Perkin Eimer
Transiluminador UV Ultra-Lum UVB-20
Revco de -20°C American
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Refrigerador de 4°C American
Campana de Flujo Vertical
Balanza MJ-3000 Chyo

Camara fotografica POLAROID 57

5.1.4 REACTIVOS

Sol. A 5x (solucion de lisis)

Sol. B (fenol)

Sol. C 10x (agarosa 1% xilen-cianol)

Sol. D 10x (glicina)

Sol. E 10x (etanol-acido acético)

Sol. F 100x (nitrato de plata)

Sol. G 125x (formaldehido)

Sol. de hidroxido de sodio 3%

Sol. salina fisiolégica

Sol. H (acido acético)

Sol. de mondmeros (acrilamida-bis-acrilamida)
Tris pH 8.8

Persulfato de amonio 2%

Agarosa 1%

Tetrametilendiamina (TEMED)

Etano! absoluto

Cloroformo

Sol. de isotiocianato de guanidina (trizotl)
Agua DEPC

Acetato de amonio 5M

Buffer para PCR 10x

dNTPs (dATP, dCTP,dGTP, dTTP)
Inhibidor de RNAsas de placenta humana (RNAsin) 40 U/ul
Dimetil sulféxido (DMSO)

Transcriptasa reversa 25U/n! (Boehringer Manneheim)
Tag-polimerasa 5U/nl{Boehringer Manneheim)
Bromuro de etidio

Sol. de TBE 10x ( Acido borico, EDTA)
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5.1.5 OLIGONUCLEOTIDOS

Oligonucledtidos especificos del grupo A ( Beg9 y End 9)
Oligonucledtidos especificos de serotipo (aBT1, aCT2, aET3, aDT4 y RVG-9)
Oligonucledtidos especificos del grupo C (C-1,C-3 y C-4)

5 G1 G2 Ga G3 ar
e e ra 1062 b
- oy — =
= Z < <5 < -
<
End 9
RVG 9
> 1
Beg 9 1062 pb i
aBT1 749 pb
t —
_ aCT2 652 pb .
) T
Regidén variable aDT4 583 pb :
k —
| Iniciadores aET3 374 pb )
r 1

FIG. 5.1. ESQUEMA DEL GEN 9 (O GEN 8), EL CUAL CODIFICA PARA LA GLICOPROTEINA VP7, MOSTRANDO LA
LOCALIZACION DE LA REGION VARIABLE DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS Y EL TAMANO DE LOS
SEGMENTOS AMPLIFICADOS PARA GRUPO A.

5.2 METODOS
5.2.1 ROTAFORESIS

Rotaforesis es un kit de diagnéstico desarrollado por el Dr. Espejo y col.
(1982) en el cual se lieva a cabo la deteccion directa de RNA viral a partir de materia fecal,
mediante un corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida y posterior tincién con
nitrato de plata. Esta metodologia modificada en el Laboratorio de Rotavirus ha permitido
trabajar con pequefas cantidades de materia fecal.
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1).- Extraccidon de RNA viral a partir de materia fecal

A 300uL de heces se adicionaron 300! de sol A, 300l de sol B y 300l de

cloroformo; se mezcld homogéneamente y centrifugd a 7500 rpm durante 15
min. El sobrenadante se separd y guardo a 4°C hasta su uso.

2).- Preparacion del gel de poliacritamida al 5%

Se colocaron los separadores de teflon y el peine entre los vidrios, se sujetaron
con una pinza a cada lado y se seliaron las orillas de los vidrios con agarosa.

La preparacion del gel consistid en 1.32 mi de sol. de mondmeros, 2 ml de sol.

de Tris pH 8.8, 4.56 ml de agua destilada, 480 ul de persulfato de amonio y 10
* u! de TEMED.

Se procedio a llenar el espacio entre los vidrios y se esperd a |a polimerizacion.
Se retird el peine y secaron los pozos con papel absorbente.

3).- Electroforesis

A 80 ul de la extraccion de RNA se adiciond una gota de sol. C. Se colocé la

muestra en los pozos del gel y esperd a que solidificara. Posteriormente se hizd

un corrimiento electroforético a 100 volts por 2 horas aproximadamente en 250
ml! de sol. D (1X).

4).- Tincidon de geles de poliacrilamida

Se retird el gel de los vidrios, se realizdé un pequerio corte en la parte inferior de
primer carril, se fijé en sol. E (1X) durante 30 min; se procedid a la tincidén con
sol. F. Posteriormente se revelo con la sol. G hasta la observaciéon de las bandas

del carril de la muestra y control positivo (primer carril), finaimente se detuvo la
reaccidn con solucion de acido acético al 1%.

5).- Interpretacion de jos resultados

La muestra colocada en cada uno de los carriles del gel fue comparada con el

control positivo y se verificaron las once bandas del genoma caracteristico de
rotavirus.
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5.2.2 PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA AL 10%

Esta metodologia presenta el mismo fundamento que la rotaforesis. Las
condiciones en la metodologia fueron las mismas, solo que en esta técnica se utilizdé una
camara de electroforesis vertica! (BIORAD). La electroforesis se llevd a cabo a 100 volts
durante 14 horas.

La finalidad de esta metodologia es el analisis de! perfiles electroforéticos de las
cepas de rotavirus.

5.2.3 TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR)

Es una técnica de biologia molecular *in vitro” que consiste en la
retrotranscripcion de RNA a cDNA mediante |3 trancriptasa reversa y posterior amplificacion
de secuencias caracteristicas de grupos A, B y C, y serotipos mediante oligonucleotidos
especificos que hibridizan las cadenas de DNA expuestas y luego son amplificadas por la
Tag-polimerasa.

5.2.3.1 EXTRACCION DE RNA VIRAL A PARTIR DE MATERIA FECAL
EXTRACCION FENOL-CLOROFORMO-ISOTIOCIANATO DE GUANIDINA

1.- Se colocaron 200 unl de materia fecal en un tubo eppendorf,
se adicionaron 200 p! de sol. Ay 200 ul de trizol. Se agitd vigorosamente y se

se centrifugd a 10, 000 rpm/10 min.

2.- Posteriormente se realizo la extraccion del RNA con fenol-cloroformo 1:1. Se
centrifugd a 10, 000 rpm/10 min.

3.- El RNA se precipitd con 2.5 volumenes de etanol absoluto frio en presencia
de 40 ul de acetato de amonio 5M a -70°C durante 24 horas.

4.- El botdn de RNA se lavé con 500 1l de etanol al 70 %, se centrifugd a 8,000
rpm/5Smin/4°C.

5.-EI genoma viral fue secado en un sistema de vacio (SABAN) a 5, 000 rpm
por 30 min y se almaceno a -20°C hasta su uso.
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6.- Se resuspendio el RNA viral en 15 nl de agua DEPC hasta su utilizacion.
7.- EI RNA se verifico en PAGE al 5%. empleando 2 il de la extraccion.

PURIFICACION DE RNA CON CF-11

1.- Se colocaron 200 1l de materia fecal en un tubo eppendorf, se adicionaron

200 i de sol. A y 200 ul de trizol. Se agitd vigorosamente y se centrifugd a
10,000 rpm/10 min.

2.- Posteriormente se realizd la extraccion del RNA con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico 24:24:1. Se centrifugd a 10,000 rpm/10 min.

3.- A la fase acuosa se adiciond 30 mg de CF-11 y se mantuvo mezclando 24
hrs. a 4 °C. .

4.- La muestra se centrifugé a 13,000 rpmv/ 1 min, el sobrenadante se decantd y

la CF-11 se lavo 3 veces con STE (0.1 M NaCl, 0.001 M EDTA, 0.05 M de tris-

HCI1, pH 7.0). que contiene 60 % de etanol (vol/vol).

5.- En seguida el RNA se eluyé de la CF-11 con 30 nl de agua DEPC, a
56°C/5min.

6.- La extraccion de RNA se verificd en PAGE al § %.

5.2.3.2. CUANTIFICACION DE RNA VIRAL

El espectrofotometro se calibré con agua destilada y estéril. La cuantificacion se
levo a cabo en una microcelda de cuarzo colocando 2 pl de la extraccion en 98 pi de agua
destilada. Posteriormente se determindé a 260 y 280 nm ia lectura de la concentracién de

RNA. la pureza y la presencia de proteinas contaminantes en la muestra.

La concentracion del RNA de rotavirus en pg/jl se determind con la siguiente

‘ormula
[RNA] = Abs 260 X 40 X 50
1000
Jonde

+ factor es 40 para lecturas de DNA de cadena sencilla.
50 es e! factor de la dilucion.
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5.2.3.3 PRIMERA AMPLIFICACION DE dsRNA
DETERMINACION DE GRUPO A DE ROTAVIRUS

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de 50 pl. La
preparacion de la mezcla de reaccién se realizé en un bafo de hielo a -20°C.

La primera mezcla de reaccion consistio en buffer 10X(Tris 10mM pH 8.3, KCI 40
mM, MgCl; 1.5mM), dNTPs 0.2 mM de cada nucleotido, RNAsin 8U, oligonucledtidos
especificos del grupo A (Beg-9 y End-9 0.1 uM); en un volumen suficiente de agua DEPC.
Se adicionaron las enzimas a la mezcla de reaccidon 12.5 U de transcriptasa reversay 2.0 U
de Taqg-polimerasa, se homogenizé. Cuando se trabajoé con varias muestras esta mezcla se
calculd y dividio entre el nimero de muestras.

‘' Por otra parte, 5ul de RNA se desnaturalizé a 97°C/5 min en presencia de 7% de
DMSO y rapidamente se enfrid en etanol a -20°C/5 min. Posteriormente se adiciond la
mezcia de reaccidén para un volumen total de 50 ul y se colocaron los tubos en el
termociclador con el siguiente programa: 20 min a 50°C, 3 min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a
94°C, 2 min a 47°C, 40 seg a 72°C aumentando 3 seg por ciclo, luego 7 min a 72°C

finalmente 4°C.

5.2.3.4. SEGUNDA AMPLIFICACION DE dsDNA
DETERMINACION DE SEROTIPO DE ROTAVIRUS GRUPO A
En esta reaccion se empled el producto de la primera amplificacion.

La segunda mezcla de reaccidon consistio en el mismo buffer 10X, 0.2 mM de
cada dNTP, 0.05 uM de cada oligonucledtido serotipo especifico ( aBT1, aCT2, aET3,
aDT4 junto con RVG-9); 1.5 U de Tag-polimerasa en un volumen suficiente de agua DEPC.

A 5 nl de producto de la primera reaccion (dsDNA) fue previamente
desnaturalizado a 97°C/ 5 min en presencia de 7% de DMSO, se adicionaron 45 ul de la
mezcla de reaccion, se homogenizd y se colocaron los tubos en el termociclador con el
siguiente programa: 5 min a 97 °C, 30 ciclos de: 30 seg a 94°C, 2 min a 47°C, 1 min a 72°C,
luego 7 min a 72°C, finalmente 4°C.



5.2.3.5. DETERMINACION DE GRUPO C DE ROTAVIRUS

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de 50 ul. La
mezcla de reaccion se realizd en un bafo de hielo a -20°C.

La primera mezcla de reaccion consistio en buffer 10X(Tris 10mM pH 8.3, KCI 40
mM, MgCix 1.5mM), dNTPs 0.2 M de cada nucleotido, RNAsin 8U, oligonucleétidos
especificos del grupo C (C-1 y C-4 0.05uM ); en un volumen suficiente de agua DEPC. Se
adicionaron las enzimas a la mezcla de reaccion 12.5 U de transcriptasa reversa y 2.0 U
de Tag-polimerasa, se homogenizd. Cuando se trabajo con varias muestras esta mezcla se
calculo y dividio entre el numero de muestras.

Se utilizaron 5ul de RNA que fue desnaturalizado a 97°C/5 min en presencia de
7% de DMSO y rapidamente se enfrid en etanol a -20°C/5 min. Posteriormente se adiciond
la mezcla de reaccién hasta un volumen total de 50 ul y se colocaron los tubos en el
termociclador con el siguiente programa: 20 min a 50°C, 3 min a 94°C, 30 ciclos de: 30 seg
a 94°C, 2 min a 47°C, 40 seg a 72°C aumentando 3 seg por ciclo, luego 7 min a 72°C,
finalmente 4°C.

La comprobacion de grupo C se determind mediante PCR anidado empleando
las mismas condiciones de reaccion anteriores, a excepcion de los oligonucledtidos que
fueron (C1/C3).

5.2.3.6 OBSERVACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS EN GELES
DE AGAROSA

Los productos de las amplificaciones se verificaron en geles de agarosa al 2%
que contenia 0.5 ug de bromuro de etidio por ml. En el primer pozo del gel se colocaron 2
ul de marcador $X-174 digerido en Hind !l con el propdsito de visualizar el tamano de los
segmentos de las amplificaciones. Se colocaron 10 ul de los productos amplificados en
cada uno de los pozos del gel y se realizd la electroforesis en buffer TBE (0.089M de TRIS,
0.089 M de acido bdrico y 2mM de EDTA pH 8 ); a 120 V durante una hora.

Finalmente se observd el gel en el transiluminador y se tomé fotografia con
camara Polaroid 57, utilizando pelicula 667 con tiempo de exposicion de 1 segundo y una
apertura de! diafragma entre 8 y 11.



5.2.3.7 ANALISIS DE AMPLIFICACION DE SEGMENTOS

Se verificd el tamano de los segmentos amplificados tanto para grupo como para
serotipo, comparandolos con e| marcador de peso molecular $X-174 que va de 72 a 1353
pb.

SEGMENTO TAMANO
(pares de
bases)
It Grupo A 1062
Serotipo 1 749
Serotipo 2 652
Serotipo 3 374
Serotipo 4 583
Grupo C 356
Comprobacion de grupo C 327
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6. RESULTADOS

Se analizaron 100 muestras positivas a rotavirus en niflos con gastroenteritis
aguda menores de 5 afos procedentes del Estado de Tamaulipas (Cd. Victoria, Matamoros,
Tampico, Reynosa, Mante y San Fernando ), durante el periodo de 1995-1896. La
metodologia que se utilizé para el diagnostico de rotavirus fue rotaforesis, la cual mostro
claramente el perfil genomico de 11 fragmentos de RNA, caracteristico de los rotavirus.

En este trabajo se compararon dos metodologias de extraccion de RNA viral a
partir de muestras clinicas, una con fenol-cloroformo-1STG, {a cual generalmente es
realizada en estudios de este tipo y otra de extraccidon y purificacion de RNA con fibra de
celulosa 11 (CF-11). Esta udltima metodologia fue necesaria para aquellas muestras que no
se amplificaron en la primera reaccion de RT-PCR mediante la extraccion fenol-cloroformo-
1ISTG. En ambas metodologias de extraccion y purificacién de RNA viral se determind ta
presencia del RNA en geles de poliacriiamida al 5% tefidos con nitrato de plata,
observandose mayor nitidez en el perfii electroforético mediante la técnica de CF-11, a
diferencia de ia extraccion con fenol-cloroformo-1STG, donde el genoma viral muestra un
fondo menos limpio, 10 que significa la presencia de sustancias inhibidoras que interfieren
de manera importante en {a retrotranscripcion. Fig. 6.1

Posteriormente, se determind

la concentracidon de RNA virat en ambas
metodologias mediante un espectrofotometro para acidos nucléicos, los resultados
mostraron que con la metodologia fenol-cloroformo-ISTG se obtiene mayor concentracion
de RNA (683 ng/ul). Asimismo la presencia de proteinas (0-0.2 ng/ml) y una pureza de {58-
86%); la cual no fue suficiente para realizar la amplificacion en la mayoria de las muestras,
mientras que con {a purificacion con CF-11 se logrd obtener una menor concentracion de
RNA (308 ng/ul) y ausencia de proteinas, las cuales son inhibidores comunes de la RT-
PCR ademas de obtener una pureza mayor (88 a 100%). Esta metodologia nos permitid

determinar el grupo y serotipo cuando en las mismas, no fue posible tipificarlas por ia
metodotologia convencional con fenoi-cloroformo-1STG. Tabla 6.1

La previa estandarizacion de extraccion y purificacion de RNA viral nos permitid
conocer las condiciones adecuadas para la transcripcidon reversa acoplada a la reaccion en
cadena de la polimerasa.

Por otra parte, fue determinante en la optimizacion de la PCR la concentracion
de RNA viral a partir de muestras clinicas. Para elio se ensayd un ampiio intervalo de

concentraciones de RNA para la primera amplificacién y determinar ia cantidad optima del
RNA molde en {a reaccion. Los resultados mostraron que ia mejor amplificacion se realizd
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cuando se utilizaron de 5 a 500 ng de RNA total, lo que corresponde a 250 pg - 25 ng de!
RNA del gen 9 equivalente al 5% de! RNA del genoma total de rotavirus aproximadamente.
En conclusidon, concentraciones menores de 1 ng no fueron suficientes para una buena
amplificacion, mientras que, concentraciones mayores de 1000 ng inhibieron Ia reaccion

enzimatica. Fig. 6.2

PRIMERA REACCION DE AMPLIFICACION DE PCR (dsRNA-cDNA). Para la primera
amplificacion se realizaron en el mismo tubo de reaccidn la transcripcion reversa y la
amplificacion por PCR utilizando la misma solucidon reguladora para ambas reacciones.
Asimismo, se requiric de la presencia de Mg2- 1.5 mM para la actividad éptima tanto para
la transcriptasa reversa como de la Tag-polimerasa Fig. 6.3. Por otra parte se requirid 5 pul
de la extraccion de RNA total necesaria para la amplificacion observandose un fragmento
nitido de 1062 pb caracteristico del grupo A de rotavirus.

Cabe sefnalar, que en esta reaccion se adicioné DMSO a una concentracion final
del 7% misma que permiti® una compieta desnaturalizacién del genoma y una menor
cantidad de RNA moide en la amplificacion logrando obtener una mayor sensibilidad de la

tecnica. Fig. 6.3.

De un total de 100 muestras analizadas en la determinacion de grupo; 100
(100%) amplificaron un producto de 1062 pb correspondiente al grupo A de rotavirus. Fig.
6.4. Por otra parte, se estandarizé la RT-PCR para la determinacion de RVHC en 7
muestras las cuales amplificaron un producto de 356 pb, perteneciente al grupo C de

rotavirus. Fig. 6. § y Grafica 6.1

SEGUNDA REACCION DE AMPLIFICACION DE PCR. (cDNA-dsDNA). Esta
metodologia se realizd para la serotipificacion a VP7 de rotavirus a los serotipos 1,2,3,4, de
rotavirus del grupo A. Para ello se requirio de una mezcla de reaccidon con los cuatro
ohgonucledtidos -aBT1, aCT2, aET3 y aDT4- los cuales fueron adicionados a la mezcla de
reaccron con el oligonucledtido comin RVG-9, en la reaccidon de amplificacion; demostrando
un ahneamiento especifico de los oligonucledtidos al DNA blanco correspondiente al
serotipo y observandose fragmentos de diferente peso molecular que van de 374-749 pb
correspondientes a cada uno de los serotipos.Fig.6.6

Los resultados mostraron que de 100 muestras positivas al grupo A, 45 (45%)
‘aeron serotipo 1, 15 (15. %) a serotipo 2, 35 (35%) al serotipo 3 y 5 (5%) no pudieron ser
+ofzadas a ningun serotipo. Cabe senalar que ninguna de las muestras en estudio
correspondio al serotipo 4.Grafica 6.2.
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ANALISIS DEL BROTE POR ROTAVIRUS EN TAMAULIPAS. De un total 259
muestras clinicas de nifios con gastroenteritis aguda enviadas al INDRE durante e! brote,
solo 194 (74.9%) fueron positivas a rotavirus por la técnica de rotaforesis y 65 (25.09%)
negativas. Por otra parte, se observo que en Cd. Victoria 26.27%, Matamoros 20.74%
Tampico 16.86% se presentaron el mayor namero de infecciones por rotavirus a diferencia
de lo que acontecié en las entidades de Reynosa, San Fernando y Cd. Mante donde se
registraron el menor numero de infecciones por este agente viral.

Et! analisis de electroferotipos mediante PAGE al 10%, reveld que de las 194
muestras positivas a rotavirus se encontréo el 72 % electroferotipos “largos™ y el 28%
electroferotipos “cortos”™. En este mismo estudio se determind la presencia de
electroferotipos “supercortos”™ y “superlargos”, los cuales han sido reponados en otros
trabajos de epidemiologia de rotavirus, sefialando de manera importante la presencia de
estos electroferotipos. En este estudio se resalta la gran diversidad de electroferotipos que
se encontraron durante el brote y la alta frecuencia del serotipo 2 a diferencia de o que se
reporta en otros trabajos, hace inferir que la circulacion de los diferentes serotipos y
electroferotipos en una misma entidad geografica permitid que se presentara un brote
diarreico por rotavirus de gran magnitud y severidad . Fig.6.7

Las manifestaciones clinicas mas importantes que caracterizaron la infeccién por
rotavirus se determinaron mediante las Encuestas Centinelas de Diarreas de la Secretaria
de Salubridad que se registraron en el momento de la toma de muestra. En este periodo los
pacientes presentaron diarrea aguda (100%), vamito (78.71%). fiebre de 37-39°C (59.21%)
y deshidratacion (51.97%) asi como algunas otras manifestaciones clinicas tales como
shock hipovolémico (7.85%), nauseas (6.27%) y dolor abdominal (5.88%) en un menor
numero de pacientes.

Por otra parte, el grupo de edad mas afectado en la infeccion por rotavirus se
presentd en los nifos de 7-12 meses de edad (50.67%) de 0-6 meses (25.0%). 19-24
meses (12.83%), de 13-18 meses (3.45%) y mayor de 24 meses 2%.

En el periodo de estudio, el serotipo que mas predomind fue el G1 (45%),
seguido del G3 (35%) y G2 (15%) sin reportar en este brote el serotipo 4. Los serotipos que
se determinaron en cada una de las entidades en orden de frecuencia fueron las siguientes:
en Cd. Victoria G1, G3, y G2; en Tampico G3, G1 y G2; en Matamoros G1, G3 yG2, en
Reynosa predominaron G1 y G3. Grafica 6.3.Tabla 6.1 y Figura 6.8
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A. Fenol-cloroformo-ISTG 8. CF-11

FIG 61 A GIt DE POLIACRIAMIDA At 10% 1€ NIDO CON AgNO,, CARRITES 14 EXTRACTO DE
RNA VIRAL UTILIZANDO FENOL CLOROt ORMO-ISTG, B GEl D POLIACRHAMIDA AL 10% TENIDO CON AgNO,,

CARRILES 1 4 EXTRACITO DE RNA VIRAL UTILIZANDO CE 11
Concentracion de Presencia de
Método RNA ng/ul % Pureza Proteinas ng/mi
Extraccion
fen/clor1ISTG 683 58-86 0-0.2
Purificacion CF-11 309 88-100 o

TABLA 6.1 CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE PUREZA DEL RNA VIRAL

IR
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FIG 6.2. GEL DE AGAROSA AL 2% TENIDO CON BROMURO DE ETIDIO. DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION OPTIMA DE RNA PARA LA PRIMERA AMPLIFICACION. EL RANGO DE CONCENTRACION DEL
GENOMA VIRAL ES DESDE 1 A 1000 ng . LA MEJOR CONCENTRACION ES DE 5 A 500 ng DE RNA TOTAL POR
REACCION.
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Mg*2 (mM) DMSO

0.5 1.0 1.5 2.0 3% 7% 10%%

FIG 6.3. GEL DE AGAROSA TENIDO CON BROMURO DE ETIDIO. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
OPTIMA DE Mg*? Y DMSO PARA LA PRIMERA AMPLIFICACION.
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FIG 6 4 GEL DE AGAROSA TENIDO CON BROMURO DE ETIDIO DETERMINACION DE ROTAVIRUS DE GRUPO A POR

PCR. CARRIL 1 MARCADOR DE PESO MOLECULAR X-174.-Hae 1), CARRILES 23,4, Y 5 FRAGMENTO DE 1062 pb
CORRESPONDIENTES A GRUPO A DE ROTAVIRUS
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FIG 6.5 GEL DE AGAROSA AL 2% TENIDO CON BROMURO DE ETIDIO. CARRIL 1, MARCADOR DE
PESO MOLECULAR )X.174-Hae 1il; CARRILES 2-6 FRAGMENTO DE 356 pb CORRESPONDIENTE A GRUPO C,
CARRIL 7 FRAGMENTO DE 327 pb. CORRESPONDIENTE A PCR ANIDADO DE GRUPO C.
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NO. DE MUESTRAS

Y85823y88%

MUESTRAS GRUPO A NT
TOTALES

NT: NO TIPIFICABLES
GRAFICA 6.1. DETERMINACION DE GRUPO A
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FIG 66 Gl 1)t AGAROSA AL 2% 11100 CON BROMURQO D F THMO CARRN 1, MARCADOR DE PESO
MOLECULAR «X-174 Hae 111, CARRI. 2 SEROTIPO G1 (743 pb). CARRIL 3 StROVIWO G? (652 pb), CARRH. 4
SEROTIPO G3 (374 pb). CARRIL 5 SELROTIFO G4 (583 pb), CFPA PROTO1IPO, CARRIL 6§ RGA (1062 pb), CARRIL 7 RGA
(257 pb) PCR ANIDADO
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No. DE MUESTRAS

GRUPO A G-1 G-2 G-3 NT
SEROTIPOS

GRAFICA 6.2, DETERMINACION DE SEROTIPOS G DE ROTAVIRUS EN TAMAULIPAS



FIG 6.7. GEL DE POLIACRILAMIDA AL 10% TENIDO CON AgNGO, CARRIL 1 ELECTROFEROTIPO
TARGOQ" . CARRILES 3 ¥ 5 ELECTROFEROTIPO "SUPERLARGO", CARRIL 2 ELECTROFEROTIPO "CORTO", CARRIL 4
ELECTROFEROTIPO *“SUPERCORTO"
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Muestras tipificadas

s Wnte
Snfenang
Q

GRAFICA 6.3.SEROTIPOS G PREDOMINANTES EN LOS MUNICIPIOS DE TAMAULIPAS EN EL
BROTE POR ROTAVIRUS.

Entidad G-1 G-2 G-3 NT [TOTAL
H Cd. Victoria 20 5 [<] O 31
Tampico 8 4 13 o 25
: Matamoros 7 3 6 [o] 16
r Reynosa 5 (8] 5 1 11
; Cd. Mante 2 3 5 2 12
San Fernando 3 0 [o] 2 5
% 45 15 35 5 100

TABLA 6.1 . CIRCULACION DE SEROTIPOS G EN LOS MUNICIPIOS DE TAMAULIPAS
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Recynosa

Gl 45% Matamoros
G3 45% Gl 43%
G2 18%
G3 38%

San Fermando

Gl 60%
Cd. Vicloria .
Gl 64%
G2 16%
G3 19%
Tampico
Gl 32%
G2 16%
Mante G3 52%
Gl 16%
G2 25%
- G3 41%

FIG. 6.8. MUNICIPIOS QUE CONFORMAN EL ESTADO DE TAMAULIPAS.




7. DISCUSION

La RT-PCR utilizando el gen 9 (Grupo A) o gen 6 (Grupo C) permitio la
tipificacion de las cepas involucradas en un brote de gastroenterilis aguda en la
poblacion infantil de Tamaulipas. Esta metodologia es una herramienta de biologia
molecular de gran importancia en el estudio de la epidemiologia de rotavirus, la cual
nos permite conocer los diferentes grupos y serotipos que circulan en nuestro pais .

Es importante senalar que para la estandarizacion de la RT-PCR en la
determinacion de grupo y serotipo de rotavirus se requieren de estrictas condiciones
para su realizacion. En nuestra experiencia. una de las mas importantes fue obtener
RNA viral libre de inhibidores para realizar una optima amplificacidén. Asimismo, fue
necesaria la estandarizacién de una técnica de extraccion de RNA con fenol-
cloroformo-ISTG y un paso adicional para la purificacién del genoma con CF-11
debido a que en la materia fecal se encuentran sustancias inhibidoras como
polisacaridos, lipidos, proteinas, etc; las cuales son de dificil eliminacion por los
métodos convencionales y pueden interferir principaimente en la primera reaccion de
amplificacion disminuyendo la actividad enzimatica de la transcriptasa reversa.

La extraccién de RNA a partir de cultivos celulares infectaclos, suerc u
otros fluidos biologicos es suficiente con la solucidn de ISTG conocida comercialmente
como trizol ya que es un potente eliminador de RNAsas y de algunas sustancias
inhibidoras para tograr una éptima amplificacion de acidos nucléicos. Sin embargo, la
purificacion de RNA viral por CF-11 es recomendada para obtener una mayor pureza
de los acidos nucléicos cuando se requiere de la deteccion de agentes patdégencs
presentes en aguas residuales y materia fecal como fue en este estudio.

Para la optimizaciéon de la primera reaccion de amplificacion de la RT-PCR,
la concentracion de RNA molde, presencia de DMSO al 7% y magnesio al 1.5 mM
fueron factores criticos y constantes para la estandarizacion de esta metodologia a
partir de materia fecal. Una de las mayores ventajas de ésta metodologia fue ia
retrotranscripcién y amplificacion en un sdlo tubo de reaccion lo que nos permitio
disminuir tiempo y costo a diferencia de otros estudios que realizan cada reacciéon por
separado; asimismo, las dificultades que se presentan para amplificar fragmentos
mayores de 1000 pb., como lo fue en el caso de la amplificacion del segmento para el
grupo A de rotavirus que correspondic a 1062 pb donde se requirid de enzimas que
presentaran alta termoestabilidad y actividad enzimatica para la amplificacion de
productos con las caracteristicas antes mencionadas.



Nuestros resultados mostraron que e! proceso de purificacion de RNA viral
€es un paso necesario que permite aumentar el niumero de muestras amplificadas y
obtener una mejor amplficacién del producto esperado lo que significa que, la
utilizacién de CF-11 garantiza una mayor calidad de genoma viral requerido en la RT-

PCR.

Por otra parte, la concentracion optima de dsRNA viral requerido para la
reaccion de la primera amplificacion fue de 250 pg a 25 ng de RNA total para la
observacion del producto de 1062 pb perteneciente al grupo A el cual se mostré con
mayor nitidez. De la cantidad total de RNA aproximadamente el 5% corresponde al
gen 9 6 gen 6 que se utiliza para amplificacion de productos de los grupos A y C
respectivamente.23 Cabe sefnalar que cantidades menores de 50 ng de RNA molde no
son suficientes para amplificar dichos productos y mayores a 500 ng pueden inhibir la
reaccién enzimatica, disminuyendo el rendimiento de los productos amplificados.

Debido a que las cadenas de RNA-RNA mantienen mayor fuerza de union
en comparacion con las cadenas DNA-DNA o DNA-RNA, fue necesario la presencia
de DMSO al 7% como desestabilizador de acidos nucléicos y la previa
desnaturalizacién a 97°C durante 5§ minutos permiti¢ la separacién completa de las
cadenas RNA-RNA y por lo tanto el alineamiento de los oligonucledtidos a las
cadenas de DNA molde. También es importante mencionar que la adicion de DMSO al
7% requiere de menor cantidad de RNA molde en la reaccién de amplificacion del gen
9 desde nanogramos, a diferencia de lo que acontece en ausencia de DMSO donde
se requiere mayores concentraciones de RNA para su amplificacion.

Cabe mencionar, que en nuestro caso la presencia de magnesio 1.5 mM
fue requerida tanto para la primera como para la segunda reaccion de amplificacion
simplificando aGn mas nuestra metodologia con la adicion de ambas enzimas en la
misma solucion reguladora en un solo tubo de reaccidn.

Por otra parte, la segunda amplificacion de PCR presentd menores
dificultades que la primera reaccion, ya que se trabajoé con DNA omitiendo el paso de
retrotranscripcion cuya enzima es susceptible a una gran cantidad de inhibidores de la
reaccion y los fragmentos amplificados son de menor peso molecular. La presencia de
DMSO al 7% en la segunda reaccion aunque no fue necesario, permitic aumentar la
sensibilidad de esta metodologia para la determinacion de serotipo, al requerir menor
cantidad de DNA para su amplificacion. Esta misma reaccion fue especifica para cada
uno de los serotipos, observandose un sélo fragmento correspondiente a alguno de

ellos.
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AGn cuando el principal objetivo de este trabajo, fue estandarizar las
condiciones necesarias para RT-PCR de rotavirus grupo A, se presentd la
oportunidad de estandarizar la condiciones de RT-PCR para grupo C con
oligonucledtidos especificos C-1/C-3 del gen 6. Para la determinacion de este grupo,
se realizaron las mismas condiciones de extraccion, purificacion y estandarizacion
para la primera reaccion de amplificacion mencionadas anteriormente, observandose
un fragmento de 357 pb . Por lo que una vez estandarizada la técnica de RT-PCR
para la tipificacion de rotavirus es posible aplicarla en cualquier estudio de
epidemiologia molecular de rotavirus.

El perfil electroforético caracteristico del grupo C de acuerdo a la
bibliografia y el grupo de edad afectado permitid inferir en un posible grupo de
rotavirus diferente al grupo A, y se determino cuando se amplificé un producto de 357
pb con los oligonucledtidos C-1/C-3, posteriormente se realizd una segunda
amplificacion utilizando los oligonucledtidos C-1/C-4 cuyo producto fue de 327 pb atil
para la comprobacion de grupo C. Las mismas muestras se sometieron a PCR con los
oligonucleotidos de grupo A no amplificandose ningdn producto, comprobandose asi la
presencia de grupo C en nuestro pais

De acuerdo a los resultados obtenidos en las diferentes jurisdicciones del
Estado de Tamaulipas predomind el serotipo 1 (45%) y serotipo 3 (35%),
correspondiendo con la literatura. El serotipo 2 (15%) se encontré con menor
frecuencia y el serotipo 4 no fue reportado en el Estado.

En este trabajo. circularon los serotipos 1, 2 y 3, sin embargo, los serotipos
4, 8 y 9 no se detectaron, probablemente se presenten en los proximos anos. Por otra
parte, existe la posibilidad de que aparezcan serotipos nuevos, debido a los rearreglos
geneticos que puede presentar el genoma de rotavirus y a la introduccién de cepas
nuevas procedentes de otras regiones geograficas.

La rotaforesis fue una metodologia empleada como prueba tamiz, la cual
nos permitié diferenciar la presencia de electroferotipos pertenecientes a otros grupos
de rotavirus. El perfil electroforético de grupo C presenta el triplete caracteristico de
los segmentos 5, 6 y 7 en el segundo bloque a diferencia del perfil de rotavirus del
grupo A que muestra solo los segmentos 5 y 6 en este mismo bloque.

El brote analizado en 1995 en Tamaulipas fue de gran relevancia por lo que
se trato de tipificar la mayoria de las cepas para conocer el panorama general de los
serotipos que se presentaron con mayor frecuencia.
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Finalmente la prevalencia de un electroferotipo por un periodo de tiempo no
implica necesariamente que la cepa sea la misma, ya que posiblemente son
mutaciones puntuales sucesivas que no afectan la migracidn electroforética
correspondiente. También se encontraron algunos casos esporadicos de cepas del

mismo electroferotipo con distinto serotipo.
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8. CONCLUSIONES

Los meétodos de amplificacion de acidos nucleicos, como la PCR se han
desarrollado para la deteccion especifica de pequeias cantidades de material
genético de patdgenos a partir de muestras clinicas. Por lo tanto, la sensibilidad que
presenta esta metodologia ha permitido ampliamente su aplicacion como una
herramienta del laboratorio para el diagnostico de agentes infecciosus, estudios
epidemiologicos de la transmision de enfermedades, asi como en infecciones virales
las cuales presentan grandes dificultades para su identificacion, aislamiento en
cultivos celulares y métodos inmunoenzimaticos.

Sin embargo, antes de realizar cualquier método de amplificacion de acidos
nucléicos, es de importancia considerar el tipo de muestra clinica (gastrointestinal,
contenido intestinal, secrecion respiratoria, orina, suero y heces), dado que existen
numerosos factores en los fluidos bioldgicos a partir de los cuales se realiza la
extraccion del genoma de patégenos, los cuales pueden degradar a los &cidos
nucléicos o presentar sustancias que inhiban la reaccién de amplificacién,
especialmente en la actividad enzimatica de la transcriptasa reversa (RT) que realiza
la reaccion RNA-cDNA y la Taqg polimerasa en la amplificacion. Generalmente estas
dificultades afectan de manera particular en el desarrollo de métodos para la
deteccion de virus RNA, debido a que el RNA es mas inestable en solucidon que el

DNA.
La naturaleza de la doble cadena de RNA de rotavirus también constituye
un factor mas en la disminucion de la eficiencia de la reaccion de RT, por requerir de
condiciones mas drasticas para la completa desnaturalizacion de las cadenas RNA

molde.

Existen numerosas técnicas de extraccion y purificacion de acidos
nucleicos a partir de fluidos bioldgicos que han sido descritas en la literatura. No
obstante, la mayoria de ellas han fracasado en la eliminacion completa de sustancias
que inhiben la actividad enzimatica en la reaccion de amplificacidn de los acidos
nucleicos, donde el mayor problema de inhibicion se presenta antes de la conversiéon
catalizada por la RT del RNA a cDNA , paso critico y determinante de la PCR.
Ademas de ser una de la limitaciones mas significativas en la deteccién de virus RNA

en muestras fecales.
Actualmente, en la literatura se han descrito un sin nimero de métodos
para la eliminacion de sustancias con actividad inhibitoria a partir de muestras fecales
en humanos. Algunos de estos son la precipitacion y métodos cromatograficos, los
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cuales se han ensayado con mayor frecuencia sin tener éxito alguno en la eliminacion
de impurezas presentes en las heces. En nuestra experiencia, utilizamos la PCR para
la amplificacion de Grupo y Serotipos de rotavirus descrita por Gouvea y col. 1990 y
un paso adicional para la purificacion de RNA viral con CF-11 desarrollada por Wilde y
col. 1990, lo que permiti® remover los inhibidores presentes y tipificar 100% de las
cepas analizadas en este trabajo, aumentando la sensibilidad y especiticidad de Ia
RT-PCR para la tipificacion e identificacion de rotavirus a partir de materia fecal. Estos
resultados muestran que las sustancias inhibitorias puden ser removidas de muestras
fecales bajo condiciones iénicas apropiadas incrementando de manera importante la
sensibilidaad de la PCR o de algunas otras técnicas de amplificacion para la deteccion
del RNA rotaviral.

Cabe sefalar que para la estandarizacion de ésta metodologia fue
determinante la eleccidon de la técnica de extraccion de RNA viral a partir de muestra
clinica, concentracion de RNA molde, eliminacidon de inhibidores de la reaccién y
DMSO. La aplicacion de RT-PCR en la tipificacion de rotavirus a partir de heces, fue
de gran utilidad en aquellas muestras insuficientes (100 ul), sin importar la viabilidad o
alteracion morfolégica de este agente viral.

Los resultados obtenidos en este trabajo para la tipificacion de rotavirus son
similares a los que se han reportado en la literatura, donde se ha destacado la
aplicacion de esta metodologia en la determinacién de grupo, serotipos, y estudios de
genotipificacion a VP4 lo que ha permitido tener un mejor panorama de la
epidemiologia y biologia molecular de los rotavirus, lo cuales destacan como
principales agentes etiologicos de la gastroenteritis aguda en la poblacién infantil en
todo el mundo.

En nuestra experiencia, la RT-PCR nos permitié determinar de manera
rapida y especifica la circulacion de los serotipos responsables del brote por rotavirus
en Tamaulipas. Por lo tanto, sugerimos la realizacion del estudio microbiologico y la
blusqueda de rotavirus en nifios con gastroenteritis aguda.
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