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RESUMEN

Anualmente se reportan 1.5 millones de casos de hepatitis A anivel mundial. En México, de
acuerdo con lo reportado por la Secretaria de Salud, el nimero de casos acumulados para
julio de 2015, fue de 5055. El virus de hepatitis A (VHA) esla cuarta causa de enfermedad
transmitida por alimentos. La infeccién generalmente es adquirida por via fecal-ora y por
consumo de agua o alimentos contaminados con heces de individuos infectados.

La mayor parte de la informacidén que se tiene sobre este virus en México es a nivel
seroepidemioldgico. Los trabajos en los que se reporta la presencia de VHA en matrices
ambientales son escasos. Por o anterior, es importante desarrollar protocolos que permitan
unadeteccion rgpiday oportunadel virus, para conocer 10s serotipos que estén circulando en
el ambiente y contribuir asi a control de brotes epidemiol 6gicos.

En el presente trabajo se estandarizo el protocolo parala deteccion de laregion de empalme
gue codifica para la proteina VP1/2A del genoma vira del VHA, la cual fue clonada en €
plasmido de expresion pTZ57R/T. Es importante destacar que ésta es una region variable
dentro del genoma, por |o que es ampliamente usada para la identificacion de los genotipos
virales. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada de punto final, se uso para
laamplificacion del fragmento en muestras de agua.

El protocol o desarrollado fue probado con muestras de agua provenientes de tres localidades:
rio Magdalena, Ciudad Universitaria y agua de reliso para riego agricola del Valle del
Mezquital. En los ensayos para detectar |a region que codifica VPL/2A del genomade VHA,
los resultados mostraron que € 12.9 % fue positivo en muestras del rio Magdalena, en
muestras Ciudad Universitaria no se detectaron positivas y 14.2% para e Vale de
Mezquital. Se llevaron a cabo ensayos paral elamente para descartar fal sos positivos por una
posible inhibicién. En el rio Magdalena se detectd e control externo en un 51.5% de las
muestras de agua, en un 100% en las muestras de Ciudad Universitariay un 9.1% en las
muestras del Valle del Mezquital. Para mejorar la reaccion reversa de la PCR se utilizaron
dos adyuvantes. Dimetilsulfoxido (DMSO) y Albumina de Suero Bovino (BSA). Los
resultados obtenidos mostraron que el protocolo en & que se utiliz6 DM SO fue mas eficiente
gue en €l que se usd BSA, ya que favorecié la amplificacion del control externoy laregién
deinterés en las muestras de Ciudad Universitariay del Valle de Mezquital .



Como resultado de esta investigacion, se generd una metodologia Util para laidentificacion
de VHA en una matriz ambiental, a clonar laregion VPL/2A para emplearla como control
positivo. Es importante sefialar que la presencia de inhibidores de la PCR en muestras
ambientales es un problema comun, dada la cantidad de substancias presentes en forma
suspendidao disuelta (materiaorganica, iones, organismos). El ssgmento generado puede ser
usado como control externo durante la amplificacion, para corroborar que no existe ningiin
problema con | as condiciones dela PCR en conjunto con el uso de adyuvantes para disminuir

|as inhibiciones.



ABSTRACT

Worldwide 1.5 millions of hepatitis A cases are reported every year. In Mexico according to
the Health Authorities, accumulated to July of 2015 these were 5055. The hepatitis A virus
(HAV) isthe fourth cause of transmitted disease by food. Theinfection is generally acquired
by fecal-oral route and consumption of contaminated water or food with feces of infected
individuals.

Most of the information regarding this virusin Mexico is at seroepidemiology level. Studies
of HAV occurrence in environmental matrices are scare. Thereforeit isimportant to develop
protocols that allow detection of the virus, in order to determine environmental circulating
serotypes and may contribute to outbreaks control.

We standardized the protocol to detect splice region encoding the VP1/2A HAV viral protein
genome, cloned in the expression plasmid pTZ57R/T. It isimportant to point out thisis one
variable region within the genome, so it is widely used to identify viral genotypes. The
Polymerase Chain Reaction (PCR) nested endpoint was used to amplify that genome
fragment in water samples.

The developed protocol was tested with water from three locations. the Magdalenariver, the
University City and recycled water used for irrigation from the Mezquital Valley. Assays
were performed to detect the code region VP1/2A from HAV genome, the results show that
12.9% was positive for Magdalena river samples, no positive samples were detected in the
University City and14.2% for the Mezquital Valley. Tests to discard false positives by a
possible inhibition were also performed. The external control was amplified in 51.5% of
Magdalenariver water samples, in 100% of University City sample and 95.1% of Mezquital
Valley water. In order to improve RT-PCR, two adjuvants were use: Dimethyl Sulfoxide
(DM SO) and Bovine Serum Albumin (BSA).The results showed that use of DM SO was more
efficient than BSA, because DM SO improved the amplification of the external control and
the region of interest from the University City and Mezquital Valley samples.

As aresult of the present research, a useful methodology for the detection of HAV was
generated use full for the HAV identification in enviromental matrices when cloning the
VP1/2A region as a positive control. Is worth noting, that PCR inhibition in environmental

samplesis acommon problem, because of the presence of suspended or dissolved substances



(organic matter, ions and organisms). The generated segment can be used as an externa
control during the amplification, to corroborate that there is no exist any problem with PCR
conditions with the use of adyuvantes to reduce inhibitions.



1. INTRODUCCION

Reuso de aguay vulnerabilidad humana a virus entéricos

El agua es un recurso indispensable parael desarrollo econdmicoy el bienestar social
humano. Dada |a escasez del recurso a nivel mundial, se ha optado por su reuso. Dentro de
las principales areas en donde se da este reuso estan € urbano, que incluye irrigacion de
parques publicos, campos de atletismo, areas residenciales y campos de golf; el industrial y
el agricolaen lairrigacion de cultivo. Sin embargo, existe un riesgo asociado a esta practica,
al presentarse problemas de salud publica por las enfermedades infecciosas adquiridas por €
consumo de agua o de alimentos contaminados, ademas de problemas ambientales a existir
una modificacién en los ecosistemas acuaticos y € suelo. Ya que muchas veces las aguas
residual es domesticas se vierten de manera directa en |os cuerpos de agua superficiales 0 son

utilizadas para €l riego de cultivos sin haber recibido un tratamiento.

Dado que la agriculturaes el principal sector consumidor de recursos hidricos, el empleo de
aguas residuales (tratada o crudas) para la irrigacion de cultivos representa multiples
beneficios econdmicos, a no tener ningln costo. Ademés otros beneficios asociados al
mejoramiento de la fertilidad de los suelos agricolas por € aporte de materia organica,
macronutrientes (N y P) y oligoelementos, como Nay K, permitiendo reducir, y en algunos
casos eliminar el uso defertilizantes quimicos (Silvaet al., 2008.). Aunque se tiene un riesgo
potencial si no se considera aspectos de calidad microbioldgica, y si |os alimentos que fueron
cultivados con esta agua serén consumidos crudos (Cifuentes, 1998; Pachepsky et al., 2011).

Estos riesgos se presentan con mayor frecuenciaen paises en desarrollo, ya que muchas veces
no se cuentan con normas que establezcan los limites maximos permisibles de
mi croorgani Smos 0 compuestos quimicos que pueden estar presentes en €l aguay que pueden
representar un riesgo ala salud publica.

Con lanecesidad de reusar € agua, serequiere asegurar laproteccion alasalud publicay del

medio ambiente. Ya que aunque las medidas sanitarias adoptadas para €l tratamiento y la

5



disposicion de aguas residuales, constituyen de los principales logros en materia de
prevencion de enfermedades relacionadas con la calidad del agua, en paises en vias de
desarrollo, las enfermedades i nfecciosas transmitidas por estarutatienen tasas de morbilidad
y mortalidad altas en comparacion con paises desarrollados, debido a la vulnerabilidad que
tienen sus poblaciones a partir de unamayor exposicion alos patdgenos (Karynaet al., 2009;
Prado et al., 2011).

Generalidadesdelosvirus entéricos

La incidencia de enfermedades dentro de una poblacién esta fuertemente relacionada con €l
acceso a sistemas de agua de consumo humano segura e indicadores socioecondémicos. Los
agentes causantes de dichas infecciones pueden ser, entre otros, virus, bacterias y
protozoarios presentes en las heces o la orina de individuos enfermos, los cuales son
evacuados y transportados a los sistemas de agua; € impacto que esto tiene en salud publica
seasociaafallasen e control de calidad del agua usada para el consumo, riego, agricultura,
procesamiento de alimentos o para uso recreativo (Bonfill-Mas et al. 2013).

L os microorganismos presentes en el agua pueden ser parte de |os sistemas mismos o tratarse
de patogenos liberados por usuarios que pueden constituir un riesgo para la salud de la
poblacion expuesta a través del contacto y/o del consumo directo. Dentro de los patdgenos
gue pueden estar presentes, los virus entéricos |laman la atencion debido a la gran cantidad
de particul as virales que un individuo infectado puede producir y evacuar (cercade 106 a10'°
virus infecciosos por gramo de heces), y las bgjas dosis infectivas con las que se puede
producir laenfermedad (Sair et al., 2002).

L os virus entéricos humanos se replican en células del tracto gastrointestinal y se transmiten
por via fecal-oral, por € contacto persona-persona, zoonosis o por € consumo de agua y
alimentos contaminados, siendo estos Ultimos e principal vehiculo para pasar de un
hospedero a otro (Espigares, 2006; Abbaszadegan et al., 1999; Bosch et al., 2008; Kiulia et
al., 2010).

Este tipo de virus cominmente causan infecciones silenciosas o agudas con un periodo de
incubacién corto, y estas infecciones se agrupan en tres tipos principales. gastroenteritis,
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hepatitis transmitidas entéricamente y enfermedades que afectan a otras partes del cuerpo
como ojos (conjuntivitis), sistema respiratorio y sistema nervioso central (poliomelitis,
meningitis y encefalitis). El desarrollo y gravedad de unainfeccion viral dependerd del tipo
de virus que la ocasione y las caracteristicas del individuo afectado (edad, estado de salud,
predisposion genética y sistemainmune, entre otros.) (Toranzos et al., 2007; Bonfill-Mas et
al. 2013).

Como se muestraen laTabla 1, en paises desarrollados se conoce latasa de mortalidad segun
el tipo viral que ocasione la enfermedad, siendo poliovirus 1 y hepatitis A los que presentan

unatasa de mortalidad mayor comparada con otros virus entéricos.

Tablal. Tasade mortalidad de virus entéricos humanos registradaen paises desarrollados (Bosch 1998).

Virus Tasa de mortalidad (%)
Poliovirus 1 0.90

Coxsacheivirus A 0.12-.050
Coxsachievirus B 0.59-0.94

Echovirus 0.27-0.29

Hepatitis A 0.60

Rotavirus 0.01-0.12

Norovirus 0.0001

Adenovirus 0.01

Los virus entéricos con mayor incidencia en la poblacion son enterovirus, norovirus,
rotavirus, adenovirus humano, hepatitis A y hepatitisE, lacual variasegun el areageografica
y/o €l periodo de afo (Fongaro et al., 2013; Bosch et al., 2008). En latabla 2 se muestran
gjemplos de | os tipos virales cominmente encontrados en agua.

Lapresenciay persistencia de estos agentes en € agua esta en funcion de la ocurrenciaen la
poblacion, si se encuentran libres o unidos a sdlidosy alas condiciones ambiental es (Skraber
et al., 2004; Payment y Locas, 2011). Tales como lluvias, temperatura, tamafio de poro y
contenido de carbono organico en € suelo, pH, concentraciones de cationes, fuerzaidnicay

caracteristicas especificas del virus (tamafio de capside y punto isoeléctrico), por lo cual



pueden ser movidos distancias considerables e infiltrarse en el suelo y eventuamente Ilegar
aun acuifero (Borchardt et al., 2003). Existe evidencia que sugiere que la adsorcion de los
virus a particulas de materia y sedimentos les confiere proteccion contra inactivacion por
UV. La sdinidad y €l pH modifican la interaccion de los virus y la materia (Seymour y
Appleton, 2001), lo cual tiene efectos sobre la permanencia de los virones infecciosos en €
ambiente.

Los virus entéricos son virus desnudos lo que confiere resistencia a las condiciones
ambientales. Y aque su transmision no depende solo de lainteraccidn con un hospedero, sino
también de la interaccion con e ambiente fuera del hospedero. Esta caracteristica es
fundamental en su transmision, al conferirles la capacidad de mantenerse infecciosos durante
grandes periodos y ser resistentes a tratami entos cominmente aplicados a alimentos y/o agua
(Nasser y Oman, 1999; Butot et al., 2009; Bonfill-Mas et al. 2013). Por gjemplo, virus como
el VHA, rotavirus humano, poliovirus y adenovirus humano son estables a temperaturas que
van delos 4 ° C alos 20° C. Los enterovirus pueden tolerar pH entre 2 y 14 y adenovirus
humano se reporta como uno delos méasresistentesalaluz UV (Nasser y Oman, 1999; Maier
et al., 2009; Fongaro et al., 2013).



Tabla 2. Virus entéricos encontrados con mayor frecuencia en muestras de agua (Bosh et al., 2008).

Género Genoma Nombre comun Enfermedad que ocasiona
Enterovirus ssRNA Poliovirus Pardlisis, meningitisy fiebre.
CoxsackieAy B Herpangina, meningitis, fiebre, enfermedades
respiratorias, enfermedad de “la mano, el pie
y laboca”, miocarditis, anomalias y ataques al
corazon, pleurodinia, diabetes.
Echovirus Meningitis, fiebre, enfermedades
respiratorias, atagues, gastroenteritis.
Hepatovirus ssRNA Virus de hepatitis A Hepatitis
Reovirus dsRNA Reovirus humano Se desconoce
segmentado
Rotavirus dsRNA Rotavirus humano Gastroenteritis
segmentado
Norovirus sSRNA Norovirus Gastroenteritis
Sapovirus sSRNA Sapovirus Gastroenteritis
Hepevirus sSRNA Virus de hepatitis E Hepatitis
ssRNA Astrovirus humano Gastroenteritis
Mamastrovirus
Coronavirus ssRNA Coronavirus humano Gastroenteritis, enfermedades respiratorias y
sindrome respiratorio agudo grave (SARS).
Ortimixovirus sSRNA Virus de influenza Influenza, enfermedades respiratorias
segmentado
Parvovirus ssDNA Parvovirus humano Gastroenteritis
Mastadenovirus dsDNA Adenovirus humano Gastroenteritis, enfermedades respiratorias,
conjuntivitis.
dsDNA Poliomavirus Leucoencefalopatia multifocal progresiva,
Poliomavirus enfermedades del tracto urinario.

M étodos parala concentracion y deteccion devirus

La presencia de virus entéricos humanos en ambientes acudticos se empez6 a monitorear

desde 1940 (Fong y Lipp, 2005).

Dada la bagja cantidad de virus entéricos presentes en muestras ambientales, se ha

desarrollado una variedad de métodos que permiten concentrarlos considerando sus

caracteristicas morfoldgicas y fisicoquimicas. Entre los métodos descritos estan la captura
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inmunomagneética, floculacion organica, precipitacion con Polietilenglicol (PEG), filtracion
a través de membranas cargadas positiva 0 negativamente, ultracentrifugacion y
ultrafiltracion (Kovac et al., 2009; Espigares-Garcia, 2006; Brassard et al., 2005). En latabla
3 sedescriben las ventgjas y desventajas de al gunas técnicas empleadas parala concentracion

devirus.

Tabla 3 Ventgjas y desventajas de las técnicas mas usadas para la deteccion de virus en muestras de agua

(Bosh et al., 2008).

M éodo

M étodos de
Adsor cién-elucion

Filtros con carga
negativa

Filtros con carga
positiva

Polvo de vidrio

Lanadevidrio

M étodos de
precipitacién
Floculacion organica

Sulfato de amonio

Polietilenglicol

Ultracentrifugacion

Liofilizacion

Ultrafiltracién

Perlas magnéticas

Principio

Cargaiodnica

Precipitacion quimica

Sedimentacion fisica
Secado por
congelacion

Separacién por
tamafio de particulas

Inmunoafinidad

Ventajas

Buena recuperacion

Buena recuperacion

Econoémicay buena
recuperacion

Buena recuperacion

Eficiente para muestras
sucias o para concentracion
secundaria

Eficiente para muestras
sucias o para concentracion
secundaria

Eficiente para muestras
sucias 0 para concentracion
secundaria

Eficiente para
concentracién secundaria

Eficiente para muestras
sucias 0 para concentracion
secundaria

Buena recuperacion en
muestras limpias

Buena recuperacién para
volUmenes pequefios

Desventajas

Se necesitan muestras
pretratadas

Costosa
Equipo fragil

Las diferencias dependen
de su fabricacion

El extracto de carne es
inhibidor de laenzimade
RT-PCR
Altacitotoxicidad

Inhibidor de laenzima
del RT-PCR.

Hay variabilidad entre
ensayos

Costoso

Costoso, requiere de
mucho tiempo

Costoso, requiere de
mucho tiempo

Requiere ensayos
especificos para cada
virus.

Costoso y hay pocos
datos disponibles

10



Para la deteccion y cuantificacion de los virus, € cultivo celular fue uno de los principales
métodos el egidos, dada la sensibilidad de latécnicay por ser lamejor manera de demostrar
lainfectividad de los virus presentes en una muestra (Soule et al., 2000).

Los tipos de ensayos que se pueden redlizar para € recuento de particulas infectivas por
cultivo celular son dosis infecciosa 50 (TCIDsp), ensayos en placa y ensayos de
inmunofluorescencia (IFAS). Entre las lineas cel ulares més usadas estin BGM, HEp-2, HelL a
y VERO (Espigares-Garcia, 2006; Calguaet al., 2011). Sin embargo, existe lalimitante para
los tipos virales para los que no es posible lograr lainfeccion o que ésta no es visible a no
formarse placas (calvas) o focos.

Sin embargo, el uso de cultivos celulares presenta desventgjas, ya que ciertostipos virales no
pueden ser cultivados in vitro, por gemplo, los norovirus, a no contar con unalinea celular
susceptible (Rzezutka 'y Cook, 2004). Hay virus gue no producen un efecto citopético claro
(CPE) o tiene un crecimiento lento como € virus de hepatitis A. Cada virus o grupo de virus
requieren de lineas celulares especificas, los ensayos son laboriosos y tardados ya que
requiere dias 0 semanas de incubacion para tener resultados y hay muestras que pueden
contener materiatoxica paralas células (Soule et al., 2000; Calguaet al., 2011; Fongy Lipp,
2005).

Otratécnica es donde se acoplan lainfeccién de células con la PCR (ICC-PCR). Estatécnica
permite la deteccion de virus con replicacion lenta o que no producen efecto citopético. Pero
existe la posibilidad de tener falsos positivos al detectar DNA de virus inactivos inoculados
en el cultivo.

Para descartar estos falsos positivos, 10 que se propone es detectar e mMRNA viral en los
cultivos celulares, los cuaes seran e resultado de particulas virales infecciosas 0 hacer
ensayos enzimaticos que pueden ayudar a conocer laintegridad de lacdpside mediante €l uso
de enzimas (DNasa 0 RNasq), asi el materia genético que no esté protegido por una capside
es degradado eliminando lainterferenciaen lasamplificaciones (Calguaet al., 2011; Fongaro
et al., 2013). Las desventajas de la técnica son los costos y que se requiere de personal

capacitado.
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Ademas del cultivo celular, los ensayos de amplificacion de los &cidos nucleicos mediante la
Reaccion en Cadenade laPolimerasa (PCR) o la Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (RT-PCR), son otras técnicas usadas para la deteccion y cuantificacion de
virus entéricos (Abbaszadegan et al., 1999).

Entre las variantes de estas técnicas estan la PCR punto final monoplex o multiplex. En la
PCR monoplex sblo se podra detectar un genotipo viral, mientras que en la PCR multiplex
se hace una deteccion simulténea de diferentes grupos virales a usar varios pares de
iniciadores (primers) para amplificar méas de una secuencia en una sola reaccion, con lo que
se ahorra tiempo y reactivos, sin embargo, puede resultar complicado encontrar las

condiciones éptimas de amplificacion simultanea (Gilbride et al., 2006).

Con la PCR semi-anidada o anidada se realizan dos ciclos de amplificacion con distintos
pares de inciadores o primers en cada una, con € fin de incrementar la sensibilidad y la
especificidad de la deteccion. Primero se realiza una reaccion con los cebadores externos
para amplificar unaregién de DNA més grande, que contiene el segmento blanco. Después,
este producto de amplificacion se utiliza como molde para una segunda PCR con los
cebadores internos para amplificar la region especifica. Otra variante es la PCR en tiempo
real (qJPCR), técnica con la que es posible determinar la cantidad de genomas viraes
presentes en una muestra (Gilbride et al., 2006; Rodriguez et al., 2009). Con este ensayo no
se requiere de un andlisis posterior, ya que € producto que se genera en cada ciclo es
cuantificado ala par de la corrida de amplificacion, ya sea mediante el uso de SYBR Green
(union no especifica a la doble cadena de DNA) o de sondas internas fluorescentes
(hibridacion especifica). Esta técnica es una excelente herramienta en la virologia ambiental
y ha sido exitosa para determinar las concentraciones de los genomas virales de adenovirus
humanos, enterovirus y del VHA (Silva, 2013; Albina-Gimeénez, et al., 2009; Jothikumar et
al., 2005) en el ambiente (Tabla 4).
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Tabla4. Métodos usados para la deteccion de virus entéricos en muestras ambientales (Fong y Lipp 2005).

Método Ventajas Desventgjas

Se puede determinar infectividad; Mucho tiempo para el procesamiento
proporciona datos cuantitativos.  (dias 0 semanas); relativamente mas caras
gue la PCR convencional; no todos los
Cultivo celular virus pueden crecer en cultivos celulares.
Répido; aumenta la sencibilidad y Solo presencia o ausencia (no es
especificidad comparado conlos  cuantitativo); |os inhibidores presentes en

cultivos celulares. muestras ambientales pueden interferir
PCR (RT-PCR) con laamplificacion de la PCR; la
infectividad no puede ser determinada.
Se increntala sencibilidad Riesgo potencial de arrastrar los
comparada con la PCR contaminantes al transferir los productos

convencional; puede reemplazar  de PCR
PCR anidada (semi anidada) en paso de confirmacién dela
PCR como la hibridacion.
Variostipos, grupos o especiesde Dificil delograr una sesibilidad igual para
virus pueden ser detectado un una todos las especies, grupos o tipos de virus
PCR miuiltiple solareaccion; se ahorratiempoy  buscados; a veces se producen
costos. amplficaciones no especificas en
muestras ambientales.
Genera datos cuantitativos; no se  Equipos my costosos; a veces es menos
requiere laconfirmaciéon delos  sensible que las PCR convencional o la
productos de PCR (se ahorra PCR anidada
Qpcr tiempo); se puede hacer en un
sistema cerrado, |o que reduce €
riegos de contaminacion
comparado con la PCR anidada.
Mejorala deteccién de patégenos Menor tiempo y eficienciay mas costosa
virales infecciosos comparado gue la deteccién con PCR directa; es
con Is cultivos celulares posible la deteccion de DNA de virus
ICC-PCR convencionales; detectavirus que inactivosinoculados en e cultivo celular
no producen efecto citopatico en
las celulas; generaresultados en
lamitad de tiempo requerido para
los cultivos celulares
convencionales.

Es comun que las muestras ambientales contengan sustancias inhibidoras (organicas e
inorganicas) de la accion de la polimerasa, esto puede ser méas grave cuando es necesario
concentrar |las muestras ambiental es, ya que también pueden ser concentrados |osinhibidores
afectando el resultado final (Soule et al., 2000).

Buscando resolver algunos de los problemas se han desarrollado una gran variedad de
técnicas. Para la remocion de sustancias inhibidoras algunos de |os protocol os requieren de
multiples pasos que involucran e uso de reactivos como tiocianato de guanidina (GTC),
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Polietilenglicol (PEG), fenol-cloroformo y columnas de sephadex, etc. (Sair et al., .2002;
Shay et al., 2003).

De las sustancias ampliamente usadas se encuentran el BSA y e DMSO. El BSA es una
proteina que incrementa la eficiencia de la PCR, ya que actla como una proteina captadora
de iones y otros inhibidores de la tag polimerasa como la melanina o los proteinasas
(Espinosa, 2007). Mientras que el DM SO, dependiendo del tipo de muestras, se puede usar
a concentraciones que van de 2 al 10%, este compuesto reduce la estructura secundaria del
ADN vy es Util sobre todo para amplificar regiones con gran cantidad de GCs, disminuye
amplificaciones no especificas, megjora e alineamiento de los oligos (Espinosa, 2007,
Wilson, 1997).

Otro problema puede ser el no contar con un control positivo adecuado. Entre las soluciones
esta la propuesta por Donia y colaboradores (2005), en cuyo estudio propone €l uso de un
“Armored” de EV (secuencia especifica de RNA y proteinas virales de la cépside,
ensambladas en una pseudoparticula viral), como estandar en e protocolo de extraccion,
amplificacion y deteccion en los ensayos de diagnodstico (Donia et al., 2005). Otra de las
propuestas plantea €l uso de transcritos de RNA producidos en plasmidos como controles
positivos parala deteccion de norovirus (Lee et al., 2011).

Ademas del uso de un control positivo (externo), se recomiendaincorporar un control interno
deamplificacién, lacua esunasecuenciade DNA que no esél blanco, pero que esta presente
en la misma muestra dentro del tubo, y se amplifica de forma simultanea con la secuencia
del DNA blanco. Incorporar este control ayuda adescartar que un resultado negativo (no hay
bandavisible en el gel), no se debaaun mal funcionamiento del termociclador, a unamezcla
incorrecta de reactivos en la PCR 0 a unabga actividad de la polimerasa por |a presenciade
sustancias inhibidoras (Hoofar et al., 2004).

Mientras que en la cuantificacion de RNA viral en muestras clinicas €l uso de controles
internos basados en |a deteccion de genes de expresion constitutiva (que se encuentren en las

células) eslaprimeraopcion, en las muestras ambiental es no existen, por |o que laopcion es
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usar controles externos. Los mejores candidatos son RNA encapsulados de animales o
bacteri6fagos o “armored” del colifago MS2 (Bosh et al., 2008).

Las ventgjas que presenta € uso de la PCR comparado con otras técnicas como € cultivo

celular (Tabla5) son su atasensibilidad, su poder para detectar virus que estan presentes en

bajo nimero en lamuestras, virus que sean dificiles de replicar en cultivos celulares o que se

replican sin producir un efecto citopético. Los ensayos son més rapidos, a poder obtener

resultados dentro de | as primeras 24 horas, comparado con los dias 0 semanas de incubacion

requeridas en un cultivo celular, se tiene mayor especificidad a poder diferenciar entre

ordenes, tipos o0 genotipos virales, se pueden realizar ensayos cuantitativos o cualitativos

(presencia-ausencia), y tienen menor costo (Fong y Lipp 2005; Donia et al., 2005;
Abbaszadegan et al., 1999).

Tabla5. Ventgjasy desventgjas del uso de cultivos celulares o PCR parala deteccion de virus en
muestras de agua (Rodriguez et al., 2009).

Método

Ventajas

Desventgjas

Comentarios

Cultivo celular

Media directa de
infectividad; grandes
volUmenes de agua
(usualmente 1y 7
ml/frascos usando matraces
de 25y 225 cnv?
respectivamente.

El tiempo que serequiere parala

deteccion (varia entre los virus
usualmente entre 4 y 30 dias).

Latoxicidad de los componentes

del ambiente (fal sos positivos).
No se puede detectar virus no
cultivables o los que tienen
crecimiento lento (sin efecto
citopético).

Se puede requerir mdltiples
lineas celulares.

L a deteccion se observa por €l
efecto citopatico.

La susceptibilidad entre
diferentes tipos de virus varia
entre las lineas celulares.

PCR directo (RT-PCR)

Especifico y sensible;
puede usarse paralos virus
gue no se pueden cultivar o
gue no generan efecto
citopdtico; se requiere
menos tiempo parala
deteccion, entre 2-4 horas.

No se determina infectividad.
Es afectada por componentes
inhibidores encontrados en el
ambiente (fal sos negativos).

Se usan vol Umenes peguefios de
muestra (usual mente entre 10 y
100 pl).

Ladeteccion sebasaenla
amplificacion especificade
regiones blanco en el genoma
viral.

En virus de RNA, una

transcripcion reversa se necesita

antes de la amplificacion por
PCR.

Lasensibilidad se basaen el
nimero de particulas por
volumen de reaccién.
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Pero con las técnicas que moleculares se detectan particulas tanto infecciosas como no
infecciosas, por |o que paraconfirmar el riesgo potencia se requieren ensayos deinfectividad
(Calguaet al., 2011). Si no se tiene cuidado, se pueden obtener falsos positivos por posible
contaminacion de las muestras (Toze, 1999; Rodriguez et al., 2009).

Generalidadesdel Virusde Hepatitis A

A pesar de que existen casi cerca de 100 diferentes tipos de virus humanos entéricos, son
norovirusy el virus de hepatitis A (VHA), los principal es causantes de gastroenteritis aguda
y hepatitis A respectivamente, asociadas al consumo de alimentos contaminados, sobre todo
en paises desarrollados (Kovac et al., 2009; Butot et al., 2009).

Lasrazonesdelafrecuenciade VHA son su estabilidad atemperaturaambiente, laresistencia
gue tiene este virus a pH &cido y a detergentes, y su capacidad para pasar a través del
estomago y salir del hospedero por € tracto biliar y ser eliminado en grandes concentraciones

en las heces (Martin y Lemon, 2006).

El VHA es € causante de la mayoria de las hepatitis agudas en e mundo (cerca del 50%).
La infeccidn generalmente es adquirida por la ruta fecal-oral, por contacto persona-persona
0 por consumo de agua o alimentos contaminados con heces (Jacobsen y Koopman, 2004;
Hussain et al., 2011; Cuthbert, 2001; Bosh et al., 2008).

Anualmente se reportan casi 1.5 millones de casos en e mundo, de los cualesentreel 10y
15% se presentan en turistas, |o cua representa una carga desde el punto de vistamédico y
economico (Kulkarni et al., 2009; Burgess et al., 2010; Lugoboni et al., 2012). De acuerdo a
lo reportado por el Centro parael Control y Prevencién de Enfermedades (CDC), € virus de
hepatitis A es |la cuarta causa de enfermedad transmitida por alimentos (Sair et al., 2002).

Clasificacion y organizacion del genoma

Hepatitis A es un término propuesto por Krugman y colaboradores (1967). Para 1973, se

identificapor primeravez a virus en heces de personas infectadas (Cristinay Costa-Mattioli,

2007). Esunvirusde ssRNA (+) (Hussain et al., 2011), no envuelto de 27-32 nm de diametro,
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de simetriaicosaédrica (Nainan et al., 2006). Es el virustipo del género Hepatovirus dentro
de la familia Picornaviridae. Es € uUnico miembro de los hepatovirus debido a
procesamiento de lapoliproteinaviral, lamorfogénesis del virony lasinteracciones del virus
con las células hospederas (Cristinay Costa-Mattioli, 2007).

Por la baja diversidad antigénica de las cepas del VHA, asociado a ato grado de
conservacion de los aminoéacidos de las proteinas de la capside, solo existe un serotipo, por
lo que se adquiereinmunidad de por vidadespués de lainfeccion (Pinaet al., 2001; Hollinger
y Emerson, 2001).

El genoma del VHA es de aproximadamente 7, 500 nucledtidos de longitud, con un marco
de lectura abierto (ORF) que codifica una poliproteina de cerca de 2225 aminoécidos,
dividido en tres regiones; en laregion P1 se localizan las proteinas de capside, mientras que

las regiones P2 y P3 estan las proteinas no estructurales.

Este ORF es precedido por la region 5’ no codificante (5'NCR), la cual representa
aproximadamente el 10% del genoma total, esta region se encuentra unida covalentemente a
una proteina virus-especifico (VPg) en la que se encuentra el origen de replicacion y € sitio
interno de entrada a ribosoma (IRES), lo que permite la traduccién por un mecanismo
independiente de cap (Kanda et al., 2010). Es importante mencionar que este IRES es Unico
entre los picornavirus y constituye el prototipo del tipo IRES111.

El genoma termina en una regién mucho mas corta, la3’"NCR que contiene un extremo poly
A (Pinté et al., 2007; Nainan et al., 2006).

L as regiones mas usadas para determinar genotipos son la C terminal de laregion VP3, €
amino (N) terminal de la region VPL, los 168 pares de bases de la region de unién entre
VP1/P2A, los 390 pares de bases delaregion VP1-P2B y laregion completade VP1 (Nainan
et al., 2006) (Figura l). Se sabe que de estas regiones, laregion del amino terminal delaVP1
es més variable que la region VP1/2A y que la region VP3 es relativamente conservada,
comparada con las otras dos (Pina et al., 2001; Costa-Mattioli et al., 2002).
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Figura 1. Genomadel VHA. Se muestran los productos de la traduccion y |as regiones més usadas para
diagndstico (Nainan et al., 2006).

Replicacién y traduccion

Una vez liberado el RNA gendmico al citoplasma, después de la descapsidacion de la
particula viral, el RNA es usado como plantilla parala replicacion. Dicho proceso se da en

direccion opuesta alatraduccion (Gauss-Miller y Kusov, 2002).

La sintesis del RNA ocurre en las membranas del reticulo endopléasmico celular, donde se
ensambla un complejo macromolecular de replicacion que contiene las proteinas virales no
estructurales que abarcan € segmento 2B-3DP de la poliproteina. (Martin y Lemon, 2006:
Cristina y Costa-Mattioli, 2007). Siendo 3CP°y 3DP° los mayores constituyentes del
complegjo (Gauss-Miiller y Kusov, 2002).

Al igua que con poliovirus, es muy probable que en la transcripcion del RNA, la proteina
cebador, tanto para la replicacion del RNA intermedio de sentido negativo, como para las
moléculas de RNA positivos sea VPg (Martin y Lemon, 2006: Cristina y Costa-Mattioli,
2007).
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En e ensamble de las particulas virales, se cree que los segmentos de la poliproteina
involucrados son, € extremo amino terminal de la cuarta proteina (probable) de la capside,
VP4 (también conocida como 1A), y e segmento que esta inmediatamente después de las
proteinas de lacapside (2A), y que representala extension del carboxilo terminal deVPL. Lo
que si se sabe es que € segmento VP1-2A es una estructura intermedia importante en la

morfogénesis del viron (Martin y Lemon, 2006).

Durante la traduccion se codifica una poliproteina, la cual se procesara en 11 proteinas a
través de una cascada de eventos proteoliticos (Pint6 et al., 2007), dicho procesamiento se
lleva a cabo en gran parte por la proteasa viral 3CP°. Es importante mencionar que el
procesamiento proteolitico de la poliproteina ocurre de forma simultanea con la traduccion
(Martiny Lemon, 2006; Cristinay Costa-Mattioli, 2007).

El primer evento de corte ocurre en la unién de 2A/2B mediado por la proteasa 3CP™. El
resultado es e precursor estructural P2-2A, que después es cortado por la proteasa para
generar dos proteinas precursoras de capside: VPO (VP4-VP2) y VP1-2A (también conocida
como pX), asi como la proteina de cgpside VP3 (Cristinay Costa-Mattioli, 2007).

De las 11 proteinas resultantes, VP1, VP2, VP3 y VP4 (region P1), son proteinas
estructurales y forman la cdpside del virus (Figura 1).

De estas cuatro, la proteinaVP1 eslamas externay junto con laVP3 son |os sitios donde se
encuentran losinmunodominios (Gharbi-K helifi et al., 2007; Tahk et al., 2012), mientras que
VP4 se necesita para el ensamble de la capside, pero no se ha detectado en virones maduros
(Nainan et al., 2006; Silberstein et al., 200) (Figura 1).

Las siete proteinas restantes son no estructurales, divididas en dos regiones y estan
involucradas en € proceso de replicacion del virus: las proteinas son 2A, 2B y 2C (region
P2),y 3A, 3B, 3Cy 3D (region P3) (Silberstein et al., 2009; Belalov et al., 2011). Aunque
ala proteina 2A se le asocia con las proteinas estructurales y sirve como una sefia para €
ensamble de los pentameros. Mientras que las proteinas que S son requeridas para la
replicacion son: 2B, 2C, 3A y 3B (esta ultimatambién conocida como VPg, lacual estaunida
covaentemente alaregion final 5’ y probablemente sirve como un oligo paralasintesis del

RNA), 3CP (unacisteina proteinasa responsabl e de | 0s procesos de corte post-traduccional es
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dentro de la proteina) y 3DP° (RNA polimerasa dependiente de RNA) (Kanda et al., 2010;
Gauss-Miller y Kusov, 2002).

Genotipos

Inicialmente se habian definido siete genotipos del virus de hepatitis A, basados en la
secuenciade 168 nucledtidos de laregion VPL/2A, pero después con la secuenciacion de 900
nucledtidos de laregion VPL, junto con € estudio de Costa-Mattioli y colaboradores (2002),
se hace una reclasificacion a seis genotipos, delos cuaesd |, 11 y 11l infectan al humano y
IV,V yVlinfectaasimios. Mastarde, Luy colaboradores (2004) confirman que e genotipo
I1'y VII eran dos sub-genotipos del genotipo Il a encontrar la relacion con la cepa
CF53/Berne del genotipo Il (Cristinay Costa-Mattioli, 2007; Nainan et al., 2006; Desbois et
al., 2010; Villar et al., 2006).

L os genotipos més prevalentes en el mundo y que infectan al humano son el | y 111. Pero es
el genotipo | € de mayor frecuencia (con una presencia de més del 80% de las cepas
detectadas), €l cua estadividido en dos subgenotipos. € IA y IB. (Villar et al., 2006), siendo
el genotipo IA e que se asociamas con las infecciones (Costafreda et al., 2006; Jothikumar
et al., 2005; Pinaet al., 2001).

A nivel mundia, e subgenotipo IA del VHA se encuentra con mayor frecuencia en la
poblacion de América del Norte, China, Japén y Tailandia, mientras que € genotipo 1B se
encuentra en Europa, Africa Oriente Medio, Austraia y Japon (De Paula et al., 2002).
Aungue se tiene reportes de la cocirculacion de maltiples genotipos en agunas regiones del
mundo. (Cristinay Costa-Mattioli, 2007; Nainan et al., 2006; Desbois et al., 2010; Belaov
et al., 2011) (Figura?2).
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Figura 2. Distribucion geogréfica de los genotipos de VHA. Los genotipos aislados de humanos se
muestran en color negro, los aislados de simios en color rojo. Las cepas PA21 (genotipo 111A), seaislaron
del mono lechuza panamefio y se muestran en verde (Cristinay Costa-Mattioli, 2007).

Epidemiologia

Las mejoras en las condiciones sanitarias y socioecondémicas han cambiado |os patrones de
distribucion y epidemiologia del virus del VHA, causando una disminucion de lainfeccion
en algunos paises, sin embargo se ha incrementado la vulnerabilidad de adolescentes y
adultos (Jacobsen y Wiersma, 2010). En la actualidad, |a poblacion mas afectada por dicha
infeccion son jévenes y adultos, en los que la enfermedad se manifiesta con mayor gravedad
en relacion con lo que sucede en nifios, quienes presentan infecciones asintomaticas (Toyoda
et al., 2009).

Como consecuencia de estos cambios, |os paises desarrollados (con una baja incidencia), a
importar alimentos de areas con una alta prevalencia del virus o vigiar a estos paises tienen
un incremento en los casos de hepatitis A sintomaticos y fulminantes, ya que las poblaciones
son més susceptibles (Hendrickx et al., 2008; Sanchez et al., 2007; Parasidis et al., 2013).

Dado que laincidencia de la infeccién varia considerablemente entre y dentro de |os paises,

se han descrito cuatro patrones epidemiol dgicos (Figura 3).
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1. Endemicidad alta, donde casi todas las personas han tenido contacto con el VHA en
lainfancia. Latransmision es de personaa personay |os brotes son poco comunes.

2. Endemicidad intermedia, donde la edad pico de presentacion es en adol escentes, pero
también afectaaadultosjovenes. Latransmision es de personaapersonao por comida
y agua contaminada, con brotes comunes.

3. Debgjaendemicidad, agui la edad de presentacion més comin es en el adulto joven
y los brotes son frecuentes.

4. Areasde muy bajaendemicidad, donde el adulto es quien presentala enfermedad con
mayor frecuencia, la infeccién se adquiere durante vigies a zonas de mayor
prevalenciay los brotes son escasos (Garcia-Juarez et al., 2008).
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Figura 3. Seroprevalencia de anticuerpos anti-VHA en las éreas correspondientes a los cuatro model os
deincidencia (Pina, 2001).

Patogenicidad

Lahepatitis A generalmente es unainfeccion agudadel higado y auto limitante. La gravedad
clinica de la infeccion varia de asintomatica a fulminante, no se tiene un tratamiento
especifico y la edad es e factor que més influye en e curso clinico de la infeccion, siendo

sintomética en solo e 4-16% de los nifios comparado con e 75-95 % de los adultos
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(Campagnaet al., 2012). Tiene unatasa de mortalidad de 0.3-0.6% alcanzando €l 1.8% entre
los adultos mayores de 50 arios (Fiore, 2004).

Aungue se desconoce la dosis infecciosa de VHA, la oficina de Administracion de
Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA-USA), estima que son entre 10 a 100
particulas virales (Pint6 et al., 2008), y a contener cada gramo de heces cercade 10° viriones

infecciosos, esta suele ser lafuente primaria de infeccion (Kovac et al., 2009).

Después de laingesta, los viriones [legan a los hepatocitos del higado a través de la sangre,
enloscualeslas particulas virales se replican, ensamblan y son secretadas alacaniculabiliar,
de donde pasaran a ducto hiliar e intestino delgado y seran excretados en la bilis y heces de

|as personas infectadas (Carter, 2005).

Transcurrido €l periodo de incubacion de 28 dias, que puede variar entre 15 a 50 dias, los
paci entes desarrollan sintomas gastrointestinales. Estos sintomas pueden ser fiebre, malestar,
nausea, vomito, dolor abdominal, orina oscura e ictericia. Sintomas menos comunes son
dolor muscular, comezon, diarrea, dolor de articulacionesy erupciones cutaneas. No setienen
datos clinicos de enfermedad crénica del higado o infecciones persistentes después de una
hepatitis A aguda (Franco et al., 2012; Lanford et al., 2011).

Laviremiay € pico de excrecion ocurren dentro de laprimeray segunda semana después de
la exposicion a VHA vy persiste en € periodo de la elevacion de las enzimas del higado y
disminuye a aparecer laictericia. Comparado con los adultos, los nifios e infantes pueden
arrojar VHA por un lago periodo, varios meses después del inicio delamanifestacion clinica
(Nainan et al., 2006; Tahk et al., 2012).

La respuesta inmune se da a inicio de los sintomas. Los anticuerpos inmunoglobulina M
(IgM), son detectados al inicio de las manifestacion clinica (entre la semanatres a la siete
después de la infeccidn), alcanzan un pico maximo alos 15 dias y disminuyen entre 3 a 6
meses después. Los anticuerpos inmunoglobulina G (1gG), aparecen después de los IgM 'y

persisten por afios después de la infeccidn, confiriendo inmunidad de por vida. Los
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anticuerpos IgA también se producen durante lainfeccion por un tiempo limitado (Cuthbert,
2001; Pina, 2001; Valdespino et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4 Evolucion de lainfeccion producida por € VHA (Pina, 2001).

Diagnéstico
Las pruebas seroldgicas son las métodos estandares en la busqueda de una infeccién por

VHA. Estas pruebas son necesarias para diferenciar la hepatitis A de otras hepatitis virales,

yaque |los sintomas son similares.
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El marcador serol6gico primario de unainfeccion agudade hepatitis A eslalgM, y se detecta
entre tres y cuatro dias antes del inicio de los sintomas y disminuye ocho semanas después
de larecuperacion, y su presencia ayuda a diferenciar entre unainfeccion reciente o antigua.
En la actualidad, la sensibilidad y especificidad de las pruebas disponibles comercialmente
para deteccion de IgM de hepatitis A es mayor a 95% (Fiore, 2004).

Ademés del suero, |os antigenos han sido detectados en heces, cultivos celulares y muestras
ambi ental es usando radioinmunoensayos e inmunoensayos enziméticos (Nainan et al ., 2006).
También se utilizan pruebas de |aboratorio para conocer lafuncion del higado. Las enzimas
que se detectan son la elevacion de la bilirrubina total, de la fosfatasa alcalina, aspartato
Aminotransferasa (AST), alaninaaminotransferasa (ALT) (Franco et al., 2012).

Otramolécula que se puede detectar durante |la etapainfecciosa es el RNA viral. Este puede
estar presente en muestras de sueros, y su deteccidon es una herramienta importante para
individuos asintométicos. La viremia puede detectarse antes del incremento en la
concentracion de ALT, y el RNA puede ser detectado aun después de que se hormalizan los
nivelesde ALT y los sintomas se hayan resuelto.

Amado y colaboradores (2008), propone la deteccién de RNA en saliva, por lo dificil que es
obtener muestras de sangre de nifios, a ser una técnica menos invasiva (Amado et al., 2008;
Tahk et al., 2012).

Prevencion

A principios de 1990, en los Estados Unidos, se otorga unalicenciay se produce unavacuna
segura y muy efectiva para la prevencion de hepatitis A, preparada con virus aislados de
Australia o Costa Rica (Cristina y Costa-Mattioli, 2007). En la actualidad, existen cuatro
vacunas de VHA inactivos. Una sola dosis provee de una excel ente proteccion por 1o menos
de dos afios en jovenes y se requiere de una segunda dosi s para una proteccién mayor (Jeong
y Lee, 2010).
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Otro método de prevencion son las inmunoglobulinas; preparaciones estériles de anticuerpos
concentrados (inmunoglobulinas), hechos de plasma de humanos, que dan proteccion acorto
plazo (1-2 meses). Son usadas por personas gue planean vigar alugares donde lainfeccion
tiene alta prevalenciay requieren una proteccion inmediata o que tienen contrai ndicaciones
de ser vacunadas. Las inmunoglobulinas se recomiendan a turistas menores de dos afios para

los que la aplicacién de la vacuna no esta permitida (Fiore, 2004).

Los programas de vacunacion han ayudado a reducir la incidencia de VHA en nifios,
cambiando los patrones epidemiol 6gicos (Barrientos-Gutiérrez et al., 2011). Ejemplo del
éxito de estos programas se daen Estados Unidos, en donde el aumento en €l uso delavacuna
desde hace diez afios favorecio la disminucién en laincidencia de hepatitis A; con solo 4488
casos agudos reportados durante el 2005, a diferencia de los 30,000 reportados en 1995
(Tallon et al., 2008), o Israel y Argentina en donde € numero de hospitalizaciones
disminuyeron (Hendrickx et al., 2008).

2. ANTECEDENTES

Epidemiologia del VHA en Méxicoy América Latina

América Latina era considerada un area con una alta seroprevalencia de hepatitis A, con
personas que se infectaban desde nifios (Poovorawan et al., 2002). Pero en estudios recientes
se muestra que la incidencia ha disminuido y en paises como Argentina, Bolivia, Brasil,
Venezuela, Chiley Uruguay se pasd de una seroprevalencia alta aintermedia (Franco et al.,
2012), aungue &l consumo de aguay alimentos contaminados contintia siendo lavia principal

de exposicion al virus de hepatitis A (Tanaka, 2000).

En México, se han realizados estudios serolégicos del VHA desde 1973 (Panduro et al.,
2011). Entre estos estudios estén el de Kumate y colaboradores (1973), donde reportan que
la presencia de anticuerpos contra VHA era de 75 y 84% en e grupo de preescolares y
escolares, respectivamente. En 1982, Ruiz-Gomez y colaboradoresinforman que lapresencia
de anticuerpos en nifios menores de cinco afos fue de 45%. Mientras que Bustamante y
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colaboradores en una encuesta realizada en €l estado de Chiapas en 1986, describieron la
presencia de anticuerpo de 97.2% en preescolares. Para 1999, Tapia y colaboradores
detectaron prevalencia del 40.5% en preescolares residentes de areas urbanas (Tapia-Conyer
et al., 1999; Vadespino et al., 2007).

En otro estudio realizado en el 2000 en seis paises de Latinoamérica, en € cua incluyeron a
México, los resultados muestran que en nuestro pais cercadel 70% de nifios entre 6-10 afios
y un 90% de los nifios entre 11 y 15 afios ya han estado en contacto con € virus (Tanaka,
2000).

De los reportes de seroprevalencia de anti-VHA maés recientes esta el de Lazcano-Ponce y
colaboradores (2013), donde se identifica que la vulnerabilidad de la poblacion esta en

funcion de laedad, laregion del pais donde se habite y €l nivel socioecondmico.

En dicho estudio muestran que la seropositividad incrementa con la edad. En |os estados del
sur del pais el antecedente de infeccidn es cinco veces mayor que en la Ciudad de México y
residir en localidades rurales también se vincula con una mayor preval encia de anticuerpos
contra VHA (Lazcano-Ponce et al., 2013).

L os cambios en las condiciones socioecondémicas en México han impactado en |os patrones
epidemiol 6gicos de transmision del virus, donde es posible identificar alta seroprevalencia
en entidades federativas del sur del pais, en estratos socioecondmicos bajos con deficiencias
sanitarias (agua, drengje). Una seroprevalencia de anti-VHA moderada en entidades
federativas del centro y norte del pais. También vinculado con variables socioecondémicas y
sanitarias. Y labaja prevaencia se empieza aobservar en la Ciudad de México y |os estratos
socioecondmicos atos. Ademés, de la disminucion de la frecuencia de infeccion en
preescolares y su desplazamiento a grupo de escolares y adolescentes (Vadespino et al.,
2007; Tanaka, 2000). Los nifios son especialmente vulnerables alainfeccion y la poblacion
adulta a desarrollar la enfermedad y con frecuencia tener complicaciones (Panduro et al.,
2011).
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Como se puede notar, lamayoriade |os estudios realizados en nuestro pais con respecto alas
infecciones por hepatitis A serealizan anivel seroldgico. Son pocos |os estudios que reporten
la presencia de este virus en el ambiente, en matrices como aguay alimentos.

Entrelostrabajos reportados sobre la deteccion del VHA en unamatriz ambiental, en México
sblo se ha publicado €l de Herndndez y colaboradores (2009) en € cua se menciona por
primera vez la presencia del genotipo IB en agua estuarina 'y € de Félix y colaboradores
(2010) en agua recreativa del estado de Sinaloa.

La deteccion de VHA en este tipo de matrices implica un reto metodol 6gico debido a los
tipos de muestras (agua, vegetales y otros alimentos), ala necesidad de contar con controles
positivos, aladificultad de cultivarlosy ala necesidad de hacer detecciones cualitativas y/o
cuantitativas (Martinez-Martinez et al., 2011; Solano-Ortiz, 2011).

Para el caso especifico del VHA, esun virusdificil de adaptar en sistemas de cultivo celular.
El método resulta largo, laborioso y costoso, ademas de que no se produce un efecto
citopético. Una aternativa viable son los métodos moleculares como PCR en combinacion
con métodos de clonacion. Esta aternativa metodol 6gica permite por un lado contar con una
herramienta sensible, especifica, rapida, cuantitativay por otro con un control positivo que
puede obtenerse directamente en el laboratorio. La clonacion de un segmento del genomadel
virus para la estandarizacion de la PCR y su posterior deteccion en matrices ambiental es,
hacen factible la realizacion de estudios epidemiol 6gicos para conocer la distribucion de los
genotipos viralesdel VHA.

Aungue en México las infecciones ocasionadas por € VHA pueden ser benignas, sobre todo
s lainfeccion se da en nifios, ya que elos no tendrédn una manifestacion clinica; se debe
realizar el monitoreo de |os virus presentes en agua o alimentos por € riesgo de infeccién de
la poblacion vulnerable; sobre todo si 10s alimentos que se consumen crudos como o son las
hortalizas y son regados con aguaresidual tratada. Esto puede tener incluso implicacionesen
salud, ademés de econdmicas al tratarse de productos de exportacion, yaque se han reportado

de brotes de hepatitis A asociados a alimentos (cebollas cambray y fresas) exportados de
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Meéxico. Tal es € caso de un brote de hepatitis A ocurrido en 2003 en Estados Unidos, a
causa de cebollas cambray importadas de México (Fiore, 2004; Carter, 2005). Y ante una
salud poblacional y econdmica mas globalizada, 1a hepatitis A puede tener repercusiones
econdémicas en el turismo y la exportacion de alimentos (Vadespino et al., 2007), por lo que

€s necesario contar con protocol 0s que permitan una deteccion rapiday oportuna.

Ademés de gque ninguna de |as normas mexicanas vigentes relacionadas con agua considera
como obligatoria la deteccion de virus como indicadores de contaminacion fecal, aun y
cuando los datos epidemiol dgicos reportan mas de 4,000,000 casos anuales de infecciones
gastrointestinales debidas a virus y a causas desconocidas, sin que, se especifique el agente
causal de la enfermedad. En este sentido se pretende con esta investigacion sentar las bases
para proponer al virus de hepatitis A como indicador viral de calidad de agua. Una
caracteristica deseable en dicho indicador es que se transmite por la via fecal-ora y puede

detectarse tanto en la matriz ambiental como en los individuos infectados.

Con métodos como la PCR, no solo se puede hacer una deteccion cualitativadel VHA, sino
también se podria hacer una cuantificacion de las particulas virales, abriendo la posibilidad
de redlizar andlisis més profundos, como evaluar € riesgo que implica la presencia de este

virus en agua y alimentos.
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Objetivo general

Implementar un método parala deteccion del VHA en matrices ambientales.

Objetivos particulares

Sintetizar controles positivos para el andlisis de VHA en matices ambientales a partir
de laclonacion de un fragmento del genomaen e pléasmido pTZ57R/T.

Estandarizacion de latécnica de PCR parala deteccion de VHA en agua.

Aplicacién de los controles positivos y protocolo de PCR de punto final desarrollado

parala deteccion de virus de la hepatitis A en aguaresidua y residual tratada.
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METODO

Extraccion deRNA y RT-PCR

Paralaextraccion del RNA se usaron 140 ul de muestras de agua obteniendo un concentrado
final de 60 pL de RNA usando € kit QIAamp Viral RNA (Qiagen, Inc., Valencia, CA).
Seguin las instrucciones del fabricante, a la muestra se le adicion6 primero e buffer
AV L+carrier, después etanol. Esta mezcla (muestra + buffers) se vertié en una columna 'y
centrifugo. Posteriormente se le agrego e buffer AW1y & AW?2, y se centrifugo en cada
paso, para asi finalmente, obtener los acidos nucleicos en e buffer AVE (proporcionado en
el kit). El control usado para la extraccion fue el HAV RNA Working Reagent for Nucleic
Acid Amplification Techniques de NIBSC (cédigo NIBSC 01/488), para Enterovirus se usd
como control positivo la vacuna contra poliomidlitis (VOP- BIRMEX).

Paralareaccion detranscripcion reversa (RT) seutilizé € kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis (Roche) usando €l oligonucledtido HAV 2 Rv auna concentracion de 2 uM (Tabla

6) y siguiendo las instrucciones del kit.

Condicionesdela PCR

Paraamplificar el virus de hepatitis A (VHA), serealiz6 una PCR anidada usando dos juegos
de oligonucledtidos; HAV1-HAV2 y HAV3-HAV4, que amplifican la region VP1/2A
reportados por Pina y colaboradores (2001) (Tabla 6). El tamafio de banda del fragmento
mayor esde 532 pb y €l del fragmento menor es de 436 pb.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen de 25uL con una mezcla de 2.5uL de
buffer ThermoPol 10X, 0.5uL de dNTPs 10mM, 0.5uL de cada oligonuclettido 10mM, 3uL
de cDNA, 18uL de agua y 1.25U de la enzima Tag DNA polimerasa (BioLabs). Las
condiciones de corridafueron 3 min., a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 1 min., 42°C

por 1 min., 72°C por 1 min., con unaextension final de 5 min., a72 °C.
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La PCR para la amplificacion de enterovirus se realizd usando los oligonucledtidos que
amplifican laregion 5"NCR reportados por Le Guyader y colaboradores (1994) (Tabla6). El
tamario de banda del fragmento fue de 196 pb.

La reaccion de PCR se realizo en un volumen de 25uL con una mezcla de 2.5l de buffer
ThermoPol 10X, 0.5uL de dNTPs 10mM, 0.5uL de cada oligonucledtido 25pM, 3uL de
cDNA, 18uL deaguay 1.25U delaenzimaTag DNA polimerasa (BioLabs) Las condiciones
de corridafueron 1 min., a 94°C, seguidos de 33 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 30 s, 72°C

por 25 s, con una extension final de 7 min., a 72°C.
Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa a 1.8% (GIBCO BRL, Life
Techbiologies, Inc. Grand Island, NY) tefiidos con bromuro de etidio para su visualizacion,

en un transiluminador.

Tabla 6. Oligonucledtidos especificos para € virus de hepatitis A y enterovirus.

Oligonucledtido Secuencia (5 —» 3')* Tamafio del producto
(pb)
HepatitisA
PCR 1
HAV 1 Fw TGCAAATTAYAAYCAYTCTGATGA 532

HAV 2 Rv TTTCTGTCCATTTYTCATCATTC

PCR 2
HAV 3 Fw TTYAGTTGYTAYTTGTCTGT 436

HAV 4 Rv TCAAGAGTCCACACACTTC

Enterovirus
Ev Fw TCCGGCCCCTGAATGCGG 196
Ev Rv CACCGGATGGCCAATCCAAT
*Y=CoT
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Clonacién molecular y secuenciacion del control positivo

Para la clonacion, el fragmento de la region VPL/2A del VHA obtenida a partir del PCR
anidado se insert6 en el vector pTZ57R/T (InsTAclone PCR cloning kit, Thermo Scientific)
(Figura 5), mediante una reaccion de ligacion con la enzima T4 DNA ligasa. Después se
realizo latransformacion de las bacterias competentes e incubaron con agitacion durante una
horay mediaa 37 °C en medio Luria Bertani (LB) con antibiotico. Transcurrido este tiempo,

se plaguearon en cajas Petri con medio LB-solido a 37 °C toda la noche.

Unavez obtenidas las clonas, fueron seleccionadas cuatro para ser propagadas en las células
competentes Escherichia coli DH5a. (Invitrogen) en el medio Luria Bertani (LB, Difco) con
ampicilina. A la par, se realizd una PCR de colonia para corroborar que las clonas
seleccionadas tuvieran el plasmido con € inserto (Figura 7). Por ultimo, e plasmido fue
purificado con € kit QIAprep (QIAGEN).

Posteriormente, las clonas, se secuenciaron usando los oligonucledtidos incluidos en € kit y
que amplifican laregion del Sitio de Clonacion MUltiple. Los productos secuenciados fueron
comparados con la base del Gen Bank del NCBI (Anexo).
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Figura 5 Mapa del Vector pTZ57R/T (Thermo Scientific). Se muestra el sito del replicon (rep (pMB1)), sitio de
clonacién mdiltiple (MCS), gen para seleccion de colonias recombinantes (lac Z) y gen que confiere resistencia a

ampicilina (bla (Ap ).
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Limite de deteccion

Para conocer € limite de deteccion de la técnica se hicieron diluciones seriadas de DNA de
laclona Al alas siguientes concentraciones. 1ng/pL, 0.1ng/uL, 0.01 ng/uL y 1pg/uL y se
visualizaron en un gel de agarosa a 1.8%.

Control externo

Como parte del andlisis de las muestras ambientales, se uso alaclonay la vacuna contra la
poliomielitis (V OPtipo Sabin) como control externo enlaPCR, esta Gltimo en un solo ensayo
porgue no fue posible contar con mas vacuna debido a la restricciones de venta.

En & ensayo donde se uso la clona como control externo se mezclé 3uL (1ng/ pL) de
plasmido con 3 uL del extracto de RNA de cada una de las muestras, esto se usO para la

reaccion de PCR.

Al usar la vacuna contra la poliomielitis € ensayo consistié en inocular 100 uL de VOP
(1x10* particulas virales por pL) en un volumen de 1.5mL en cada una de las muestras de

agua, delacual seredizd laextraccion.

Potenciadores o adyuvantes

Ademas dd control externo, en un principio, se hicieron ensayos usando Albumina de Suero
Bovino (BSA 25X), Dimetilsulfoxido (DM SO 5%) y diluciones (1:10,1:20 y 1:100) en solo
tres muestras de Xochimilco que habian sido inoculadas con VOP, con € objetivo de
encontrar cudl de estos tres procedimientos era € mas efectivo para minimizar las
inhibiciones presentes a momento de realizar las amplificaciones por PCRs.

Posteriormente, en € andlisis de las demas muestras de agua, sdlo se us0 DMSO como
potenciador, por 1o que para encontrar la concentracién con mejor efecto, se construyo una
curva de concentracién que iba de 2.5 a 10% de DM SO. Pararealizar la curva se usaron un

total de 8 muestras de X ochimilco inoculadas con VOP.



Anadlisisdel virusde hepatitis A en muestras de agua

Se analizaron trece muestras de agua residual tratada de la Planta de Tratamiento Cerro del
Agua de Ciudad Universitaria de 2012 y 2013 (PUMAGUA), 31 muestras de agua ddl rio
Magdalena, D. F., de 2012 y 2013, y 21 muestras de agua residual tratada del Valle del
Mezquital, Hidalgo.

Tanto la extraccion del RNA como la RT-PCR de cada muestra se realizaron siguiendo los
protocol 0s descritos anteriormente.

Como parte del andlisis de las muestras de cada uno de los sitios, se realizaron dos ensayos
por separado. El primero consistié en mezclar 3uL de plasmido (1ng/ pL) usado como control
positivo y 3uL del extracto de RNA para redizar la amplificacion, y de esta forma usar al
plasmido como control externo. El segundo ensayo fue para detectar al VHA en cada unade
las muestras de agua. En ambos procesos, se le adicion6 DM SO a una concentracion final de
5%.

RESULTADOS

Obtencion del fragmento del VHA por RT-PCR

Se obtuvo un producto de 436 pb de laregion VPL/2A apartir del control NIBCS'y de heces,
usando dos enzimas (Pfu y Thermo Pol) (Figura 6). El producto de PCR que se utiliz6 para
la clonacion fue el que se obtuvo a partir del control de NIBCS y usando la enzima Thermo
Pol, esto Ultimo porque esta enzima deja extremos de adeninas, condicion necesaria en el
proceso de ligacién al usar e vector pTZ57R/T.

Clonacién del fragmento del VHA

Con laPCR de colonia que se realizo se corrobor6 que solo tresdelas clonas (A1, A2y A3)
seleccionadas para ser propagadas en medio liquido tenian el plasmido con € inserto. El
producto obtenido a partir de los oligonucleotidos proporcionados por € kit fue de 588 pb

considerando el tamario del insertoy el del plasmido (Figura 7).
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El producto fue secuenciado para asegurar que €l amplicon pertenecia a VHA. Estas
secuencias se analizaron con el BLAST en la base de datos del Centro Naciona para la
Informacién Biotecnoldgica (NCBI por su siglas en inglés) y se encontré un 100% de
identidad con el VHA (ver anexo I1). Segun datos del proveedor, e VHA usado como control
pertenece ala cepa HM 175.

i

S—— e o an dBs s
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Figura 6. Amplificacion del fragmento VPL/2A obtenida por PCR. Las muestras 1, 2, 3 'y 4 son del control de
NIBCSYy con laenzima Thermo pol. Las muestras 5, 6, 7y 8 son del control de hecesy a9, 10, 11y 12 son
del control de NIBCS'y con la enzima Pfu; ¢- es € control negativo. EI marcador molecular usado fue 100 pb.
Tamario de banda de 436 pb.

Al A2 A3 A4 MM

< 588pb

Figura7. PCR de coloniaparalaamplificacion delasclonasconinserto; A1, A2y A3. El marcador
molecular usado fue de 1 Kb. Tamarfio de banda de la clona con inserto es de 588 pb.
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Unavez purificada el plasmido con € inserto VP1/2A del VHA, serealizé una PCR con los
oligonucledtidos que amplifican la region pequefia, obteniendo un producto de 436 pb
(Figura 8).

436 pb

L -

Figura 8 Region amplificadaa partir de clonas con inserto. La concentracion de Al, B1y C1 fue
de 1ng/uL; A2, B2y C2 0.1ng/uL. Marcador molecular de 100 pb.

Delasdiluciones que se hicieron para conocer € limite de deteccion, se observa que es hasta
0.01 ng/pL donde aln se puede ver una banda bien definida (Figura 9), la cua equivae a
27.9 x 10° genomas por microlitro.
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436 ph

Figura9. Amplificacion delaclonaalas concentraciones (1) 1ng/pL, (2) 0.1ng/pL y (3) 0.01 ng/uL . Marcador
molecular usado fue de 1 Kb. Tamafio de banda 436 pb.

Control externoy deteccion del virus de hepatitis A en agua

Las primeras diez muestras de agua residual tratada que se analizaron para la deteccién de
VHA fueron de los canales de Xochimilco y en ninguna hubo amplificacion. Al inocular
como control externo la misma clona usada como control positivo, se encontré que en sélo
dos muestras hubo amplificacion del plasmido inoculado. El resultado que se obtuvo a
inocular polio vacunal (VOP) fue similar a obtenido a inocular € plasmido, solo en dos

muestras se dio laamplificacion (Figura 10).
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| 195pb

Figura 10 Amplificacion de VOP inoculado en muestras de Xochimilco. El marcado molecular de 100
pb. Tamafio de banda de 196 pb.

Para tratar de disminuir la inhibicion en las muestras de Xochimilco, se usaron adyuvantes
(BSA y DMSO) y diluciones del extracto de cada muestra, encontrando que es con el BSA
con e que se logran cuatro amplificaciones, sin encontrar diferencia al usar juntos BSA -
DMSO, asi como también no se observa un efecto positivo a usar las muestras diluidas
(Figural1l) (Tabla7).
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Figura 11. Deteccion de VOP inoculado en muestras de agua de Xochimilco al usar BSA, DMSO y diluciones. Figura a) se
tienen las muestras a las que se les agregd BSA 25X; figura b) las muestras alas que se les agregb DM SO 5% y figurac) €
uso conjunto de BSA-DMSO. Las diluciones fueron 1:10, 1: 100, 1: 20 y Directo. Marcador molecular usado fue de 100 pb.
Tamario de fragmento de 196 pb.
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Tabla7. Amplificacion positiva en las muestras de X ochimilco inoculadas con VOP (n=3).

Muestra

BSA 25X-DM SO 5%

BSA 25X DM SO 5%
Directa 3/3 2/3 3/3
1:10 1/3 1/3 0/3
1:100 0/3 0/3 0/3
1:20 0/3 0/3 0/3

L os resultados de la curva de DM SO muestran que |os mejores resultados son a usar DM SO

al 5%, al tener un mayor nimero de muestras positivas (Figura 12) (Tabla 8).
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DMSO 7.5%

196 pb

DMSO 7.5% DMSO 10% '

Figura 12. Efecto del DMSO a diferentes concentraciones en la deteccion de VOP inoculado en muestras de
Xochimilco. a) Concentracion de 2.5 %; b) concentracion de 5%, ¢) 7.5% y d) 10%. Marcador molecular usado fue
de 100 pb. Tamafio de banda de 196 pb.
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Tabla8. Efecto del DM SO adicionado a diferentes concentraciones a las muestras de agua

residual de los canales de X ochimilco inoculadas con VOP.

Concentracion de DM SO

2.5%

5%

7.5%

10%

Muestras positivas (n=38)

4/8

6/8

3/8

2/8

Auny cuando es con el BSA con € que selograuna “mejor” amplificacion, se decidi6 usara

al DM SO a 5% con € adyuvante para el andlisis de las muestras de agua restantes.

Como se muestra en la tabla 9, en € rio Magdalena solo se logré la deteccion del control
externo en un 51.5%, alin y cuando se agregé DM SO (Figura 13 A). Mientras que para las
muestras de los sitios de Ciudad Universitaria (Figura 14 A) y Valle del Mezquital (Figura

15 A), se detecto € plasmido en un 100% y 95.1% respectivamente.

Ladeteccion de VHA en € rio Magdalenafue positivaparael 12.9% de las muestras (Figura
13 B), mientras que para el Valle del Mezquital fue de un 14.2% (No se muestran gel).

Tabla 9. Muestras positivas parala deteccion del virus de hepatitis A en los diferentes sitios.

Muestras N | Control endégeno VHA
PUMAGUA, UNAM 13 |13 (100%) <1
Rio Magdalena, D.F. 31 |16 (51.5%) 4 (12.9%)
Valle del Mezquital, Hidalgo 21 |20 (95.1%) 3 (14.2%)
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Figura 13. Deteccion de VHA en muestras de agua del rio Magdalena de las temporada lluvias y secas. Las
muestras que dieron positivo para € plasmido inoculado (A). En lafigura B estén las detecciones de VHA.
El marcador molecular usado fue de 100 pb. Tamafio de banda de 436 pb.
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Figura 134. Deteccién de VHA en muestras de agua de la Planta de Tratamiento del Cerro del Agua (PTECA), Ciudad
Universitaria. Se presentan las muestras positivas para € plasmido inoculado (A) y en los resultados de la PCR para la
deteccion del VHA (B). El marcador molecular usado fue de 100 pb. Tamafio de banda de 436 pb.
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DISCUSION

El uso de técnicas de biologia molecular ha propiciado avances en muchas areas cientificas.
La PCR, usada como herramienta, permite la deteccion oportuna de agentes infecciosos que
representan un potencia riesgo parala salud humana. Pero esta, es unatécnicaen lacual se
deben tener varias consideraciones a momento de usarla, para que los resultados que se

obtengan sean confiables.

Uno de los problemas que se presentan con frecuencia, es la eleccion de un control positivo,
y mas cuando se trabaja con virus dificiles de ailar o que representen un peligro biolégico
propagarlos, por 1o que € uso de moléculas de acido nucleico sintético como controles
positivos para su deteccion y cuantificacion hasido aplicado exitosamente para al gunosvirus
(Martinez-Martinez et al., 2011).

En & caso particular, € virus de la Hepatitis A es dificil propagar, ya que para lograr
estandarizar la técnica de cultivo de las células que se infectaran se requieren hasta tres
semanas, y una vez que se han inoculado con VHA no se logra un claro efecto citopético
(Nainan et al., 2006; Bofill-Mas et al., 2013). En México, apesar de ser un virus con unaata

prevalencia en la poblacion, es complicado poder obtener muestras clinicas positivas.

La estrategia seguida en estainvestigacion fue amplificar un segmento del genomadel VHA
por PCR y posteriormente clonarlo, y de esta forma obtener un control positivo. El material
utilizado como control para obtener e segmento para la clonacion es un Estandar
Internacional usado para Ensayos Tecnologicos de Amplificacion de écidos nuclécos para
hepatitis A propuesto por la Organizacion Mundia de la Salud (Saldanha et al., 2005). El
segmento que se amplificO se obtuvo dd Instituto Nacional de Control y Estandares
Bioldgicos, UK (NIBSC, por sus siglas en inglés). Este a pesar de ser un excelente control,
es costoso o cua vaen contra de laidea de contar con un método de deteccion de VHA en
muestras ambientales que sea factible de utilizar. La clonacion del segmento VP1/2A del

genoma del VHA ofrece una alternativa metodol 6gica para contar con un control positivo.

46



El producto de PCR que se usd para la clonacién fue e amplificado por la enzima Thermo
pol, ya que aunque laenzima Pfu es una enzima con unaaltafidelidad, esta no deja extremos
de adeninas, mientras que la enzima Thermo pol si. Dichos extremos de adeninas son
necesarios para hacer lareaccion de ligacion entre el segmento aclonar y € plasmido.

Lo que se debera es seguir trabajando en obtener limites de deteccion mas bgos, ya que
aungue la PCR de punto final tiene menor sensibilidad que la de tiempo real, si se tiene
reportes en los que se halogrado detectar desde 100 particulas/ml, inclusive menos.
Paraladeteccion del VHA en muestras ambiental es fue necesario un control externo parala
PCR, por las inhibiciones, ya que trabagjar con muestras ambiental es representa un gran reto
por la cantidad de sustancias presentes (materia organica, metales pesados, bacterias, etc.).
Y s no se usa un control externo, se corre e riesgo de que una muestra que resulte negativa
(sin banda), se podria deber a una posible inhibicion, ya sea por mal funcionamiento del
termociclador, por unamezclaincorrecta de la PCR, por la presencia de sustancias quimicas
0 aunaactividad deficiente de la DNA polimerasa (Hoofar et al., 2004).

El control externo que seeligié a principio fuelavacunacontrapolio (VOP), lacua contiene
polio 1, 2y 3, y es de las mas utilizadas como control positivo para amplificar enterovirus
(EV) (polivirus, echovirus, coxsakievirus y enterovirus). Y a igua que hepatitis A, es
miembro de la familia Picornaviridae, presentan regiones del genoma muy conservadas,
como laregion 5’'NCR usada en este ensayo, razon por lo cual se considerd factible su uso
para validar €l ensayo del VHA durante el proceso de extraccion y amplificacion del acido
nucléico (Costafreda et al., 2006). Ademas, se cuentan con reportes donde se documenta el
uso de otros virus como controles internos 0 externos en los procesos de extraccion y
amplificacion de hepatitis A, casos como € que reporta Di Pasgual e et al (2010) donde usan
Cdlicivirus felino (FCV) o Costafreda y colaboradores (2006) a Mengovirus (cepa vM Co),
como control interno de amplificacion. Desafortunadamente yano se pudo seguir trabajando

con lavacuna como control externo, porgue hay restricciones en su venta.

En las muestras de Xochimilco en las que se les inocul6 VOP no hubo amplificacion,
posiblemente por la presencia de materia organica (&cidos humicos o fulvicos) y metales
pesados que pudieran estar interfiriendo con la actividad de la polimerasa. Haciendo una

revision bibliografica, encontramos que existen compuestos quimicos (potenciadores,
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adyuvantes o facilitadores) que disminuyen los efectos de las sustancias inhibidoras, ya sea
aumentando la especificidad y rendimiento de la PCR, permitiendo la amplificacién de
secuencias de DNA ricas en GC y/o incrementa la fidelidad de |a sintesis de DNA (Abu y
Radstrom, 2000). Por lo que se utiliz6 aBSA y DM SO como adyuvantes.

L as diluciones realizadas no produjeron ningun efecto en las amplificaciones, por 1o que se
decidié no seguir con estas, por |os posibles efectos negativos, porque a diluir no solo se
diluye ala(s) sustancia (s) inhibidora(s), sino también ala moléculablanco. En los ensayos
donde se usd6 BSA-DMSO juntos, no se encontré ninguna diferencia con respecto a si se
usaban por separados, y de igual formay en base a estos resultados, solo se continuo
trabgjando con é DM SO como adyuvante. Esto porque en los ensayos muestra la misma

eficienciaque el BSA.

Buscando tener la concentracion optima del DM SO, se hizo una curva de concentracion,
encontrando que a 5% se da la amplificacién de una banda bien definida, mientras al 10%
el efecto esinhibitorio. Nuestro resultado concuerda con la literatura, en la cual se reporta
que es a 5% la concentracion optimay que al 10% se presenta unainhibicion en la actividad

de latag en un 50 % (Espinosa, 2007).

En las muestras de agua del rio Magdalena solo se logro la deteccion del control externo en
un 51.5% agregando DMSO. La inhibicion presente en las muestras podria deberse a
presencia de material genético de poblaciones microbianas, ala cantidad de materia orgénica
disueltao alapresenciade salesde Cacio y Magnesio (Jujnovsky et al., 2010), debido aque
estos componentes pueden tener un efecto directo sobre la enzima polimerasa. En las
muestras de Ciudad Universitariay Valle del Mezquital, se detect6 el plasmido en un 100%
y 95.1% respectivamente. En estas muestras encontramos que adicionar DM SO tuvo un
efecto positivo.

Es importante mencionar que € tipo de tratamiento que se le dé auna muestra, dependera de
las caracteristicas de estd. Y que existen técnicas como las columnas de sefadex,

ultracentrifugacion de gradiente de cloruro de cesio, tratamientos con resinas de intercambio
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ionico o la precipitacion con Polietilenglicol (Toze, 1999; Fong y Lipp, 2005), quejunto con
los adyuvantes mejoran la remocion y disminucion de los efectos de los inhibidores en la
amplificacion, por lo que se debe considerar € uso de ambos.

Y que adyuvantes como € N,N,N-trimetilglicina (betaina), la formamida, € glicerol, los
detergentes no ionicos, la abumina de suero bovino, € polietilenglicol y € cloruro de
tetratilamonio (Frackman et al., 1998), se deben considerar, para futuras investigaciones,
tomando en cuenta el tipo de muestras al momento de la eleccidn, asi como la concentracion
alacual este tiene un mejor efecto, que se verareflgjado en € rendimiento y especificidad
delaPCR.

El nimero de muestras ambientales positivas parael VHA fue bajo, esto puede deberse a 1)
que €l virus no esté presente en lapoblacion, por |o tanto no se encontraraen el aguao 2) que
el limite de deteccidn de la técnica es alto y no es posible detectarlo si este se encuentra a
baja concentracién. Aunque factores como volumen de muestra concentrado, la eficienciaen
laextraccién de los acidos nucl éicos, |a presencia de componentes inhibidores en lareaccién
y la formacion de productos en la PCR afectaran el limite de deteccion (Savichtcheva y
Okabe, 2006).

CONCLUSIONES

e Selogro laobtencion de controles positivos parala deteccion del virus de hepatitis A
por RT-PCR a través de la clonacion, la cual resultdé ser una técnica rapida y

econdmica, comparado con la opcién de comprar € control del VHA.

e Incluir un control externo durante la amplificacion nos permitio descartar falsos
negativos debido a posibles inhibiciones. Por |0 que se recomiendaincluir un control
enddgeno o externo desde la extraccion, para poder descartar que los resultados
negativos no se deban problemas en este paso.

e El uso del DMSO para disminuir las inhibiciones presentes en algunas muestras

resultd una buena estrategia, a tener un efecto positivo en las muestras de Ciudad
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Universitariay Vale del Mezquital, al ser las muestras donde el control externo se
pudo detectar casi a 100%. Sin embargo, se recomienda utilizar un tratamiento

adiciona paralograr una mejor remocion de inhibidores.

Es necesario dirigir los esfuerzos para aumentar la sensibilidad y especificidad de
ésta técnica, con lafinalidad de eliminar los contaminantes que interfieran en éstay

disminuir los costos en la deteccion del VHA.

Se logr6 generar una herramienta que permitira la deteccion rapida y oportuna del
VHA, con la cua se podra evaluar la ocurrencia del virus en muestras ambientales,

ayudando a evitar brotes o epidemias.
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ANEXOS

Anexo |. Tabla con las claves de las muestras analizadas.

Nombredel sito Clave

RIO MAGDALENA
Segundo Dinamo AN4
Primer Dinamo ANG
Antes de |la planta potabilizadora AN7
Después de la planta potabilizadora AN5
Terminal de autobuses Benito Juarez ZU1l
Rio Magdalena antes de confluencia con €l rio Eslava ZU3
Confluenciadel rio Magdalenay Eslava ZU5
Hospital Angeles ZU9
Presaanzaldo ZU10
Viveros de Coyoacan ZU11

XOCHIMILCO
San Gregorio SG
Santisima Sa
Cuemanco Cu
Chinampa Experimental Ex
Tezhuilo Te
VALLE DEL MEZQUITAL

Salida Hopital A Sal Hosp A
Salida Hospital B Sal Hosp B
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Planta de Bombeo Churubusco Lago
Licuadora
Endo entrada
Endo salida
Salto Tlamaco
Cerro Colorado
Piezometro
Pozo Tofo
Pozo laVirgen
Pozo laNoria
CIUDAD UNIVERSITARIA

Planta de Tratamiento Entrada, Cerro del Agua

IPBCHL

Licu

End ent

End sal

Salto Tlamaco
Ccol

Piez |

Pozo Tofo
Virgen

Noria

PTECA
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Anexo Il. Se compararon |las secuencias de cada clona en la base de datos del GenBank y se
muestraimagen de la pantalla con €l resultado.
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