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INTRODUCCION

A nivel mundial, la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es un problema de Salud
Publica y representa una causa importante de morbilidad y mortalidad en la
poblacion infantil entre 7 meses y 2 afios de edad. Anualmente, causa la muerte

de 4 millones de nifios menores de 5 afios en Asia, Africa y América Latina.

La importancia de los Astrovirus humanos (HAstVs) asociados a la EDA infantil ha
sido documentada en la literatura a medida que se han desarrollado métodos de
prueba para el diagnéstico en el laboratorio con una alta sensibilidad y
especificidad para su identificacion; los cuales han permitido una mejor
comprension de la epidemiologia de éste agente viral. Actualmente, se han
identificado nueve serotipos (equivalentes a los genotipos existentes) de HAstVs
(HAstV-1 / HAstV-8 y el MLB1) con base en su reactividad con anticuerpos
policlonales, mediante  ensayos de inmunomicroscopia  electrdnica,
inmunofluorescencia, neutralizacion, inmunoenzimaticos y con técnicas

moleculares como la genotipificacion y el andlisis de secuencias.

En México existen escasos estudios sobre el papel que juegan estos agentes en la
EDA en la poblacion infantil, por lo tanto, en este trabajo se pretende el uso de
técnicas de biologia molecular, como la RT-PCR con el propésito de ampliar la
cobertura diagnostica de la gastroenteritis viral, asi como conocer el panorama
epidemioldgico de HAstVs en el pais. Para éste fin, se seleccionaron 812
muestras de pacientes menores de 5 aflos que presentaron cuadros de
gastroenteritis aguda (GA) con deshidratacion severa, pero negativas a Rotavirus
por la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE). Se realiz6 un
tamizaje inicial por medio del inmunoensayo enzimatico (ELISA) para HAstVs, a
partir de lo cual se seleccion6 como control positivo la muestra con clave 1852

para la optimizacion de la técnica de RT-PCR.

Para dicho proceso se consideraron las siguientes variables:



e Reactividad cruzada de los iniciadores Mon 340/348: donde se
incluyeron muestras positivas a otros virus gastrointestinales (Cepa
prototipo PRICE de Rotavirus; Adenovirus y Norovirus) y Unicamente se
obtuvo amplificacion la muestra positiva a HAstVs.

e Limite de cuantificacion y de deteccion: donde se obtuvo que a una
dilucién 2 x 10'%* de la muestra control, aun podia observarse una
amplificacion.

e Variacion en la cantidad de enzima: Se probaron con diferentes
cantidades de enzima Titan, llegando a la conclusion del uso de 1 pL en la
mezcla de reaccion.

e Variacion en el volumen de ARN molde: de igual manera en que se vario
el punto anterior, se realizd6 con el ARN molde, observando que 5 uL de
ARN molde era 6ptimo para una amplificacion adecuada.

e Variacion de la temperatura de almacenamiento de los extractos de
ARN viral: durante el ensayo, se pudo observar que la intensidad de la
banda que se asocia a la amplificacion del control positivo disminuia
considerablemente. Dicho control se almacenaba a -20° C; por lo tanto se
considerod la posibilidad de almacenarlo a -70° C; observando que en esta
ultima temperatura ya no habia una degradacion de consideracion.

Una vez optimizada la RT-PCR, se seleccionaron 28 muestras positivas, 5
muestras indeterminadas y 112 muestras negativas a ELISA para su analisis por
la técnica de RT-PCR; obteniéndose un 26.9% de muestras positivas para la
deteccién HAstVs por esta técnica; donde el grupo de edad con mayor incidencia
fue del rango de los 7-24 meses, observando una mayor presencia en los meses

de invierno (diciembre-enero) en los estados de Tamaulipas y Michoacan.

Por otra parte, se observo que 11 muestras negativas a HAstVs e identificadas por
ELISA, fueron positivas mediante la técnica de RT-PC, demostrando que ésta

ultima es mucho mas sensible y especifica que el ELISA.



El trabajo experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Virus
Gastrointestinales del Departamento de Virologia del Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE). La obtencién de los
recursos para su elaboracion fueron obtenidos con el apoyo del INDRE vy del
Proyecto CONACYT SALUD-2009-01-113740 “Desarrollo de un Programa
de Vigilancia Epidemiolégica de la Gastroenteritis Viral Infantil en México”,
bajo la direccidon de la Dra. Herlinda Garcia Lozano y la asesoria técnica del

M en C Fabian Gomez Santiago.
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Diagnéstico Molecular de Astrovirus Humanos (HAstVs)

1.1 Importancia de la Gastroenteritis Viral.

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es un problema de Salud Publica y representa
una causa comun de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo. Diversos estudios
han demostrado que existen mas de 700 millones de casos de diarrea aguda por
afo, y que el grupo de edad mas propenso a sufrir esta enfermedad son los nifios
menores de 5 afos. La mortalidad asociada con la gastroenteritis ha sido estimada
entre 3 y 5 millones de casos por afio, de los cuales, la mayoria han ocurrido en

paises en vias de desarrollo (Wilhelm, I. y col. 2003).

La Gastroenteritis Aguda (GA) tiene diversos agentes etiol6gicos, entre los que
destacan: Salmonella sp., Campylobacter sp. y Shigella sp., principalmente en
adultos, mientras que en infantes, son los virus los principales agentes causales
(Rotavirus). La gastroenteritis infecciosa producida por agentes de etiologia
desconocida continda siendo una causa importante de enfermedad y muerte en

paises desarrollados y en vias de desarrollo (Eiros, J. y col. 2007).

Desde 1940, los virus han sido asociados como agentes que dan origen a la GA, asi
como las bacterias y los parasitos. Pero no fue hasta 1972 que Kapikian y su grupo
de investigacion identificaron por primera vez al virus Norwalk en heces, después de
un brote de diarrea, como una causa de gastroenteritis aguda. Un afio mas tarde,
Bishop y su grupo de trabajo observaron la presencia de Rotavirus en la mucosa
intestinal de un nifio con GA, y es hasta 1975 que Astrovirus y Adenovirus entérico
fueron identificados en heces de nifios con GA. Desde entonces, el nimero de virus
asociados con la GA ha ido incrementandose. De esta manera, los Coronavirus,
Picobirnavirus, Pestivirus y Torovirus, que producen diarrea en animales, han
emergido como causantes de gastroenteritis viral en humanos (Wilhelm, I. y col.
2003).

Principalmente, los agentes patdgenos virales mas asociados a la Gastroenteritis
Viral Aguda (GVA) son: Rotavirus, Calicivirus humanos (que comprende los géneros
Norovirus y Sapovirus), Astrovirus, Aichivirus y Adenovirus entéricos 40 y 41 (figura
1) (Chen S. y col, 2007; Le Guyader, F. y col. 2008).
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Diagnéstico Molecular de Astrovirus Humanos (HAstVs)

De los agentes antes mencionados, los rotavirus constituyen la causa mas
importante de deshidratacion aguda en nifios; sin embargo también los otros
agentes virales son asociados como agentes que causan gastroenteritis aguda en
nifios (Rodriguez, N., y col. 2002; Le Guyader, F., y col. 2008).

Figura 1: Electromicrofotografias de los diferentes virus gastrointestinales. Podemos observar que las
electromicrofotografias corresponden a: A) Rotavirus Humano; B) Adenovirus entérico; C) Astrovirus humanos,
D) Calicivirus humanos. Bar = 50nm. Referencia: Wilhelm, I.; Roman, E.; Sanchez-Fauquier, A. Viruses causing
gastroenteritis. Clin Microbiol Infect 2003;

1.2 Perspectiva histérica de los Astrovirus.

Astrovirus humano fue asociado por primera vez con la gastroenteritis aguda en
1975 por Appleton y Higgins cuando reportaron un brote de diarrea leve y vomito en
infantes de un centro de maternidad en la ciudad de Scottish, Inglaterra (Appleton, A.
y col 1975). Meses después, por medio de la microscopia electronica, Madeley y
Cosgrove pudieron observar particulas pequefas, de aproximadamente 28 nm de
diametro en las heces de lactantes hospitalizados con diarrea y en brotes de
gastroenteritis en las estancias de recién nacidos, con una apariencia de estrella de
5 a 6 picos, a las que denominaron Astrovirus (del griego astron=estrella). En un

estudio retrospectivo realizado por Mansi y colaboradores en un tipo diferente de

Teresa Hernandez Andrade Pagina 3



Diagnéstico Molecular de Astrovirus Humanos (HAstVs)

hepatitis en patos, se encontraron particulas virales de las caracteristicas del
Astrovirus tanto en heces como en el higado de las aves. Subsecuentemente, los
Astrovirus fueron asociados con la gastroenteritis en una gran variedad de
mamiferos y aves, incluyendo corderos, terneras, venados, lechones, gatos, ratones,
perros y pavos. Diversos estudios asociaron a los Astrovirus a una gran variedad de
especies, demostrando que la infeccion de este agente es especifica de cada
género, por lo que en la actualidad no se cuenta un modelo animal para el estudio
de la infeccion provocada por Astrovirus en humanos (Eiros, J. y col. 2003;
Rohayem, J. y col. 2004).

En 1981, Lee y Kurtz reportaron el primer aislamiento de Astrovirus Humano
(HAstVs) en células embrionarias de rifion de origen humano (HEK, por sus siglas en
inglés Human Embryonic Kidney), seguido de pases seriados en células epiteliales
de rinidn de mono Rhesus (LLCMK2, por sus siglas en inglés Rhesus monkey kidney
epithelial cells) en presencia de tripsina. Este descubrimiento, ademas de establecer
la presencia de 5 serotipos de HAstVs en 1984, permite la diferenciacion de éste
virus con otros agentes, tales como Norwalk, el cual no puede crecer en cultivo
celular (Mustafa, H. y col. 2000, Willcocks, M., y col. 1990).

En 1988, con ayuda del cultivo celular y del ensayo inmunoenzimatico, Hermann y
colaboradores desarrollaron anticuerpos monoclonales especificos de Astrovirus, 1o
cual hizo el diagnéstico mas especifico. En este mismo afio, Willcocks y su grupo de
trabajo infectaron células de carcinoma de colon humano (CaCo-2), con muestras de
heces obtenidas de un brote de gastroenteritis en nifios de Reino Unido, donde el

HAstVs-1 fue el agente causal (Herrmann, J. y col. 1991, Willcocks, M. y col. 1990).

En 1989 se identificé en Reino Unido el serotipo 6 de HAstVs. Dos afios mas tarde,

en el mismo lugar, se identificé al serotipo 7 (Guix, S. 1999).

En los afios noventa, se confirmd la importancia clinica de los Astrovirus como
agentes causales de gastroenteritis viral en nifios a raiz de numerosos estudios

epidemiologicos. (Guix, S. 1999).
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En 1993, con la ayuda de técnicas de biologia molecular, es secuenciado el genoma
completo de HAstVs-1. Durante este afio, el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV por sus siglas en inglés) propone la creacion de la familia Astroviridae

para clasificar a los Astrovirus (Monroe, S. y col. 1993).

En 1995, se logra por primera vez, una transcripcion reversa y una reaccion en
cadena de la polimerasa para la deteccion de Astrovirus, lo que incrementa la
sensibilidad de deteccion de este agente viral (Guix, S. 1999). Dos afios mas tarde
se logra clonar un segmento del genoma de HAstVs para el estudio de su replicacion

viral (Geigenmdiller y col., 2002).

En México, Mendéz — Toss y colaboradores reportaron la secuencia completa del
genoma completo del serotipo 8 (HAstV-8) que fue reportado en Yucatan (Méndez-
Toss, M. y col. 2000).

Finalmente, en un estudio realizado en el afio 2009, que consistié en un andlisis
retrospectivo de un brote de GA en niflos menores de 2 afios en Melbuorne,
Australia, se identific6 un nuevo serotipo de HAstVs, el MLB1 (Finkbeiner, S. y col.
2009).

Figura 2: Cronologia del estudio y diagndstico de los Astrovirus humanos.
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1.3 Aspectos generales de los Astrovirus.

1.3.1 Clasificacién de la familia Astroviridae.

En 1993, el Comité Internacional de Taxonomia (ICTV) propuso, para la clasificacion
de los Astrovirus, una familia diferente de virus monocatenario de polaridad positiva
a las existentes (Picornaviridae y Caliciviridae), ya que el analisis de sus proteinas y
el ARN sintetizado durante el cultivo celular, comparado con las demés familias de
virus existentes, demostro que éste no se comportaba de igual manera, razén por la
cual se decidio clasificar a los Astrovirus dentro de la familia Astroviridae (Kurtz, J.y
col. 1987).

Afios mas tarde, el ICTV propuso la bifurcacién de la familia Astroviridae en dos
géneros: Mamastrovirus (Astrovirus de mamiferos) y Avastrovirus (Astrovirus en

aves) (ver figura 3) (Monroe, S. y col. 1993):

Género: Especie:

Mamastrovirus Astrovirus Bovino
Astrovirus Felino
Astrovirus Humano
Astrovirus Ovinos
Astrovirus Porcino
Astrovirus de vison

Avastrovirus Astrovirus de pollos
Astrovirus de patos
Astrovirus de pavos

Figura 3: Clasificacion taxondmica de Astrovirus.
Referencia: Virus taxonomy. Seventh report of International
Committee on taxonomy of Viruses (eds. Van Regenmortel,
M. H., Fauquet, C.M. & Bishop, D. H., 2005)

1.3.2 Morfologia.
Los Astrovirus son virus pequefios de aproximadamente 28 nm de diametro con una
capside con apariencia de estrella de 5-6 picos (figura 4); sin embargo esta
morfologia sélo esta presente en el 10% de los casos, debido a que ésta
particularidad Unicamente se pone de manifiesto si la muestras se somete a altos
niveles de pH (Guix S. y col, 1999).
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Sin embargo, otros estudios sugieren una morfologia diferente, una capside con
apariencia icosaédrica, de un diametro de 41 nm, con espiculas bien definidas y no
envuelto (Guix S. y col. 1999).

Proteinas estructurales y no estructurales.

Las proteinas estructurales del Astrovirus, no se han estudiado por completo,
aunque se sugiere gque el precursor de las proteinas de capside, una lipoproteina de
87 kDa, da lugar a las proteinas de la capside VP34, VP29 y VP27 (Guix S. y col.
1999).

En general, se considera que las céapsides viricas maduras e infecciosas estan
compuestas por tres proteinas mayoritarias con un tamafo de 35-32 kDa (VP34), 31-
27 kDa (VP29) y 26-24 kDa (VP26). (Willcocks, 1. y col. 1990; Monroe, S. y col. 1993;
Belliot, G. y col. 1997; Bass, D. y col. 2000).

Capside

Figura 4: Estructura tridimensional de la capside de
Astrovirus humano. La imagen se obtuvo usando
microscopia electrénica y técnicas computacionales de
procesamiento de imagenes.

Estas proteinas, especialmente VP26, son responsables de la variacion antigénica
observada entre los diferentes serotipos de Astrovirus (Guix S. y col. 1999).Ensayos
de anticuerpos monoclonales contra HAstVs sugieren que VP26y/o VP29 son los

involucrados en la neutralizacion y la inmunidad heterotipica de éste virus.
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1.3.3 Ciclo Replicativo.
El esquema de replicacion, transcripcion y traduccion propuesto para HAstVs deriva
del modelo de Alphavirus, debido a que presenta una organizacién gendmica similar
y sintetizan las proteinas estructurales de la capside a partir de un ARN
subgenomico, como lo hace HAstVs. El ciclo replicativo, en general, se divide en tres

fases principales:

a) Unidén y penetracion a la célula huésped. Esta etapa incluye la aproximacion o
acercamiento de la particula viral infecciosa a la superficie de la célula blanco, en
donde juegan un papel importante las cargas eléctricas presentes en la superficie
del virion y de la célula, ademés de la fluidez de las membranas celulares y virales;
la adsorcion o union entre el virion y la célula blanco que tiene lugar debido a los
elementos complementarios entre las partes. De un lado el virus aporta las proteinas
de union y por otro lado las células aportan los receptores de membrana; y
finalmente la penetracion o entrada del virion. En los organismos complejos como el
cuerpo humano los virus pueden penetrar a su hospedero a través de las superficies
corporales (piel y membranas mucosas). Los virus animales una vez superadas las
barreras para su entrada, poseen varios mecanismos para el ingreso al interior de
las células. Primero por un mecanismo de englobamiento endocitécico que se

conoce como viropexis (Wang, Q. y col. 2001).

b) Transcripcion y replicacién del genoma viral. En ésta etapa se encuentra los
procesos de: desnudamiento que es el proceso de remocion de la capside o
envolturas virales que permite la liberacion del acido nucléico, este hecho permite
gue la informacion genética viral interactle con la maquinaria biosintética de la célula
huésped; la transcripcién que se define como el proceso por el cual se transfiere la
informacion genética de una secuencia de nucle6tidos de una molécula de acido
nucléico a otra. En los virus que poseen ARN de polaridad positiva (+) es decir que
el genoma se comporta como un ARNm (Togaviridae, Picornaviridae), éste puede
ser usado directamente para la sintesis de proteinas, sin requerir la sintesis de
acidos nucleicos complementarios; la translacion, es el proceso por el cual se
sintetiza una cadena polipeptidica a partir de la informacion genética presente en el
ARNmM; la replicacion del material genético, durante esta fase tiene lugar la sintesis

de ARN o ADN viral que sigue el esquema de Watson y Crick de bases
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complementarias. También se incluye la sintesis proteica tardia, donde las proteinas
son sintetizadas en la célula infectada después que ha ocurrido la replicacion de los
nuevos genomas virales. Durante esta fase del ciclo infeccioso se sintetizan
proteinas estructurales del virion; el ensamblaje, donde se da la organizacion de las
macromoléculas virales (proteinas y acidos nucleicos) tendientes a la formacion de
viriones maduros. En el caso de virus desnudos la capside se ensambla alrededor
del genoma viral. Durante esta fase hay una gran expresion de antigenos virales
sobre la superficie de la membrana celular. Estos antigenos pueden ser el blanco de

los anticuerpos y complemento (Wang Q. y col. 2001).

c) Salida de las nuevas particulas virales. Durante esta fase ocurre la salida de
los viriones infectantes. Hay dos procesos que pueden tener lugar, de un lado la
citolisis y por otro lado los virus pueden ser liberados por un proceso de gemacion;
este Ultimo es un proceso de citosis inversa que si no produce dafio a la membrana
celular y puede conllevar a infecciones latentes. EI genoma viral integrado es

denominado un provirus (Wang Q. y col. 2001).

Virus ADN Virus ARN

’.l"‘ = g VIRUS
) 4 .

|
Receptor
[ @ \

Denudamiento

.A-”.

Denudamiento

ranscriptasa
inversa

Transcripdjd
ADN CELULAR

Translacion y glicosilacion

Maquinaria de proteinas !

biosintetica

nuclear ¥ ® - Transcripcion
t‘: ¢ £ I . Protinas virales
Replicacion
\ Ensamblaje 1 g
+ -~ ARMmM
-~ - L . ’
e e S
Nucleo - I -~ I Ensamblaje
N Vs 6 e e
-
2 T iberacion de
Célula blanco I Célula blanco pallﬁcmglso\lrlirales

Liberacion de
particulas virales

Figura 5: Tipos de Replicacién Viral.
Referencia: www.medicina.unal.edu.co/Departamentos/.../Replicacio _n_Viral.pdf 2010
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1.3.4 Organizacion gendmica.

El genoma del HAstVs esta compuesto por una sola cadena de ARN poliadenilado
en el extremo 3" de sentido o polaridad positiva, de un peso total aproximado de
entre 6.8 — 7.2 kb (Reis, H. y col. 2007).

Ademas del ARN gendmico, durante el ciclo replicativo del HAstVs también se
producen moléculas de ARN subgendmico de un tamafio aproximado de 2.8 kb de
polaridad positiva a partir del extremo 5°del ARN anti-gendmico. Dicho ARN se
utiliza para la sintesis de las proteinas estructurales de la capside (Monroe, S. y col.
1993).

El genoma de HAstVs posee tres marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas
en inglés Open Reading Frame). ORFla y ORF1b que codifican para la proteasa y
polimerasa viral, respectivamente y son secuencias altamente conservadas. En
contraste, el ORF2 codifica para la proteina precursora de la capside a partir del

ARN subgendmico y es muy variable en el extremo 3" terminal del genoma (figura 6).

RNA " RFS 6771 ‘
Genbémico 2 AAA -3

RNA Subgenémico 5 AAA -3

ORF1a (920 aa) ORF2( 787 aa)

PROTEASA v otras nsP PROTEINAS ESTRUCTURALES
ORF1b ( 519 aa)

RNA POLIMERASA

Figura 6: Esquema de la organizacién genémica del Astrovirus humano. En este esquema se representan
los 3 ORF’s y el ARN subgenémico que posee HAstVs serotipo 1. Referencia: Caballero, Santiago., 2004

Entre el ORFla y el ORF 1b existe un solapamiento de 61 y 73 bases, segun el
serotipo, mientras que el solapamiento entre el ORF1b y el ORF2 es de 8 bases. En
el extremo 3" del genoma hay una secuencia no traducida (3"-UTR (regiones
flanqueantes no traducidas, por sus siglas en ingles untraslated regions.) y una cola

de treinta adeninas (Caballero S. y col. 2004).
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El ORF1, que codifica para una proteina no estructural (lipoproteina), presenta varios
dominios transmembranales que pueden estar implicados en el anclaje del complejo
de replicacion del material genético virico a las membranas celulares. Ademas posee
un dominio de proteasa viral perteneciente al grupo de las proteasas tipo 3C — serin
proteasa que posee un alto grado de homologia con las proteasas de dos virus de la
familia Caliciviridae: el virus de la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV) y el
Calicivirus felino. En este mismo dominio se han identificado la presencia de un
epitopo inmunorreactivo y de un dominio de muerte (death domain), relacionados
con la activacion del proceso de apoptosis de células infectadas. En el extremo
carboxi-terminal se ha identificado la presencia de una sefial de localizacion nuclear
(NLS, por sus siglas en inglés Nuclear Localization Signal) aunque su significado
bioldgico en el ciclo replicativo de HAstVs aun no esta definido (Jiang, B. y col.
1993).

ORF1b codifica para una lipoproteina (nsP1b) de entre 515 y 519 aminoé&cidos
dependiendo del serotipo de HAstVs. En esta lipoproteina destaca principalmente un
motivo de ARN polimerasa que es altamente conservado en Astrovirus animales y
humanos y que se ha propuesto ser el sitio activo de ésta ARN polimerasa
(Caballero, S. y col. 2004).

La lipoproteina que codifica el ORF2 tiene un tamafio variable segun el serotipo del
HAstVs que oscila entre los 782 y los 796 aminoacidos. En un estudio realizado por
Wang y col. (2001), la secuencia del ORF2 se dividio en 4 regiones (figura 7) (Wang
Q. ycol. 2001; Caballero S. 2004):

e Region I: es la zona mas conservada entre todos los serotipos. Abarca del
aminodcido (aa) 1 al 415 aa. Es una zona rica en residuos basicos que se ha
relacionado con el empaquetamiento del ARN virico.

e Region IlI: entre los aa 416 y 648. Presenta un ligero grado de variabilidad
entre los diferentes serotipos.

e Region lll: entre los aa 649 al 707. Es la zona con mayor variabilidad entre los
diferentes serotipos con presencia de inserciones y/o deleciones.

e Region IV: del aa 708 al final. Zona donde se vuelve a presentar un alto grado

de similitud entre los serotipos.
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ORF1a

NLS
D
HVR

PRO 2

1 He: Dy Sisy 920

IRE
ORF1b

POL

5

1 Y:.GirsDsraDirr 519

ORF2
1 787
1 415416 648-649 707-708 787
Region | Regionll Regicén 1l Regidn IV

Figura 7: Esquema de los tres marcos de lectura (ORFs) de HAstVs. Destacando los dominios més
caracteristicos de cada uno de ellos: TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa; DD: death domain;
NLS: secuencia de localizacion nuclear; HVR: region hipervariable; IRE: epitopo inmunorreactivo; POL: motivo de
ARN polimerasa; RB: zona rica en residuos basicos. Referencia: (Caballero, S. 2004)

En lo que respecta a la replicacién viral se ha reportado que el ORF2 de HAstVs es
vital para su replicacién. Esta regién codifica para una poliproteina (denominada
VP90) que, al igual que las proteinas no estructurales, tiene varios precursores en su
maduracion para generar la proteina VP70, que esta presente en el viribn maduro

gue se libera de la célula.

Este procesamiento ocurre, intracelularmente en el carboxilo terminal de VP90, en
una region rica en aminoacidos acidos, y se genera después de que VP90 se ha
ensamblado en particulas virales. Se ha determinado que la infeccion de las células
CaCo-2 con HAstVs promueve la activacion de las caspasas y que estas enzimas
celulares son las responsables de cortar la region carboxilo terminal de VP90, para
generar la capside madura de HAstVs que contiene a la proteina VP70. Para iniciar
un nuevo ciclo replicativo, la proteina VP70 presente en el virus maduro, debe de
procesarse con tripsina, una enzima presente en el intestino delgado, generando
productos virales mas pequefios, que le dan al virus la capacidad de entrar a una

nueva célula (ver figura 8)(Caballero, S. y col. 2004).
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A. Esquema del genoma de los astrovirus y |as poliproteinas que codifica

5'NTR orfla orflb orf2 3'NTR RNA
—] - [ | — AAAAAA

nsplab |

proteinas no-estructurales
(replicacion del ARN viral)

nspla | |

proteina estructural
VPa0 | (particula viral)

B. Pracesamiento proteolitico de la poliproteina estructural de astrovirus

VPoo | [T 11 I | procesamiento
4040 intracelular por caspasas.
o caspasas resultado: salida de virus
tripsina
Tl o
VP70 | L =
procesamiento
— extracelular por tripsina,
D B VP27 asyitado: entrada de virus

VP34 | L]

| = VP25

Figura 8: Esquema del genoma y procesamiento proteolitico de la lipoproteina estructural de HAstVs: A)
El genoma de HAstVs esta formado por una molécula de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva que
codifica para las proteinas no-estructurales nsplab y nspla, y para la proteina VP90 que forma las particulas
virales. B) La proteina estructural se corta en su carboxilo terminal por caspasas (activadas por la infeccién) para
producir particulas que contienen a la proteina VP70. Estas particulas virales son las que se liberan de la célula,
para procesarse posteriormente con tripsina en el lumen del intestino delgado, generando las proteinas VP34,
VP27 y VP25, y adquiriendo asi la capacidad para iniciar una nueva infeccion. Referencia: Caballero, Santiago,
2004

Aunque no se sabe el mecanismo por el que se activan las caspasas durante la
infeccion por HAstVs, parece que las rutas extrinseca e intrinseca de la apoptosis
estan involucradas en este proceso, ya que se ha observado el procesamiento de
proteinas que se usan como marcadores de ambas vias. La activacién de la muerte
apoptética en la infeccibn con HAstVs no tiene consecuencias negativas en la
produccion de progenie viral, ya que la sintesis de proteinas virales y el rendimiento
total de particulas infecciosas no se afecta en presencia de moduladores (positivos y
negativos) de esta respuesta celular. Sin embargo, la presencia de inhibidores de
caspasas si afecta de manera negativa tanto el procesamiento de la proteina VP90
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asi como de la liberacion del virus al medio extracelular. La salida del virus de la
célula y el procesamiento de VP90 son, por lo tanto, eventos muy relacionados,
aunque no dependen del proceso de muerte en si, ya que si la muerte celular es por
necrosis, en donde no existen caspasas activas, no se favorece la liberacion del
virus. De esta manera, la interaccion de algun(os) componente(s) de HAstVs con su
célula huésped CaCo-2 (derivadas de un adenocarcinoma de colon humano) induce
una respuesta en ésta, que es aprovechada por el virus para su liberacién y
dispersion a células vecinas, completando asi su ciclo replicativo de estas células
(Méndez, E. y col. 2007).

1.3.5 Serotipos y Genotipos de HAstVs.
Los HAstVs son clasificados en genotipos basados en la secuencia nucleotidica de
348 pb en la regidon del ORF2, y se tiene demostrado que hay una correlacion directa
con la clasificacion por serotipos. Resultados de analisis filogenéticos basados en el
dominio que codifica para la proteasa, permiten distinguir dos genogrupos
claramente diferenciados: el genogrupo A (HAstV-1 al 5 y HAstV-8) y el genogrupo B
(HAstV-6 y 7) (Morsy, W. y col. 2007; Caballero, S. 2004).

HAstVs-1 es el que circula con mayor frecuencia a nivel mundial y por lo tanto es el
mas estudiado, seguido por los serotipos HAstVs-2, HAstVs-3, HAstVs-4 y HAstVs-
5. Los serotipos HAstVs-6, HAstVs-7 y HAstVs-8 son raramente detectados (Reis, H.
y col. 2007).

Desde 1999 se conoce un nuevo serotipo de HAstVs, el MBL1 que fue identificado
en muestras fecales recolectadas en Melbourne, Australia. Mas tarde, en el 2008,
una investigacion en St. Louis. Missouri, USA demuestra que este serotipo de

reciente descubrimiento circula en Norteameérica (Mustafa, H. y col. 2000).

1.4 Aspectos Clinicos de HAstVs.

1.4.1 Patogénesis.
La patogénesis de la enfermedad ocasionada por HAstVs no ha sido bien
establecida, ya que la infeccion por este agente es propia de cada especie. No
obstante se ha sugerido que la replicacion viral ocurre en el tejido intestinal. Los
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estudios en adultos voluntarios no aclaran tampoco los mecanismos patogénicos y
son los realizados en animales los que aportan gran parte del conocimiento. En ellos
se observa una atrofia de las vellosidades intestinales e infiltrados inflamatorios en la
lamina propia, dando lugar, al igual que los rotavirus, a la disminucién de la actividad
de las disacaridasas y produccion de diarrea osmética. En humanos existen pocos
datos sobre el mecanismo de entrada del virus en las células susceptibles del
huésped, aunque el mas probable parece ser el de endocitosis (Sanchez-Fauquier. y

col).

Los estudios de Astrovirus en bovinos han determinado que los virus infectan las
células M y a los enterocitos situados sobre la capa de las vellosidades de las placas
de Peyer en el intestino delgado; mientras que estudios en borregos revelan que
provoca diarrea que trasciende de manera leve siguiendo la infeccion de los
enterocitos maduros en las dos terceras partes de la region apical de las
vellosidades y en los macréfagos subepiteliales (Caballero, S. 2004; Willcocks, M. y
col. 1990).

En general, los experimentos in vivo sugieren que los HAstVs penetran a las células
a través de la superficie apical; sin embargo estudios de patogénesis viral en cultivo
celular indican que penetran a través de la superficie basolateral en lugar de por la
superficie apical (Caballero, S. 2004; Willcocks, M. y col. 1990).

1.4.2 Transmision.
HAstVs se transmite principalmente por la via fecal-oral, y brotes de gastroenteritis
aguda han sido asociados con el consumo de mariscos contaminados con aguas
residuales, asi como a la ingestion de agua de arroyos contaminados con heces
(Chapron, C., et. al. 2000).

HAstVs puede ser transmitido por la comida o por el agua, pero la transmision de
persona a persona es la principal causa de brotes en centros de trabajo. (Moe, C. y
col. 1991). Es importante mencionar que HAstVs es capaz de sobrevivir en
condiciones de desecacion lo que ocasiona que éste virus sea viable en superficies
inertes por largos periodos de tiempo, provocando que el contagio por fomites sea
una causa comun de contagio (Abad, F. y col. 2001; Maldonado, Y.y col 1994).
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1.4.4 Manifestaciones clinicas.
El periodo de incubacion de la infeccién por HAstVs varia de entre 3 a 4 dias y se
caracteriza por la presencia de fiebre, dolor de cabeza, diarrea y malestar general.
En ocasiones la infeccion por HAstVs produce vomito, dolor abdominal e inclusive
puede llegar a producir anorexia; asi se demuestra que no existe diferencia con
otras GA. La excrecion del virus puede persistir hasta por 12 dias (Moe, C. y col.
1991; Reis, H. y col. 2007). Sin embargo, existen estudios que revelan que la diarrea
€S mas corta y menos grave que la causada por otros virus entéricos y los sintomas
como la fiebre y los vomitos ocurren con menor frecuencia. También los casos

producidos por HAstVs-3 suelen ser mas graves (Bellido, J. 2007).}

1.4.5 Inmunidad.
La infeccion sintomatica de HAstVs ocurre con frecuencia en nifios menores de 5
afios y adultos de la tercera edad, lo que sugiere una reduccion de anticuerpos en
los primeros y ultimos afios de vida; asi mismo la enfermedad diarreica aguda
producida por HAstVs es comdn en pacientes inmunocomprometidos. A pesar de
esto, el factor determinante de la inmunidad no ha sido bien identificado (Caballero,
S. 2004).

1.4.6 Tratamiento para la infeccién de Astrovirus humano.

Debido a que la gastroenteritis producida por HAstVs suele ser por lo general una
enfermedad autolimitante, no es necesario un tratamiento especifico. Los problemas
de deshidratacion que generan los HAstVs son solucionados por la aplicacién de
terapias de re-hidratacion oral o intravenosa. El uso de antibitticos es inapropiado.
La administracion de inmunoglobulina intravenosa puede ser eficiente en pacientes
con inmunodeficiencias severas que no responden a las medidas terapéuticas
normales, pero todavia no se conoce con exactitud la eficacia real de este
tratamiento (Caballero, S. 2004).

Segun el grado de deshidratacion, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

aconseja a los profesionales sanitarios que sigan uno de los 3 planes de tratamiento:

Plan A: sin deshidratacion. El consejo nutricional y un aumento de la ingesta de
liquidos son suficientes (caldo, arroz, agua y yogur, o incluso agua). En lactantes

Teresa Hernandez Andrade Pagina 16



Diagnéstico Molecular de Astrovirus Humanos (HAstVs)

menores de 6 meses que todavia no han empezado a tomar sélidos, la solucion de
rehidratacion oral es de eleccion antes de tomar leche. La leche materna o la leche
en polvo de vaca se administran sin restricciones concretas. En caso de
alimentacion mixta con lactancia materna/artificial, hay que aumentar la proporcion

de lactancia materna.

Plan B: deshidratacion moderada. Cualquiera que sea la edad del nifio, se aplica
un plan de tratamiento de 4 horas para evitar problemas a corto plazo. Inicialmente,
no se debe proveer la alimentacion. Se recomienda ensefiar a los padres cémo
administrar unos 75 ml/kg de una solucion de rehidratacion oral con una cucharilla
durante un periodo de 4 horas, y se sugiere que los padres observen la tolerabilidad
al principio del tratamiento. Se puede administrar una mayor cantidad de solucién si
el nifilo sigue presentando deposiciones frecuentes. En caso de vomitos, se debe
suspender la rehidratacién durante 10 minutos y después se reanuda a una menor
velocidad (aproximadamente una cucharadita cada 2 minutos). El estado del nifio
debe ser reevaluado a las 4 horas a fin de decidir sobre el tratamiento posterior mas
adecuado. La solucion de rehidratacion oral se debe seguir ofreciendo una vez la

deshidratacion haya sido contenida, mientras el nifio siga teniendo diarrea.

Plan C: deshidratacion grave. Es necesaria la hospitalizacion, pero la prioridad
mas urgente es iniciar la rehidratacion. En el hospital (o donde sea), si el nifio puede
beber, hay que administrar solucién de rehidratacién oral mientras llega, e incluso
durante, la infusion intravenosa (20 ml/kg cada hora por via oral antes de la infusién,
después 5 ml/kg cada hora por via oral durante la rehidratacion intravenosa). Para el
suplemento intravenoso, se recomienda que una solucibn compuesta de lactato
sbdico (véase la seccion 26.2) se administre a una velocidad adaptada a la edad del
nifo (lactante menor de 12 meses: 30 ml/kg durante 1 hora, después 70 mi/kg
durante 5 horas; nifios mayores de 12 meses: las mismas cantidades durante 30
minutos y 2,5 horas respectivamente). Si no es posible la via intravenosa, una sonda
nasogastrica también es adecuada para administrar la solucién de rehidratacién oral,
a una velocidad de 20 ml/kg cada hora. Si el nifio vomita, se reduce la velocidad de
administracion de la solucién oral.

Sales de rehidratacion oral

Solucién glucosalina
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cloruro sédico 2,6 g/litro de agua limpia

citrato trisédico 2,9 g/litro de agua limpia

cloruro potasico 1,5 g/litro de agua limpia

glucosa (anhidra) 13,5 g/litro de agua limpia

Cuando no se dispone de glucosa ni de citrato trisédico, se pueden sustituir por
sucrosa (azucar normal) 27,00 g/litro de agua limpia

bicarbonato sédico 2,5 gl/litro de agua limpia

NOTA. La solucion se puede preparar con mezclas de azulcar/sal empaquetados o
de sustancias a granel y agua. Las soluciones deben ser recién preparadas,
preferiblemente con agua recién hervida y enfriada. Es importante el peso y la
mezcla completa cuidadosa, y la disolucion de los ingredientes en el volumen
correcto de agua limpia. La administracion de soluciones mas concentradas puede
producir hipernatremia. (OMS 2004)

1.4.7 Vacunas.

Actualmente no existe una vacuna contra el HAstVs. Estudios recientes sobre
HAstVs van encaminados a evaluar con exactitud cudles son las principales
caracteristicas epidemiologicas de estos virus y su importancia meédica real en la
poblacion mundial. Una vez que se disponga de esta informacién para diferentes
regiones del mundo y se haya profundizado también en el conocimiento del grado de
variabilidad antigénica entre los distintos serotipos, podra seguirse con el desarrollo
de una vacuna para prevenir la infeccion de HAstVs. Por otra parte, los datos de los
gue se disponen hasta ahora parecen indicar que la mayoria de infecciones por
HAstVs tienen lugar en nifios menores de 2 afios de edad; lo que implica que uno de
los requerimientos de la futura vacuna es que fuera capaz de inducir inmunidad en

nifos pequenos (Guix, S. y col. 2005).
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1.4.8 Prevencion.

Debido a que se trata de una enfermedad de transmision fecal-oral, la prevencion de
la infeccion se basa fundamentalmente en interrumpir las vias de transmision del
virus entre personas, por lo que es especialmente importante lavar y manipular los
alimentos cuidadosamente y desinfectar de manera adecuada el agua que se
destina al consumo humano. La descontaminacién de superficies y fomites debe
tenerse en cuenta. Se ha observado que los HAstVs son bastante resistentes a la
desinfeccién por alcohol y concretamente parece que las soluciones de metanol al
70% serian mas efectivas que concentraciones equivalentes de isopropanol o etanol
o que el metanol al 90% (Bellido, J. 2007; Guix, S. y col. 2005).

1.5 Técnicas de diagnodstico para Astrovirus humanos.

Microscopia electronica.

HAstVs fue detectado por primera vez en el afio de 1975 por medio de Microscopia
Electrénica (ME). Sin embargo esta técnica presenta 2 grandes limitantes: su limite
de sensibilidad, estimado en aproximadamente 10° — 10’ virus/gr de heces, y la
dificultad de diferenciar entre HAstVs y otros virus de morfologia similar, como los

Norovirus y los Sapovirus (Appleton y Higgins, 1975).

Inmunoflorescencia.

La propagacion del virus por medio del cultivo celular y la deteccion de esta infeccion
por medio de inmunofluorescencia (IFA), dieron pie al descubrimiento de anticuerpos
especificos contra HAstVs por lo que la sensibilidad y especificidad de la
microscopia electronica se incrementd y, en consecuencia, logré6 mejorar las
técnicas de microscopia en fase solida (SPIEM) en las que las rejillas de
microscopia electronica eran recubiertas con el anticuerpo especifico frente al virus.

(Herrmann, J. y col. 1991).

Al igual que el resto de los virus que producen la enfermedad diarreica aguda, con
excepcion del Rotavirus, el cultivo celular de HAstVs es dificil y laborioso, pues a
veces requiere pases seriados y lineas celulares de uso poco comun en la mayoria

de laboratorios hospitalarios.
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Cultivo Celular.

Dos afios después de su identificacion, Lee y Kurts demostraron, por
Inmunofluorescencia, la infeccion primaria en células HEK con extractos fecales de
humanos infectados con HAstV-1. Sin embargo, no fue hasta 1981 que se logro el
pase serial en células primarias de HEK con la incorporacion de tripsina en el medio
de crecimiento libre de suero. La concentracion Optima de tripsina de 10 pg/mL
proporcioné un titulo viral de 10* a 10" virus/mL en aproximadamente 48 horas
posteriores a la infeccion. Después de seis pases en células HEK, lineas celulares
como la PBK (primary baboon kidney) y lineas celulares continuas de LLCMK2
(rhesus monkey kidney cells), se observo la lisis celular (efecto citopético),
demostrando asi que se habia dado la infeccion de HAstVs en éstas células (Kurts,
J.y col. 1987).

Willcocks y colaboradores infectaron directamente la linea celular de carcinoma de
colon humano (CaCo-2) con extracto fecal que contenia HAstV-1 de un brote de
gastroenteritis en Reino unido en el afio de 1988. En este caso, la concentracion
optima de tripsina fue de 5 pug/mL y el efecto citopatico, que consiste en la lisis
celular y en consecuencia la formacion de huecos en la monocapa, aparecio al
segundo dia de infeccion. Los serotipos 6 y 7 fueron exitosamente propagados en
ésta linea celular, ya que permite un aislamiento mas rapido y una propagacion

subsecuente de los diferentes tipos de HAstVs (Willcocks, M. y col. 1990).

Ensayo Inmunoenzimético (ELISA).

En un estudio realizado en Tailandia en 1991 utilizando la técnica de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), se comprobo la importancia médica de éste agente viral
en las gastroenteritis agudas, probando que era la segunda causa mas comun de
diarreas en nifios menores de 5 afos (Brown, D. et. al. 2008). Estos ensayos se
basaban en una ELISA tipo sandwich que propone el uso de un anticuerpo
monoclonal (8E7) que reconoce un epitopo comun a todos los serotipos y un

segundo anticuerpo policlonal parea la deteccion (Herrmann, J.y col. 1991).

En general, los ensayos inmunoenzimaticos presentan una sensibilidad mayor que

las técnicas microscopicas y su especificidad puede llegar a alcanzar hasta el 98%.
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En la actualidad existen kits comerciales de diagnostico de HAstVs equivalente al

ensayo enzimatico de Herrmann y colaboradores.

Transcripcion reversa acoplada a la reaccidén en cadena de la polimerasa) RT-
PCR).

Un estudio comparativo para el diagnéstico de HAstVs, demostro que la RT-PCR es
un método de deteccidon mucho mas sensible que la ME o la ELISA, ya que su uso
reveld la presencia de HAstVs en pacientes infectados durante y después de las
manifestaciones clinicas por un tiempo mucho mayor al que la ELISA y la EM (Le
Cann. y col. 2004). Por esta razén, la RT-PCR refleja sus ventajas sobre el resto de
las otras técnicas de diagndstico comunes: alta especificidad y sensibilidad, ademas

de la no limitacion de reactivos, como el caso de los ensayos inmunoenzimaticos.

La implementacion de la RT-PCR como técnica basica en los laboratorios de
investigacién y diagndstico para cualquier tipo muestra, ya sea de origen fecal o
ambiental, ha abierto las puertas a la realizaciéon de estudios tanto epidemiol6égicos
como filogenéticos con base al andlisis de las secuencias de los genomas de los

virus detectados (Manual de pruebas de diagnéstico, 2006).

RT-PCR Tiempo Real

En Francia, se dieron a la tarea de buscar un método de diagnostico que
identificara concentraciones muy bajas de HAstVs; como es el caso de la
presencia de éste agente en aguas residuales. Disefiaron un conjunto de
iniciadores y una sonda fluorogénica localizada en el extremo 3' del genoma de
HAstVs. La region amplificada fue clonada y el plasmido fue transcrito para
generar patrones de calibracion para la cuantificacion. Después, el método fue
evaluado en las muestras contaminadas artificialmente. Para validar el método
en muestras contaminadas de forma natural, las muestras de aguas residuales y
tratadas fueron recolectadas mensualmente durante un afio en una planta de
tratamiento de aguas residuales. El genoma de HAstVs se detectd en todas las
muestras colectadas en la entrada a la planta de tratamiento de aguas
residuales, con un valor medio de 4,1 x 10° genomas/100 ml. Los efluentes

presentaron un valor medio de 1,01 x 10* genomas de HAstVs. La alta
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prevalencia de HAstVs en los efluentes de aguas residuales de plantas de
tratamiento indica que estas plantas no eliminan eficientemente el virus. Se trata
de un problema de salud publica y las nuevas técnicas de depuracion son

necesarias (Le Cann, P. y col. 2003)

En China desarrollaron una RT-PCR tiempo real y una RT-PR anidada para la
deteccion del agente causal de las gastroenteritis agudas en la ciudad de Jiangmen
asi como su prevalencia y la circulacién de los diferentes genotipos (Dai, Y., y col
2010)

Microarreglos.

El conocimiento de la epidemiologia molecular de HAstVs es considerado como un
punto clave en salud publica y a pesar de que la RT-PCR proporciona un método de
diagnoéstico muy sensible para HAstVs en heces, los microarreglos han demostrado
ser especialmente Utiles como complemento de los métodos de deteccion viral en la
participacion de chips de amplificacion de acidos nucléicos. Esta técnica permite la
identificacion de los 8 serotipos existentes de HAstVs utilizando un sélo par de
iniciadores de baja degeneracion en una misma RT-PCR. Los productos
amplificados se identifican con el tipo de hibridacion a un microarreglo compuesto de
oligonucledtidos cortos. El uso de sondas de oligonucleétidos cortos, permite la
identificacion por tipo usando las secuencias amplificadas de diversidad limitada
(Brown, D. y col. 2008).

Recientemente se ha trabajado en un sistema que combina una RT-PCR multiplex
con microesferas basadas en la deteccion de fluorescencia para la identificacion de
Norovirus Gl y GlI, Rotavirus, Astrovirus, Sapovirus y Adenovirus. En Japon se utilizé
esta técnica para identificar los agentes causales de los brotes de gastroenteritis
aguda durante el periodo que comprende de julio de 2007 a mayo del 2010;
obteniendo que Norovirus estaba presente en el 96.7% de los casos, Sapovirus en el
3.3% y Astrovirus 0% (Shigemoto, N. y col. 2011; Liu, Jy col. 2011)
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1.6 Epidemiologia de las infecciones por Astrovirus humano.

1.6.1 A Nivel Mundial
Durante mucho tiempo han sido escasos los datos sobre la epidemiologia de las
infecciones por HAstVs, dado la escasa disponibilidad de métodos de diagndstico
disponibles para su identificacion. Gracias al avance d las técnicas diagnosticas,
actualmente se ha logrado identificar la incidencia de HAstVs en nifios con
gastroenteritis aguda, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo,
varia entre el 2 y 9% (Reis, H. y col. 2007).

Los estudios epidemiolégicos realizados en distintos lugares del mundo han
informado tasas de prevalencia de Astrovirus del 2 al 16% entre los nifios
hospitalizados con diarrea y de 5 a 17% entre los nifios con diarrea en los estudios
comunitarios. La distribucion de estos virus es de tipo cosmopolita y se ha detectado
en personas de todos los grupos de edad en paises como China, Japon, Tailandia,
Australia, Sudafrica, Malawi, Italia, Suecia, Reino Unido, Estados Unidos,

Guatemala, Canada y México.

Oshi y colaboradores reportaron un brote de de gastroenteritis aguda que afectd a
estudiantes y personal de cocina de 10 primarias y cuatro escuelas privadas en la
ciudad de Katano, Japén. Los datos obtenidos demostraron la presencia de HAstVs
en 10 de un total de 38 muestras analizadas (Oishi, I. y col. 1994). En el mismo afio,
Herrmann y colaboradores utilizaron la técnica de ELISA la cual es capaz de
detectar del serotipo 1 al 5 de HAstVs para llevar a cabo estudios controlados en
Tailandia comparando la incidencia de Astrovirus, Rotavirus y Adenovirus entéricos
entre pacientes externos pediatricos con gastroenteritis. Los HAstVs fueron
detectados en un 8.6% de los nifios que sufrian gastroenteritis. Los rotavirus y
adenovirus entéricos fueron detectados en un 19% y un 2.6% de estos con

gastroenteritis, respectivamente (Herrman, J. y col. 1991).

En 1994, Utagawa y colaboradores identificaron a HAstVs como el agente etiologico
de gastroenteritis aguda en tres brotes por separado. En el primer brote, durante
diciembre de 1989, 22 (67%) de 33 personas desarrollaron gastroenteritis. El

segundo brote, afectd a un total de 1,419 personas, incluyendo personal de cocina
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asi como estudiantes de una escuela en la Prefectura Yamaguchi quienes llegaron
a enfermar después de comer almuerzos contaminados de la escuela. De las 28
muestras fecales obtenidas (22 de las personas de cocina y seis de los nifios de la
escuela), seis muestras de adultos fueron positivas mediante ELISA vy todas las
muestras de los nifios fueron negativas tanto por ME como por ELISA. En el tercer
brote, febrero de 1992, 45 de 66 estudiantes de una escuela superior presentaron un
cuadro de GA, siendo la causa de la enfermedad: HAstVs (Utagawa y col. 1994).

En un estudio realizado en Melbourne Australia en nifios hospitalizados por GA se
confirmd, por ensayos de northern blot, la presencia de en 4.2% de las muestras
(Palombo. 1995). Otro estudio realizado posteriormente por Koopmans vy
colaboradores (1998) indicaron una prevalencia extremadamente alta de Astrovirus
entre algunas poblaciones como la provincia de Utrech, Paises Bajos (Koopmans, M.
y col. 1998).

Un estudio de GA en el Reino Unido, publicado en 1999, determin6é una tasa de
incidencia de 3,8/1000 pacientes infectados por HAstVs al afio en la comunidad,
determinando asi que HAstVs era el cuarto agente causal mas comudn de
gastroenteritis viral. Los primeros estudios llevados a cabo en Glasgow, Escocia, han
demostrado que un porcentaje significativo de los bebés excretan particulas del
virus; mientras que el 12%, no presentan sintomas gastrointestinales (Glass, R. y
col. 1996).

Para el afio 2009, Finkbeiner y su grupo de trabajo, a través de técnicas de RT-PCR
y secuenciacion, logran identificar a un nuevo serotipo, el MLB-1 en una poblacion
de nifios menores de 2 afios en Melburne Australia (Finkbeiner, S. y col. 2008). En
un estudio retrospectivo, realizaron la recolectaron de 254 muestras proporcionadas
por el hospital infantil de St. Louis, Missouri, USA en el afio de 2008, 4 fueron
positivas a HAstVs MLB-1, confirmando que éste serotipo se encontraba circulando

en norte América (Finkbeiner, S. y col. 2009).

En lo que respecta a la seroprevalencia, numerosos estudios indican que el HAstV-1
es el serotipo mas predominante a nivel mundial. En 1994, Lee y colaboradores
obtuvieron muestras fecales del laboratorio de salud publica de Oxford de nifios
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menores de 6 afios de edad los cuales presentaron cuadros de gastroenteritis
aguda. Las muestras fueron examinadas previamente por microscopia electrénica y
fueron serotipificadas usando inmunomicroscopia electronica (IEM). De 291
muestras fecales positivas a HAstVs colectadas durante un periodo de 17 afios de
1976-1992, 64.9% (n=189 muestras) contenian HAstVs-1, 1.3% (n=33 muestras)
HAstVs-2, 9.3% (n=27 muestras) HAstVs-3, 1.3% (n=33 muestras) HAstVs-4,
2.1%(n=6 muestras) HAstVs-5, 0.3%(n=1 muestra) HAstVs-6 y 0.7% (n=2 muestras)
HAstVs-7 (Lee, T. y col. 1994).

En 1994, Noel y colaboradores recolectaron 162 muestras fecales positivas a
HAstVs de nifios con diarrea durante el periodo de 1981-1993. Los virus aislados de
estas muestras fueron tipificados usando un ELISA e inmunomicroscopia electronica
(IME) y se encontré que 66% (n=107) de los virus aislados fueron serotipo 1, 0.6%
(n=1) fueron serotipo 2, 6.2% (n=10) fueron serotipo 3, 4.3% (n=7) fueron serotipo 4
y 0% (n=10) fueron serotipo 5. No hubo informacion provista para Astrovirus

serotipos 6 y 7 (Trayner, J. 1998).

En otro estudio realizado por el mismo grupo de investigacion en el afio 1995, se
analizd una coleccion de 64 muestras positivas a HAstVs, provenientes de 7 paises
diferentes, y se determiné que 52% (n=32 muestras) fueron Astrovirus serotipo 1,
11% (n=7 muestras) fueron Astrovirus serotipo 2, 16% (n=10 muestras) fueron
serotipo 3, 10% (n=6 muestras) fueron Astrovirus serotipo 4, 2% (n=1 muestra)
fueron Astrovirus serotipo 5, 2% (n=1 muestra) fueron Astrovirus serotipo 6no hubo

fueron Astrovirus serotipo 7 (Noel y col. 1995).

En el estudio de Koopmans, se encontrd que el porcentaje total de personas con
anticuerpos neutralizantes de Astrovirus fue mayor para HAstVs-1 (91%), seguido
por 69% del serotipo 3, 56% del serotipo 4, 36% del serotipo 5, 31% del serotipo 2,
16% del serotipo 6 y 10% del serotipo 7 (Koopmans, M. y col. 1998).

1.6.2 A Nivel Nacional y Latinoamérica.
Aln cuando en México poco se conoce acerca de la epidemiologia de este agente,
se ha reportado al serotipo 2 (HAstVs-2) como el de mayor prevalencia, seguido del
serotipo 4 (HAstVs-4). Entre los afios 1988 — 1991, Guerrero y colaboradores
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realizaron un estudio en México, donde se llevo a cabo el seguimiento de los
episodios de diarrea en 214 nifios menores de dos afios de edad y se detecto
HAstVs en 26 (5%) de los 510 episodios de diarrea (Guerrero, M. y col. 1998).

En 1992, Cruz y colaboradores realizaron un ELISA similar al realizado por Herrman,
donde detectaron Astrovirus en un 38.6% en nifios de la zona rural de Guatemala de
0-3 afos de edad (Cruz, J. y col. 1992).

En el afio de 1998, Maldonado y colaboradores, identificaron por ELISAy RT-PCR a
HAstVs como el patdgeno entérico mas comun en una poblacion rural de infantes
Mayas de la sierra de Chiapas, México. Los HAstVs fueron detectados en 164 de los
271 nifios (61%) inscritos en un estudio de inmunogenicidad de una vacuna oral
contra la polio (OPV por sus siglas en inglés oral poliovirus vaccine) esta es la méas
alta prevalencia reportada entre infantes de cualquier region del mundo. (Maldonado,
Y.y col 1998).

En el aflo 2000, Mendez — Toss y colaboradores pusieron de manifiesto la existencia
de un nuevo serotipo identificado en el estado de Yucatan México, el HAstVs
serotipo 8 (Yuc8) (Mendez-Toos. y col. 2003)

Por lo tanto en éste trabajo se pone de manifiesto la importancia del uso de métodos
moleculares, como la RT-PCR, para la deteccién de HAstVs a partir de muestras
fecales y se destaca la importancia de ésta herramienta molecular en los laboratorios
lo que permite ampliar la cobertura de los agentes virales causantes de la EDA de la

poblacion infantil mexicana.

1.6.3 Estacionalidad.
Como en la mayoria de las causas de gastroenteritis viral, hay un pico de incidencia
en el invierno. Esto contrasta en las regiones tropicales, donde la prevalencia es mas
alta durante la temporada de lluvias. Esta distribucion estacional de la infeccion en
climas templados es bastante desconcertante pero se explica por el impacto de la
lluvia sobre los servicios de saneamiento en los paises en desarrollo lo que propicia
la infeccidn del HAstVs (Glass, R. y col. 1996; Maldonado, Y.y col 1994).
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Tabla 1: Epidemiologia de HAstVs.
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2. Justificacion.

En la actualidad la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es un problema de Salud
Pulblica y representa una causa comun de morbilidad y mortalidad en la poblacion
infantil a nivel mundial. Reportes por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
indican que se producen unos dos millones de casos de diarrea, causando la muerte

de 1.5 millones de nifios menores de cinco afios por afo.

En los paises desarrollados, las muertes por gastroenteritis aguda no son
frecuentes, pero la deshidratacion secundaria al sindrome diarreico es una causa
importante de morbilidad y de demanda de ingresos hospitalarios. Sin embargo, en
los paises en vias de desarrollo es una causa importante de morbilidad y mortalidad

En México existen escasos estudios sobre el papel que juega Astrovirus Humano en
la diarrea aguda en la poblacion infantil; por lo que se propone el uso de técnicas de
biologia molecular, como la reaccion de retrotrascripcion acoplada a la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) para la detecciébn de Astrovirus humanos
asociados con la gastroenteritis aguda infantil y lo que permitira un mayor

conocimiento acerca de la epidemiologia de este agente viral.
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3. Hipotesis.

Si Astrovirus humanos (HAstVs) es un virus causante de cuadros de gastroenteritis
aguda infantil asociada con deshidratacion, entonces es muy probable que se
encuentre afectando a pacientes menores de 5 afios que presentan cuadros de

gastroenteritis aguda viral que no estén asociados con Rotavirus.
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4. Objetivo General.

Detectar la presencia de Astrovirus Humanos en nifios menores de 5 afos con
cuadros de gastroenteritis aguda de diversas zonas geograficas del pais mediante el

método molecular de RT-PCR.

5. Objetivos Particulares.

1) Identificar la presencia de Astrovirus humanos por el método de Ensayo
Inmunoenzimético (ELISA) en muestras diarreicas.

2) Optimizar la técnica de RT-PCR para el diagnéstico de Astrovirus humanos.

3) Determinar por RT-PCR la presencia de HAstVs en muestras clinicas.

4) Conocer la epidemiologia de éste virus en México.

5) Realizar el analisis comparativo entre la RT-PCR y la ELISA como métodos
de andlisis.

6) Realizar el analisis filogenético de las cepas encontradas en México.
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6. Materiales y Métodos.
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6.1Diagrama general de trabajo.

Muestras diarreicas de Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP)
enviadas al InDRE
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\ /
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Figura 9: Organigrama general de Trabajo
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6.2 Material biolégico y controles del ensayo.

¢ 812 muestras diarreicas de nifios con edad < a 5 afios procedentes de la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica en México (RNLSP), del periodo
comprendido de diciembre del 2007 a octubre del 2009.

e Control de reaccion de RT-PCR: agua calidad PCR.

e Control negativo: muestra clinica con clave 613, negativa a Rotavirus,
Calicivirus y HAstVs por ELISA y por PCR.

e Control positivo: muestra diarreica con clave 1852 positiva la HAstVs a ELISA

y confirmada por secuenciacion.

6.3 Preparaciéon de las muestras primarias para el diagnéstico de
Astrovirus humano.

Se procesaran y organizaran muestras negativas a Rotavirus mediante la técnica de

rotaforesis [electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) para diagnostico de

Rotavirus] y procedentes de a RNLSP durante el periodo diciembre del 2007 a

octubre del 2009 de tres regiones geogréaficas de la Republica Mexicana en donde

se presentaron brotes de gastroenteritis aguda, como Tamaulipas, Michoacan e

Hidalgo.

Se construy6 una base de datos de todas las muestras negativas a Rotavirus por
rotaforesis; lo cual debe contener: el nimero asignado por la red Infolab (clave del
INDRE), cantidad y fecha de toma de la muestra, estado de la republica del cual
proviene la muestra, edad y sexo; todos estos datos con el fin de llevar a cabo un

posterior analisis epidemiologico.

6.4 Criterios de inclusion y exclusiéon para las muestras clinicas
primarias.
Criterios de inclusion:
e Muestras diarreicas asociadas con EDA y que presenten cuadros de

deshidratacion severa.
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¢ Nifios con edades < a 5 afios con un cuadro de diarrea aguda asociada con
deshidratacion severa.

e Muestras diarreicas con diagnostico negativo a Rotavirus por la técnica de
PAGE.

e Muestras con volumen en existencia igual o superior a los 3 mL.

Criterios de exclusion:

e Muestras que no cumplan con los requisitos anteriormente descritos.

6.5 Diagnostico de HAstVs por Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA).

Fundamento
El estuche Amplified IDEIA™ de OXOID utiliza un anticuerpo policlonal y un
conjugado de polimero de dextran con una alta incorporacién de enzima y moléculas

de anticuerpo en una fase sélida para la deteccion del antigeno de HAstVs.

Cada uno de los pozos esta recubierto con un anticuerpo policlonal especifico del
género de HAstVs. Una suspension al 10% de heces es adicionada al pozo y el
antigeno de HAstVs presente en la muestra se une a la fase sélida.

El dextran conjugado con los anticuerpos monoclonales especificos del género de
HAstVs se unen a los antigenos capturados en la fase sélida, o que une el complejo

del polimero conjugado incorporando multiples moléculas de enzima.

Para detectar la unién de la enzima, se utiliza un cromégeno que da como resultado
un cambio de coloracién que es detenido con la adicién de un &cido. La intensidad
del color de fondo es significativamente proporcional a la presencia del antigeno de

HAstVs en la muestra.
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Procedimiento del Ensayo Inmunoenzimatico.
1. Sacar el kit de 20 a 30 minutos antes de su uso para que los reactivos
alcancen la temperatura ambiente.
2. Realizar una dilucion al 10% de las muestras fecales con el diluyente de la
muestra proporcionado en el Kit.
3. Colocar 100 uL de la muestra blanco, del control positivo y negativo, asi como
de la dilucion de cada una de las muestras en la placa de ELISA.
Adicionar 100 pL del conjugado. Mezclar suavemente.
Incubar por 1 hora a temperatura ambiente (20-30° C).
Realizar 5 lavados de 350 pL de buffer de lavado en cada pozo.
Adicionar 100 pL del sustrato.

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

© © N o g &

Detener la reaccion adicionando 100 uL de la solucién de paro (H,SO,4 0.46
M).

10. Leer la absorbancia fotométricamente a 450 nm (La coloracién del pozo es
amarilla).

11. Interpretacion de resultados.

Criterios de interpretacion de resultados:

Valor de corte (VC): Valor de DO del Control Negativo (CN) + 0.10
Zona Gris: VC +/- 0.10

Valor Positivo: >VC +0.10

Valor Negativo: <VC-0.10
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DIAGRAMA DE ELISA PARA HAstVs

Muestras diarreicas
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Figura 10: Diagrama del Ensayo Inmunoenziméatico (ELISA) para la deteccién de HAstVs.
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6.6 Extraccién y purificacion de ARN viral.

Fundamento.

La extraccion purificacion de ARN se lleva a cabo por medio del estuche comercial
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (250) de QIAGEN (cat. 52906) segun las instrucciones
del fabricante. Este estuche combina las propiedades de union selectiva de la silica
gel unida a una membrana, con la rapidez de la tecnologia de extraccion del estuche
y es usado idealmente para el procesamiento simultaneo de varias muestras (figura
11).

La muestra, primero es lisada en condiciones altamente desnaturalizantes para
inactivar a las RNasas, asegurando el aislamiento del ARN intacto. Las condiciones
de la solucion reguladora son posteriormente ajustadas para propiciar la union
optima del ARN y la membrana de QlAamp, esta unién provoca que el ARN quede
con una carga en la columna. Los contaminantes que llegaran a quedar, son lavados
en dos pasos usando dos diferentes soluciones reguladoras de lavado. EI ARN con
una alta pureza, es eluido en un buffer especial libre de RNAsas y estd listo para su
uso directo o para ser almacenado. EI ARN obtenido esta libre de proteinas

nucleasas y de otros contaminantes e inhibidores.

Procedimiento.

1. Preparar los reactivos de acuerdo a lo indicado en el inserto.

2. En el caso de la solucion AVL con acarreador, sacar de 10-15 minutos
antes de su uso para que alcance la temperatura ambiente. Si es
necesario colocarlo en un bafio de agua a 80° C hasta que se disuelva el
precipitado.

3. Colocar en un tubo eppendorf de 1.5 mL, limpio y estéril, colocar 560 pL
del buffer AVL con acarreador de ARN vy adicional 140 uL de muestra.
Homogenizar y dejar incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Adicionar 560 pL de etanol grado biologia molecular, agitar y centrifugar a
13 200 rpm por 5 min.

5. Tomar 630 pL del sobrenadante y colocarlos en la columna de extraccion,

con su respectivo tubo de recoleccion. Centrifugar a 1 minuto a 8 000 rpm.
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Se desecha el tubo con el filtrado y la columna se coloca en un tubo de

recoleccién nuevo.

Depositar 630 pL del sobrenadante de la muestra clinica y repetir el paso

anterior.

Adicionar 500 uL del buffer AW1 y centrifugar 1 minuto a 8 000 rpm. Se

descarta el tubo de recoleccion con el filtrado.

Adicionar 500 pL de buffer AW2 y centrifugar a 13 200 rpm por 5 minutos.

Se descarta el tubo de recoleccion con el filtrado.

Colocar la columna de extraccion a un tubo tipo eppendorf nuevo, estéril y

previamente identificado.

10.Adicionar a la columna, 60 pL de buffer AVE, incubar 1 minuto a

temperatura ambiente y centrifugar a 8 000 rpm por 1 minuto.

11.Descartar la columna de extraccion. El filtrado contiene el ARN listo para

su uso. En caso contrario, el ARN puro se conserva estable por un afo si

se mantiene a una temperatura de entre -20°a -70° C

560 4L cleetanol
grado biologia
BSE.?P ,LLAK\!,: molecular 630 21
utiar
con Py < T

acarreador Homagenizar ‘H A
Incubar 10 minat.a. )
deRNA Y— /-g
—_— _> =
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1 |
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por 1 min
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Figura 11: Diagrama de la técnica de Extraccion y Purificacién viral por medio del kit comercial

Qlamp.
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6.7 Seleccion de los iniciadores para la deteccién de HAstVs.

Para la seleccion de los iniciadores, se llevé a cabo una revision bibliografica de
diferentes autores que trabajaron la RT-PCR para la identificacion de Astrovirus y se
encontr6 que los iniciadores Mon 269/Mon 270, Mon 244/Mon245 y Mon
340/Mon348 eran los que presentaban una mayor especificidad y sensibilidad.
Finalmente, los iniciadores seleccionados para la deteccion universal de HAstVs
fueron Mon340 y Mon348, ya que se encontrd0 que eran utilizados tanto a nivel
mundial como en estudios que se llevaron a cabo en México (Walter, y col., 2001;
Papaventis, D., y col., 2008; Liu, M-Q, y col., 2007; Myrmel, M., y col., 2006). Dichos
iniciadores amplifican una region del genoma del virus donde se encuentra el
dominio catalitico de la serin proteasa del virus (ORFla) la cual es altamente
conservada entre los diferentes serotipos dando como resultado un producto de
cADN de 289 pares de bases (pb) (Belliot y col., 1997) y corresponden a la posicion
1182 — 1470. La RT-PCR, como nueva metodologia molecular, ha sido ampliamente
utilizada en diversos estudios epidemioldgicos (Traore y col., 2000; Cunliffe y col.,
2002, Papaventsis, D. et. al, 2008).

ORF1a
PRO 2)2]2 -
1 Hur Das S = — 920

IRE

MON 340 MON 348

Figura 12: Ubicacion de los iniciadores MON 348 / MON 348 para la deteccidon universal de HAstVs.
Destacando los dominios més caracteristicos: TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa; DD: death
domain; NLS: secuencia de localizacion nuclear; HVR: region hipervariable; IRE: epitopo inmunorreactivo
Referencia: (Caballero, Santiago., 2004)

Tabla 2: Iniciadores para deteccion de HAstVs.

Producto
Iniciador Secuencia (5’ a 3’) Deteccion Polaridad Esperado
(pb)

Mon 340 CGTCATTGTTTGTTGTCATACT || e Eroteasa W
(Detecta todos
los tipos .
Mon 348 ACATGTGCTGCTGTTATATC antigénicos de
HAstVs)
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6.8 Retrotranscripciéon acoplada a la Reaccion en Cadena de la

polimerasa (RT-PCR) para la deteccion de HAstVs.

Fundamento.

Los genomas de muchos agentes virus contienen acido ribonucleico (ARN) que no
se puede amplificar directamente mediante PCR. Para la esto, se necesita un ADN
diana de doble cadena; el cual no se encuentra presente en los virus de ARN. Ese
problema puede resolverse mediante la introduccion de un estadio previo antes de
comenzar la PCR. Mediante la utilizacion de la transcriptasa inversa, es posible
transcribir el ARN a ADN complementario (CADN) que es ADN de doble cadena, y
por ello puede utilizarse en ensayos de PCR. Tradicionalmente, la reaccion de la
transcriptasa inversa se realiza en un tubo aparte, y el cADN producido se transfiere
después a un tubo nuevo para la reaccién de PCR. Sin embargo, ya se dispone de -
polimerasas estables y con actividad de transcriptasa inversa como la enzima Titan,
One Step, Super Script, entre otras. La utilizacion de estas enzimas en soluciones
reguladoras especificas posibilita que la reaccion de RT-PCR tenga lugar en el
mismo tubo en secuencia directa, sin manipulacion adicional. (Manual de pruebas de
diagnéstico 2006)

Para la estandarizacion de la reaccion de amplificacién, se utiliz6 como referencia el
protocolo propuesto por Walter y colaboradores 2001., el volumen de los reactivos
para la mezcla de reaccion fueron determinados por el uso de la enzima Titan,
donde las condiciones son: regulador 5x RT-PCR enzima Titan: 10 uL; mezcla de
dNTP’s (ImM): 2 uL; soluciéon DTT (ditiotritol): 2.5 uL; inhibidor de RNAsa (2000 U):
0.5 pL; iniciadores MON 340/348 (25 pmoles/uL): 1 puL de c/u; agua calidad PCR:
33.5 pL; enzima TITAN: 0.5 uL. A 45 pL de la mezcla de reaccion se le adiciona 5 pL
de ARN muestra o control, segun corresponda. Dicha mezcla se somete al siguiente
programa de termociclado: retrotranscripcion de 60 minutos a 42°C;
desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94°C; 30 ciclos de: desnaturalizacion de 1
minuto a 94°C, alineamiento de 1 minuto a 55°C y extensiéon de 1 minuto a 72°C; y

una extension final de 7 minutos a 72°C.
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La observacion del producto de amplificacion de 289 pb, correspondiente a HAstVs,
se determind en geles de agarosa al 1.5% teflidos con bromuro de etidio (EtBr) y

fueron visualizados con luz ultravioleta (UV).

6.9 Electroforesis en geles de agarosa.

Fundamento

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica de separacion de moléculas,
basada en la migracion diferencial de especies cargadas al ser sometidas a un
campo eléctrico. Los acidos nucléicos tienen carga negativa debido a su esqueleto
de grupos fosfato, lo cual provoca que se alejen del polo negativo (dnodo) y se
dirijan al polo positivo (catodo). La migraciéon de las moléculas se afecta por el
tamafo, forma, carga eléctrica (tipo y numero) de las moléculas, asi como por la
intensidad de corriente, voltaje y resistencia del campo eléctrico, entre otros. Para la
visualizacion de la electroforesis en geles de agarosa de las moléculas analizadas,
se utilizan sustancias que se intercalan en el acido nucléico y fluorescen con luz

ultravioleta, tal es el caso del EtBr.

Procedimiento parala preparacién y corrimiento de geles de agarosa.
1. Pesar 0.75 g de agarosa para un gel grande (20 pozos) o 0.375 g para un gel
pequefio (8 pozos).
2. Colocar en un matraz Erlenmeyer exclusivo para preparar geles con bromuro
de etidio.
3. Agregar 50 mL o 25 mL de TBE 1X, dependiendo del tamafio del gel.
4. Calentar en el microondas hasta fusion completa de la agarosa.
5. Dejar enfriar a una temperatura media en la que ya no se desprendan
vapores.
Adicionar EtBr a una concentracion de 1pg/mL.
Equilibrar la base del gel con ayuda de una base de nivelacion.

Depositar la solucion de agarosa con EtBr en la base del gel.

© ®© N O

Colocar el peine para los pozos (20 u 8 pozos).
10.Dejar de 30 a 40 minutos para que el gel polimerice totalmente.
11.Colocar la base del gel en la camara de electroforesis.

12.Adicionar la cantidad suficiente de TBE para cubrir el gel.

Teresa Hernandez Andrade Pagina 41



Diagnéstico Molecular de Astrovirus Humanos (HAstVs)

13.Llevar a cabo una mezcla de 2 pL colorante de naranja de acridina con 8 pL
del cADN obtenido y depositarlo en cada pozo.

14.Colocar 2 pL del marcador de peso molecular VIII al inicio y final del gel.

15.Programar la fuente de poder a 85 V por 60 minutos.

16.Conectar la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y esperar a que
finalice el programa.

17.Visualizar en un transiluminador de luz UV o en un fotodocumentador.

18. Visualizar los fragmentos esperados de 289 pb. Interpretar de resultados e

imagen.

6.10 Secuenciacion y andlisis filogenético de los productos de cADN
obtenidos.
La secuenciacion de los productos de amplificaciéon obtenidos de la RT-PCR, se
lleva a cabo mediante métodos automatizados utilizando el equipo ABI PRISM 310
Genedoc Analyzer. La edicion de las secuencias obtenidas se realiza mediante la
plataforma Bioedit y posteriormente se realiza un alineamiento mdailtiple junto con
secuencias tipo reportadas en el GenBank mediante el programa Clustal X version
1.83 y MEGA 4. Para la construccion del arbol filogenético se utilizé el modelo del
vecino més cercano (Neighbor joining) a partir de una matriz de distancias evolutivas
calculadas por el método del p-distancia. Con este procedimiento se pretende
caracterizar, tipificar y establecer las relaciones filogenéticas existentes entre las
cepas detectadas de HAstVs asociadas a cuadros diarreicos en la poblacién infantil

en México.

|
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7. Resultados.
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En éste estudio, las muestras diarreicas se analizaron mediante la técnica de

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) debido a que es una técnica mucho menos
costosa que la RT-PCR y presenta una alta sensibilidad y especificidad (100 y 98.3
% respectivamente para la deteccion de HAstVs. La referencia de estos datos se

encuentra en el inserto del kit).

Por éste método se procesaron 812 muestras diarreicas negativas a Rotavirus y con
diagnéstico probable de GA para la deteccion de HAstVs, de las cuales se
obtuvieron los siguientes datos: 28 muestras fueron positivas a HAstVs, lo cual
representa el 3.4% de positividad, 5 indeterminadas para HAstVs y el resto fueron

negativas para HAstVs, como se puede observar en la tabla 3.

En la figura 13 se muestra una microplaca de ELISA para la deteccion de HAstVs y

se pueden apreciar 17 muestras de coloracién amarilla que indica que son positivas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Blanco

Control
Negativo

Control
Positivo

Muestra
clinica
positiva a
HAstVs

Figura 13: Identificacion de muestras positivas a HAstVs mediante la técnica de ELISA. Se muestra la
coloracién amarilla que caracteriza a las muestras positivas a HAstVs. En la posicion Al: blanco; A2: control
Negativo; A3: control Positivo; de la posicion A4 a la H12 son muestras clinicas durante el periodo de estudio.

|
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Tabla 3: Resultado de las muestras procesadas por ELISA para la deteccion de
HAstVs.

Total de muestras procesadas negativas a Rotavirus: 812

Muestras Positivas | Muestras Indeterminadas | Muestras Negativas
28 (3.5%) 5 (0.7%) 779 (95.8%)
No. D.O No. D. O.
identificacion identificacion
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De acuerdo con los resultados obtenidos del ensayo de ELISA, se decidié utilizar
como control positivo la muestra con clave 1852, cuyo valor inicial de densidad
Optica alta (D.O.) fue de 2.469 y con un volumen inicial superior a los 15 mL.

Para llevar la RT-PCR, se procedio a la extraccion y purificacion del ARN viral a
partir de la materia fecal con el kit QIAMP® Viral RNA de la marca QIAGEN. Se
realizo la extraccion de ARN viral de 145 muestras diarreicas negativas a Rotavirus,
seleccionadas de manera aleatoria y dependiendo del volumen en existencia de los
brotes mas representativos en el afio; y previamente procesadas por ELISA de
HAstVs, de pacientes que presentaron cuadros de gastroenteritis aguda (incluidas
las 28 positivas a HAstVs, las 5 indeterminadas y 112 negativas a HAstVs y con
volumen suficiente, obtenidas por ELISA). El ARN extraido y purificado se conservé

en alicuotas a -20 y -70°C, hasta su uso.

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica para la seleccion de iniciadores para la RT-
PCR, donde los iniciadores MON 340/348 son los de mayor uso para la deteccion
general de HAstVs, ya que a partir del producto de amplificacion, se puede realizar
una segunda PCR para la subtipificacion del genotipo de HAstVs (Walter, y col.,
2001; Papaventis, D., y col., 2008; Liu, M-Q, y col., 2007; Myrmel, M., y col., 2006)

Se selecciond la enzima Titan de la marca ROCHE para llevar a cabo la reaccion de
RT-PCR en un solo paso, ya que una de sus caracteristicas es no ser termolabil, y

actuar como una retrotranscriptasa y polimerasa al mismo tiempo.

La estandarizacién de la RT-PCR se realiz6 a partir del andlisis de dos muestras
positivas de acuerdo a lo reportado por Walter y colaboradores: a) una con una D.O.
alta (con clave 1852), y b) otra con una D.O baja (con clave 1026); ademas se
incluye como control de reaccion agua grado biologia molecular. El equipo utilizado

fue el termociclador Veriti® (Applied Biosystems by Life technologies, México).

Con los productos obtenidos, se llevo a cabo una electroforesis en geles de agarosa
al 1.5% vy tefiidos con EtBr para observar los amplicones de cADN obtenidos
utilizando como referencia el marcador de tamafo molecular VIII. Los resultados se

muestran en la figura 14.
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Figura 14: Gel de agarosa al 1.5% para la deteccion de HAstVs. Se muestran los amplicones de 289 pb
correspondientes al tamafio esperado de la region de la proteasa de HAstVs. En el carril 1 y 5 se encuentra el
marcador de tamafio molecular VIII; en el carril 4 se encuentra el control negativo de la reaccion; en el carril 2 la
muestra con clave 1026 con una D.O. de 0.339 y en el carril 3 la muestra con clave 1852 con una D.O. de 1.42.

Los amplicones que se obtuvieron fueron de 289 pb, tamafio descrito por los autores
que utilizaron los iniciadores MON340/MON348 para la identificacion de HAstVs. Se
observa que en el carril 3 el amplicon presenta una mayor intensidad, lo que indica
gue se encuentra en mayor concentracién. Dicha muestra se eligio para ser
secuenciada. El resultado de secuenciacién confirma que la muestra con clave 1852
pertenece al género HAstVs serotipo 8, razén por la cual la muestra se utiliz6 como

control positivo para los ensayos subsecuentes (Figura 15).
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Figura 15: Electroferograma obtenido de la secuenciacion del control positivo de HAstVs. Muestra del
banco negativo de Rotavirus con clave 1852, positiva a ELISA para HAstVs y secuenciada para confirmacion del
género Astrovirus.
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Prueba de Reactividad cruzada de los iniciadores MON34/MON348 con otros
virus Gastrointestinales.

Esta prueba se realiz6 para verificar que los iniciadores seleccionados son
especificos para HAstVs y no producen amplicones con otros Vvirus
gastrointestinales, tales como Rotavirus, Adenovirus humano y Norovirus humano,

los resultados se observan en la figura 16.
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Figura 16: Gel de agarosa al 1,5% para la prueba de reactividad cruzada de los iniciadores MON
340/348 en la identificacion de HAstVs. Los oligonucledtidos se probaron con otros agentes virales causantes
de gastroenteritis aguda: carril 3: cepa prototipo PRICE de Rotavirus; carril 4: muestra positiva a Adenovirus;
carril 5: muestra positiva a Norovirus; carril 6: control positivo de HAstVs; carril 2: control negativo de la reaccion;
carriles 1y 7: Marcador de peso molecular VIII.

e OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE RT-PCR.

Limite de cuantificacion.

Para llevar a cabo la prueba de limite de deteccibn de ARN viral, se realizaron
diluciones seriadas de la muestra control con un factor de 2, dichas diluciones se
leyeron en el equipo NanoDrop ND-2000 de la marca ThermoScientific que cuantifica
acidos nucléicos, ya sea ARN o ADN, ademas de proteinas. Dicho instrumento es un
espectrofotometro que permite realizar medidas en un amplio rango de longitudes de
onda sin necesidad de utilizar cubetas o capilares; tan solo requiere un volumen de
muestra de 0.5 a 2 ul (segun el tipo de muestra); ademas el software asociado al
equipo incorpora una serie de aplicaciones especificas para el tipo de medicion que
se desee realizar (a4cidos nucleicos, proteinas a 280 nm, Bradford, Lowry,

cuantificacion de marcajes fluorescentes, etc.).
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En este caso el equipo se utilizo para la cuantificacion de ARN total. Posteriormente

se realizd la RT-PCR a cada muestra, los resultados obtenidos se encuentran

resumidos en la tabla 4 y en la figura 17:

Tabla 4: Valores de concentracion del
control positivo en la prueba del limite
cuantificacion

1x2° 23.3
1x2t 11.7
1x2? 5.9
1x2* 2.3
1x28 1.1
1x27' 0.4
1x2% 0.4
1x2°% 0.6
1x27128 0.4
1x2%° 0.1
1x2°%2 0.3
1 x 27102 0.3
25 ] rd - o .
Limite de cuantificacion para HAstVs
ng/ul
20 -
157 y=-5.38x+25
R2=0.8809
10 -
5 |
0 T T T T \ T T M_l
DETONT N NN + o+ 4 ;
N NTOONTONT G Gt _va
Factor de Dilucion

Figura 17: Grafica del limite de cuantificacion para el control positivo de HAstVs.

Limite de deteccidon
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El limite de deteccion es la cantidad minima de material genético presente en una
muestra que se requiere para que se pueda apreciar su amplificacion. Los resultados
de las diluciones que se utilizaron para el limite de cuantificacion, se ilustran en la
figura 18.
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Figura 18: Gel de Agarosa al 1.5% para la prueba de limite de deteccién de cADN de HAstVs, donde el
carril 1 y 15 corresponden al marcador de peso molecular VIII; carril 2: control negatlvo de reaccion; carril 3:
control Posmvo deI carnl 4 al 15 corresponden a las diluciones seriadas de 20 2 2 2 216 , 275,270 2 8, 2
256 pB12 o024 8 respectivamente.

Una vez establecidas las condiciones para la deteccion de HAstVs, se realizaron
modificaciones en: a) la cantidad de enzima en la mezcla de reaccién; b) la cantidad
de ARN molde para la RT-PCR, para que con estos resultados se pudiera obtener

un resultado 6ptimo con una cantidad minima de reactivos y de ARN molde.

Variacion en la cantidad de Enzima Titan

La cantidad de enzima en la mezcla de reaccién para cualquier PCR influye en la
cantidad de copias obtenidas en el mismo, como consecuencia, la cantidad y
concentracion adecuada de la enzima nos permitira la obtenciéon de un amplicén con
buena intensidad, por otro lado, el exceso de ella puede originar la inhibicion de la
reaccion lo que originaria falsos negativos, y finalmente, una concentracion baja de
enzima provocaria que al no haber la cantidad suficiente de ella, no se amplifique el

producto deseado, obteniendo un falso negativo.

Se seleccionaron 3 cantidades de enzima: 0.3, 0.5y 1.0 pL. Por especificaciones del
fabricante la cantidad a utilizar de una enzima es de 1 uL; sin embargo lo que se ha

observado que la actividad de la enzima sigue siendo Optima en voliumenes
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menores, por lo que se puede dar un ahorro de insumos. Bajo condiciones idénticas
de cantidades de mezcla de reaccién y termociclado que las pruebas anteriores, los

resultados se encuentran resumidos en la tabla 5y en la figura 19.

Tabla 5: Variacion en la cantidad de Enzima Titan

en la mezcla de reaccion de RT-PCR para HAstVs.

Cantidad
de Resultado

enzima
0.3 uL Positiva 2+
0.5 uL Positiva 3+
1.0 uL Positiva 1+

NOTA: La intensidad de cruces es proporcional a la cantidad “tedrica’
de copias del ADN blanco.
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Figura 19: Gel de agarosa al 1.5% para la prueba de variacién en la cantidad de enzima Titan en la RT-
PCR de HAstVs. El carril 1 y 6 corresponden al marcador de peso molecular VIII; carril 2: control negativo de
reaccion; carril 3: producto de amplificacion con 0.3 uL de enzima; carril 4: producto de amplificacién con 0.5 uL
de enzima; carril 5: producto de amplificacion con 1.0 uL de enzima.
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e Variaciéon en el volumen de ARN molde.
Se seleccionaron 4 cantidades diferentes de ARN molde, partiendo de la premisa de
que 5 uL de extracto son suficientes para una amplificacion adecuada de acuerdo a
la cantidad que muestra que fue utilizada por el autor Walter y colaboradores. bajo
condiciones idénticas en el resto de los reactivos de la mezcla de reaccion y las
mismas condiciones de termociclado, los resultados se encuentran resumidos en la

tabla6 yenla figura 20.

Tabla 6: Variacién en la cantidad de ARN molde
en la mezcla de reaccién para la identificacion de HAstVs.

Cantidad de Resultado
templado
1 pL 1+
3L 3+
5 pL 3+
10 pL 3+

La intensidad de cruces es proporcional a la cantidad “tedrica” de
copias del ADN blanco

Marcador VIl (pb)
1114
900

692

501

404
320

242

190
147

127

Figura 20: Gel de agarosa al 1,5% para la deteccién de HAstVs con diferentes volimenes de ARN molde.
El carril 1 y 7 corresponden al marcador de peso molecular VIII; carril 2: control negativo de reaccion; carril 3:
producto de amplificacion con 1 uL de ARN molde; carril 4: producto de amplificacién con 3 uL de ARN molde;
carril 5: producto de amplificacién con 5 uL. de ARN molde; carril 6: producto de amplificacion con 10 uL de ARN
molde.
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e Temperatura de almacenamiento de los extractos de ARN.
A lo largo del estudio se observé que la intensidad del amplicon de la muestra
control disminuia paulatinamente, por lo que se realizd una nueva extraccion de la
muestra con clave 1026 y del control positivo (1852). Se hicieron 2 alicuotas de cada
una de las extracciones y se sometieron a diferentes temperaturas de

almacenamiento (-20°C y -70°C). Los resultados se muestran en la figura 21.
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Figura 21: Amplificacién de la region de la polimerasa de HAstVs utilizando ARN molde almacenado a
diferentes temperaturas. El carril 1 y 7 corresponden al marcador de peso molecular VIII; carril 2: control
negativo de reaccion; carril 3: producto de amplificacion de la muestra 808 almacenada a -20°C; carril 4: producto
de amplificacion de la muestra 808 almacenada a -70°C; carril 5: amplificacion del control positivo almacenado a
-20°C; carril 6: producto de amplificacion del control positivo almacenado a -70°C.

e Deteccién de HAstVs en muestras clinicas por medio de la técnica de
RT-PCR.

Una vez optimizada la técnica de RT-PCR para el diagnéstico de HAstVs, se
procedio al analisis de 145 muestras clinicas: las 28 muestras positivas a ELISA, 5
indeterminadas y 112 negativas a la misma técnica. Del total de muestras
procesadas por RT-PCR, 39 muestras resultaron positivas a HAstVs y 106
negativas, dando un 27% de positividad para la deteccion de HAstVs. La figura 21
corresponde a un gel de agarosa representativo de las muestras positivas por RT-
PCR, donde se incluyen los controles positivos y negativos, asi como una muestra

negativa que corresponde a una muestra indeterminada por ELISA (figura 22).
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Figura 22: Gel de agarosa al 1.5% representativo de las muestras clinicas analizadas por RT-PCR para el
diagndstico de HAstVs. El carril 1, 11 y 20 corresponden al marcador de peso molecular VIII; carril 2: control
negativo de reaccion; carril 3: control positivo; del carril 4 al 19 corresponden a las muestras clinicas. En el carril
9 corresponde a una muestra indeterminada a ELISA y que por ésta técnica es negativa.

Dentro de éstos resultados se tienen datos interesantes en cuanto a la comparacion
de las técnicas diagnosticas: se corroboro el resultado de las 28 muestras positivas a
ELISA; se obtuvo que las 5 muestras con resultado indeterminado a ELISA por RT-
PCR fueron negativas; y lo mas importante, que 11 muestras negativas por ELISA
resultaron ser positivas por RT-PCR, demostrando que ésta Ultima técnica de
diagnéstico es mucho mas sensible y especifica que la ELISA (Tabla 7). En la figura

23 se aprecia una comparacion de las técnicas de diagnéstico para HAstVs en %.

Tabla 7: Comparacion de las técnicas de diagndsticas para
la identificacién de HAstVs en muestras clinicas

Método de Muestras
diagnéstico | seleccionadas

de la Técnica
Resultado de ELISA

28 28
5 5 negativas
112 101 negativas
11 positivas
145 145
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% en el diagnéstico de HAstVs por la técnica de % en el diagnéstico de HAstVs por la técnica de
ELISA RT-PCR

Positivas
19%

Figura 23: Gréficas comparativas, en %, de las técnicas diagnésticas para HAstVs.

Se observa un aumento en el nimero de muestras positivas por la técnica de RT-PCR

En la tabla 8 se enlistan las muestras positivas a HAstVs que se obtuvieron en éste
estudio. Se puede observar las 11 muestras que resultaron negativas a la técnica de

ELISA y que fueron positivas por medio de la técnica de RT-PCR.

De acuerdo a la recopilacion de los datos de las muestras positivas a HAstVs, se
contabilizé el nUumero de muestras por entidad federativa, mostrando que los estados
con un mayor namero de casos de EDA causada pos HAstVs son Tamaulipas (31%)
y Michoacan (23%), cdmo se puede apreciar en la figura 24. De igual manera se
aprecia que la mayoria de los pacientes que fueron positivos a HAstVs fueron nifios

en el rango de 7 a 18 meses, como lo muestra la figura 25.
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Tabla 8: Datos Generales de las muestras clinicas positivas a la identificacion de HAstVs por la
técnica de RT-PCR

ESTADO SEXo ~ RESULTADO - Resuliado
1 0023 04/01/2008 Michoacan 12 F Negativo 3+
2 0026  09/01/2008 Michoacan 8m M Negativo Yot
3 0060 12/01/2008 Tamaulipas la2m F Negativo 3+
4 0084  21/01/2008 Michoacan 11m F Negativo 2+
5 0104 01/02/2008 Michoacan 9m M Negativo 3+
6 0464  24/02/2008 Tamaulipas la 6m F 0.995 3+
7 0535 10/03/2008 Tamaulipas 5a 8m M 0.209 1+
8 0808  30/03/2008 Michoacan la3m F 0.429 3+
9 1477  30/03/2008 Hidalgo la 6m F 1.205 Yot
10 1026  15/04/2008 Tamaulipas 3a5m F 0.339 3+
11 1469  20/05/2008 Hidalgo lallm F 0.949 1+
12 1906  27/07/2008 Tamaulipas 8 F 3.05 1+
13 1852  04/08/2008 Tamaulipas 2a10m M 2.469 3+
14 2049 10/09/2008 Veracruz la 6m F 2.646 3+
15 2147  11/11/2008 Tamaulipas 2alm M 0.925 3+
16 0019 09/12/2008 Michoacan 8m M Negativo 3+
17 2163  10/12/2008 Quintana Roo 12 M 1.592 3+
18 0018 10/12/2008 Michoacan 11m F Negativo 3+
19 0025 18/12/2008 Michoacan 5m M 1.312 3+
20 0086  21/12/2008 Yucatan la9m M Negativo 1/8+
21 0005 22/12/2008 Durango 9m F Negativo 1+
22 0068 09/01/2009 Michoacan la 5m F Negativo 1+
23 0085  23/01/2009 Campeche 3a M Negativo 1+
24 0264  15/02/2009 Yucatan 2a F 1.452 3+
25 0293 11/03/2009 Campeche la 3m F 0.114 3+
26 0294  12/03/2009 Campeche 6m M 0.354 2+
27 0451 16/03/2009  San Luis Potosi la 3m M 1.774 3+
28 0457  24/03/2009  San Luis Potosi la7m F 0.127 1+
29 0491 25/03/2009 Tamaulipas 2a5m M 0.25 3+
30 0466  21/04/2009 Hidalgo la 10m M 0.152 3+
31 0663 27/04/2009 Tamaulipas la4m F 0.898 3+
32 0729  11/06/2009 Tamaulipas la F 2.576 3+
33 0888 02/09/2009 Campeche la M 1.224 3+
34 0920  15/09/2009 Quintana Roo 2a 10m M 0.161 Yot
85 0923 05/10/2009 Distrito Federal la M 0.237 1+
36 0922  05/10/2009 Distrito Federal la M 2.095 3+
37 0073 / Nuevo Ledn 7m M 0.478 2+
38 0510 / Tamaulipas 10m F 0.161 Yot
39 0511 / Tamaulipas lalm F 0.781 2+
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Figura 24: Distribucién de casos positivos a HAstVs en México. Donde se puede apreciar las entidades con

presencia de casos de GAV causada por HAstVs.

Frecuencia de HAstVs con respecto al grupo de edad
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Figura 25: Frecuencia de los casos Positivos a HAstVs con respecto al grupo de edad
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En lo que respecta al sexo, no se observaron cambios significativos por lo que
podemos decir que la enfermedad causada por HAstVs afecta a ambos sexos por
igual, como se muestra en la figura 26.

HAstVs con respecto al género de la poblacion

Figura 26: Frecuencia de casos positivos con respecto al género de la poblacién del estudio.

e Presencia de HAstVs durante el tiempo de estudio.
El total de casos que se procesaron por la técnica de ELISA y RT-PCR se ilustra en
la figura 27. Se puede apreciar que existe un mayor numero de muestras
procesadas por la técnica de ELISA (linea azul) ya que es una técnica menos
costosa y con alta sensibilidad y especificidad, ademas de que nos permite hacer un
tamizaje de muestras para la RT-PCR (barra verde). Se observa que al inicio del
estudio hay un ligero aumento de las muestras que fueron procesadas por RT-PCR
con respecto a las de ELISA, esto debido a que en ese momento no se contaban
con los kits para realizar la ELISA y por lo tanto, s6lo quedaba el recurso de la RT-
PCR; no obstante, observamos que en su mayoria las muestras fueron negativas,
razén por la cual se decidié primero hacer el tamizaje por medio de la técnica de
ELISA y posteriormente seleccionar, de manera aleatoria, muestras negativas a
ELISA para su procesamiento por RT-PCR. En la misma figura se aprecia un
incremento de muestras positivas de HAstVs en los meses de enero-marzo 2008,
diciembre 2008 — marzo 2009; aunque también se tienen casos esporadicos en los

meses de lluvia (julio — octubre de ambos afos).
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1 Muestras Procesadas para el diagndstico de HAstVs
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Figura 27: Estacionalidad de HAstVs durante el periodo de estudio, con respecto al total

de muestras procesadas por mes.

e Secuenciacion
Para el andlisis de secuencia se seleccionaron 12 muestras positivas a HAstVs
determinadas por RT-PCR y utilizando como criterio arbitrario de seleccion la
intensidad de bandas de amplificacion. Los resultados indican la relacion existente
entre las 12 secuencias obtenidas y las secuencias tipo del serotipo 4 y 8, segun se

indica en la figura 28.

Existe un grupo de 4 muestras que no se agrupan dentro de las secuencias tipo
consultadas, sin embargo, ahora sabemos que existe un nuevo serotipo, el MLB1,

en el que suponemos se encuentran estas cepas.
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Figura 28: Arbol filogenético de las cepas de HAstVs circulantes en México. Analisis
filogenético de 12 secuencias nucleotidicas parciales de la region ORF1lb de HAstVs
detectadas en este estudio junto con secuencias tipo reportadas en el GenBank. Los
nameros en las ramas indican los valores de Bootstrap, indicados como el porciento de 1000
réplicas usando el método del vecino mas cercano junto con el modelo de p-distancia. La

escala de distancia evolutiva muestra el nUmero de sustituciones nucleotidicas por posicion.

]
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8. Discusion.
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Los agentes causales de la gastroenteritis aguda han sido de dificil identificacion
dado que cada dia existe un mayor numero de agentes etioldégicos para este
padecimiento; entre estos agentes se encuentran las bacterias, los virus, los

parasitos y los protozoarios.

Las enfermedades diarreicas son una causa principal de mortalidad y morbilidad en
la poblacién infantil a nivel mundial, y por lo general son consecuencia de la
exposicion a alimentos o agua contaminados con heces. A nivel mundial, alrededor
de mil millones de personas carecen de acceso a fuentes de agua mejoradas y unos
2500 millones no tienen acceso a instalaciones basicas de saneamiento, por lo que
la diarrea causada por este tipo de infecciones es mas frecuente en paises en

desarrollo.

El presente trabajo se basd en la optimizaciébn de la técnica de RT-PCR como
método diagnostico para HAstVs con el fin de conocer un poco mas acerca de su

epidemiologia en México.

Se utilizé la técnica de inmunensayo enzimético (ELISA) como prueba tamiz, esto
con el fin de localizar muestras positivas a HAstVs. Dicha técnica se basa en la
deteccién del antigeno del virus, y a pesar de que la especificidad y sensibilidad de
la técnica son altas (98.3 y 100% respectivamente, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante) tiene la enorme desventaja de que la particula viral
tiene que estar bien conservada para que se pueda detectar el antigeno de la
capside; y existen factores como la temperatura de transporte y almacenamiento de
la muestra, los ciclos de congelacién-descongelacion y la cantidad excretada de
virus, que no son optimos y destruyen la capside, impidiendo que sea identificada

por éste método.

Mediante el método de ELISA fue posible procesar 812 muestras negativas a
Rotavirus, de las cuales 28 muestras fueron positivas, 5 indeterminadas y 779
negativas; dando un 3.5% de positividad, lo que coincide con lo reportado en la

literatura mundial.
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Una vez identificadas las muestras positivas a HAstVs por la técnica de ELISA, se
seleccionaron 2 muestras: la primera con clave 1852 que mostré una lectura de D.O.
de 2.469 (alta); y una segunda muestra con clave 1026 y con una lectura de D.O. de
0.339 (baja), ambas con un volumen en existencia superior a los 15 mL. A partir de
estas muestras se llevé a cabo la extraccion de ARN con el kit comercial QIAmp con
el objetivo de estandarizar la RT-PCR de acuerdo a lo reportado por Walter y
colaboradores (2001)

El protocolo de termociclado de Walter y colaboradores (2001) fue elegido para la
identificacion de HAstVs porque utilizaba los iniciadores MON 340/ MON 348 y
consistia en un estudio realizado con muestras de pacientes mexicanos; la enzima
que se utilizé fue la enzima TitAn de la marca ROCHE, que es una enzima con
funcién de retrotranscriptasa y polimerasa en un solo paso y finalmente los
voliumenes de los reactivos para la mezcla de reaccion fueron determinados por el

fabricante de la enzima.

Como prueba inicial se procesaron las 2 muestras positivas seleccionadas y como
control negativo se utilizé6 agua grado biologia molecular. Los productos de cADN se
corrieron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio y visualizado
con luz UV. Se obtuvo un amplicon de 289 pb que correspondia al tamafio de

amplicdn que generaban los iniciadores teéricamente (figura 14).

Para corroborar que el producto obtenido pertenecia al género HAstVs, se procedi6
a secuenciar la muestra 1852, ya que era la que tenia una mayor carga viral (por la
intensidad del amplicon en el gel de agarosa) y de ese momento en adelante se
ocuparia como control positivo. El resultado de secuenciacion confirmo que la
muestra pertenecia al género HAstVs y especificamente se trataba del genotipo 8
(HAstV-8), genotipo que sélo se ha identificado escasamente a nivel mundial, pero

gue se sabia de ante mano que circulaba en México (figura 15).

Ademas, para corroborar la especificidad del ensayo de RT-PCR se probd la
amplificacion de los iniciadores frente a otros virus gastrointestinales, como lo son:
Rotavirus (prototipo: PRICE), Norovirus y Adenovirus Entérico, ademas del control
de HAstVs y se sometieron al mismo protocolo para la identificacion de HAstVs
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(prueba de reactividad cruzada, figura 16). El resultado obtenido fue que los
iniciadores solo amplificaron la muestra que contenia el virus de HAstVs, indicador
de que los iniciadores son especificos para éste género y que por lo tanto no existe

el riesgo de amplificar el ARN de otro virus gastrointestinal.

Una vez identificado un control positivo a HAstVs, habiendo comprobado que los
iniciadores no cruzaban con otro tipo de virus y que la mezcla de reaccion era la
adecuada; se procedi6 a la optimizacion de la técnica de RT-PCR, el primer paso fue
detectar los limites de cuantificacion (cuanto puedo cuantificar del virus) y el limite de
deteccion (cual es la cantidad o volumen minimo que se requiere de ARN molde
para poder observar el producto de amplificacion).

Para la prueba del limite de deteccion, se llevaron a cabo diluciones seriadas con
factor de 2 del control positivo y se cuantificaron en el equipo NanoDrop™
(ThermoFisher Scientific). Se realiz6 una grafica con los resultados obtenidas (figura
17) que muestra que a partir de la dilucién 1x2° la cuantificacién de ARN viral se
mantiene practicamente con “valores constantes”, esto se debe que la cantidad de
ARN no es lo suficientemente alta como para obtener una lectura mayor a 0.6 — 0.4
ng/uL; por lo tanto podemos decir que para el control el limite de cuantificacion se

establece en la dilucién 1x2.

Para el limite de deteccién se analizaron las diluciones que se llevaron a cabo
previamente. Dichas muestras se procesaron por medio de RT-PCR y los productos
de la amplificacién se corrieron en un gel de agarosa y se obtuvo la figura 18; donde
se puede apreciar que el limite de deteccion, que se define como la concentracion
minima de ARN molde requerido para que la amplificacién por la técnica de RT-PCR
sea visible, fue en la dilucion 2%%*, Esto resulta ya que una de las caracteristicas
mas atractivas de la PCR es que la cantidad y calidad de la muestra de ADN sujeta a
amplificacion no necesita ser alta; solo basta una sola célula, un lisado celular o
especimenes con una longitud promedio de unos pocos cientos de pares de bases
para que sean adecuadas para una amplificacion exitosa. El criterio esencial es que
la muestra contenga al menos una cadena de ADN intacta (en este caso ARN) que
abarque la region que va a ser amplificada para poder observar el producto de

-1024
2

amplificacion. En consecuencia, aunque a dilucién no se tenga un valor
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cuantificable, existe una minima cantidad de material genético suficiente para que

sea amplificado y visualizado por medio del gel de agarosa.

Otras variables en el estudio fueron la variacion en la cantidad de enzima y del
templado. El objetivo del ensayo de variacion de la cantidad de enzima es optimizar
la técnica de tal forma, que con la minima cantidad de reactivos se pueda dar un
resultado confiable. En este sentido, se considera un rango Optimo entre 1y 2.5
unidades por 100 uL de reaccion, sin embargo, los requerimientos de la enzima
pueden variar con respecto a la secuencia blanco o los iniciadores. Ademas se debe
tener en cuenta que si la concentracion de la enzima es muy alta se acumulan
productos inespecificos, y si es muy baja se formara una cantidad insuficiente del
producto deseado, dando falsos negativos.

Para el ensayo se utilizaron los volumenes de: 1, 0.5 y 0.3 uL para identificar una
cantidad optima de enzima. En la figura 16 se observa que tanto el producto de
amplificacion con 0.3 y 0.5 uL de enzima es de una alta intensidad (3+), lo cual
indica que la RT-PCR se llevd a cabo de manera correcta y con el 6ptimo
funcionamiento de la enzima; sin embargo, al observar el producto con 1 uL de
enzima, se aprecia una notable disminucién en la amplificacién (1+) lo que sugiere
que al llegar a ésta cantidad de enzima la reaccion se puede llegar a inhibir por la
saturacion de la misma en la mezcla de reaccion y en consecuencia se puede llegar
a presentar un falso negativo. Por éstos motivos, se decidio utilizar la cantidad de 0.5
uL para asegurar que existe una 6ptima concentracién de la misma para que la
reaccion se lleve a cabo de manera satisfactoria sin caer en falsos negativos o en

productos inespecificos.

Una de las caracteristicas mas atractivas de la PCR, como ya se habia mencionado,
es que la cantidad y calidad de la muestra de ADN sujeta a amplificacion no necesita
ser alta. El criterio primordial es que la muestra contenga al menos una cadena de
ADN intacto que abarque la region que va a ser amplificada y que las impurezas
sean suficientemente diluidas como para no inhibir la polimerizacion. Por éste motivo
se llevdé a cabo la optimizacion en la cantidad de ARN molde en la mezcla de

reaccion para asegurar un resultado confiable con la cantidad minima de extracto, la
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figura 19 representa el resultado obtenido en la prueba de variacion en la cantidad
de ARN molde. Se aprecia que los productos de amplificacion con 3, 5y 10 puL,
tienen la misma intensidad (3+), indicativo de que a estas concentraciones
relativamente altas de carga viral, la reaccion no se inhibe por exceso de ARN
molde, Por otra parte cuando se utiliza 1 uL, el producto de amplificacion es menos
intenso (1/2+), indicativo de que no existe una cantidad suficiente de la secuencia
diana para que el nimero de copias obtenidas en la PCR sean suficientes para que
se observe un amplicon adecuado. Este dato es relevante, porque de llegar a contar
con una muestra con una carga viral baja, 1 uL de templado no seria suficiente para

gue amplifique de manera correcta, dando como resultado un falso negativo.

Este resultado es de gran importancia, ya que una de las premisas que debemos
considerar en los laboratorios es la de obtener resultados confiables con la menor
cantidad de reactivos posible, razon por la cual no podriamos utilizar 1 pL de
templado porgue no asegurariamos la confiabilidad del resultado; por otra parte, se
tiene la informacion de que un exceso en la cantidad de ARN molde puede llegar a
inhibir la reaccion, motivo suficiente para no utilizar la cantidad de 10 uL a pesar de

que nos dé una amplificacién de 3+.

Durante la optimizacién de la técnica de RT-PCR, se observé que el control positivo
presentaba una degradacion de ARN durante los ciclos congelacion-descongelacion
a los que se sometia, lo que condujo a realizar otra prueba. Una vez extraidas las
muestras, se tomaron alicuotas de 30 uL del extracto y se almacenaron a -70°C,
mientras que la otra se conservaba a -20°C, después de 2 meses de
almacenamiento, se comprobé que la alicuota conservada en congelacion
presentaba una intensidad menor que la que se habia guardado en ultracongelacion,
probando de ésta manera que el ARN de éste virus es muy labil; premisa que

conlleva al almacenamiento de los extractos de las muestras -70°C (figura 21).

Al finalizar la optimizacién de la técnica, se observé que a pesar de que se habian
modificado las cantidades en la mezcla de reaccion, el resultado obtenido fue optimo

al comprobar que la reaccion no presentaba productos inespecificos y que podiamos
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asegurar una amplificacion correcta (sin inhibiciones o restricciones de reactivos) sin

comprometer el resultado.

Una vez establecidas las condiciones optimas de la RT-PCR (0.5 pL de enzima, 5 pL
de ARN molde y temperatura de almacenamiento de los extractos de ARN total a

-70°C), se procedio al andlisis de muestras clinicas.

Se seleccionaron las 28 muestras positivas a ELISA, las 5 indeterminadas y 112
muestras negativas seleccionadas indistintamente (tomando en cuenta los brotes de

diarrea que se presentaban en México) y se analizaron por RT-PCR.

Se confirmdé el resultado de las 28 muestras positivas a HAstVs, las 5
indeterminadas fueron negativas, pero lo mas importante, 11 de las 112 muestras
negativas a HAstVs determinadas por ELISA, fueron positivas por RT-PCR. Este
altimo resultado es muy relevante porque demuestra que la técnica de RT-PCR es
mucho mas sensible que los ensayos inmunoenziméaticos. Esto se atribuye a que la
RT-PCR puede detectar cantidades bajas del genoma del agente viral, mientras que
en la ELISA se detecta antigenos de la capside del virus, la cual puede verse

afectada por varias razones, entre ellas, la conservaciéon de la muestra.

En la tabla 7 se aprecia un comparativo entre las técnicas, observamos que si bien
por ELISA se tiene un 3.5% de positividad por la poblacién del estudio, al comparar
los porcentajes solo con las muestras procesadas por RT-PCR, hay una diferencia

del 8% en la positividad, valor considerable en el proceso.

Este andlisis de muestras clinicas (n=145) permite sugerir que HAstVs es causa el
27% de gastroenteritis viral aguda en pacientes negativos a Rotavirus. Dicho
porcentaje no concuerda con lo reportado frecuentemente a nivel mundial, donde
varian del 3 al 15%; sin embargo concuerda con los estudios realizados en México
(con una positividad de mas del 60%) y uno en Espafia (37% de positividad).
Maldonado y col, demuestran que éste agente causal estd presente con mayor

frecuencia en las gastroenteritis agudas.
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Con los resultados obtenidos en ésta comparacion, resalta el resultado de esas 11
muestras que por ELISA fueron negativas y por RT-PCR resultaron positivas. Dicho
resultado era de esperarse ya que esta Ultima técnica se utilizan iniciadores
especificos para la identificacion de material genético, el cual no depende de la
integridad de los antigenos de la capside del virus, como es el caso de la ELISA y
otras técnicas de diagnostico como la inmunofluorescencia o la microscopia, y por
ello es mucho mas especifico. Ademas se sabe, en teoria, que con tan soélo una
copia de ARN basta para tomarla de molde y que amplifique el nUmero de copias,
pudiendo identificar al agente viral con mucho menos cantidad de muestra, lo que

conlleva a una mayor sensibilidad.

Esencialmente la técnica RT-PCR permite la amplificacién selectiva de cualquier
segmento de ADN, conociendo las secuencias que lo flanquean. Las aplicaciones de

la PCR y de sus numerosas variantes son practicamente ilimitadas:

» Simplifica muchos experimentos de ingenieria genética.

» Permite muchos estudios de expresion genética.

 Secuenciacion directa de secuencias amplificadas.

* Deteccion de mutaciones.

» Seguimiento de la efectividad de tratamiento de enfermedades.

* Diagnoésticos de enfermedades genéticas e infecciosas.

« En la ciencia forense: identificacibn de restos biolégicos, determinacion de
paternidad, pruebas periciales en criminalistica.

* E incluso tiene aplicaciones en arqueologia y paleontologia.

A pesar de que la técnica implica equipo medianamente costoso, el beneficio para
los laboratorios de salud publica es muy grande, dado que pueden implementar
diversos diagnosticos de agentes infecciosos con una sensibilidad y especificidad
alta, sin gastar en metodologias mas costosas como microarreglos o las sondas para
la PCR tiempo real. Asi mismo, los resultados obtenidos mediante éstas técnicas en
los laboratorios de salud publica, tienen un alto impacto en la epidemiologia de
diversos agentes infecciosos, puesto que se puede deducir con una mayor

confiabilidad diferentes aspectos como son: la poblacién de riesgo de la enfermedad
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(sexo o edad), la estacionalidad del agente, % de incidencia, etc., para tener un

panorama mucho mas amplio de que y como afecta a la poblacién en nuestro pais.

La distribucion estacional de HAstVs a lo largo del estudio (figura 27) muestra un
ligero aumento en los meses de invierno (diciembre-principios de marzo) aunque
podemos observar que, en casos esporadicos, HAstVs se encuentra presente a lo
largo del afio. A nivel mundial, diversos autores como Glass, R. y colaboradores,
Maldonado, Y. y colaboradores, Caballero S y colaboradores; entre otros, reportan
que la presencia de HAstVs se asocia con los meses de invierno en climas
templados, mientras que en climas tropicales, tiene un pico de incidencia en los

meses de verano; lo que concuerda con lo identificado en este estudio.

El criterio de seleccion de la poblacion de muestras se bas6 de acuerdo a lo
reportado en la literatura a nivel mundial que indica que la poblacién de 0 a 3 afios
de edad era la mas afectada (Morsy, W. y col. 2007, Glass, R. y col 1996; Caballero,
S. 2004). En la figura 26 muestra que la GA causada por HAstVs abarca a los nifios
entre 7 meses a 2 afios de edad. Dicho comportamiento se atribuye a que durante
los primeros afnos de vida, el sistema inmune de los nifios no se encuentra maduro y
por lo tanto son mas propensos a adquirir cualquier tipo de enfermedad.
Posteriormente crean anticuerpos y, aunque no se da la inmunidad heterotipica, es

mas dificil que adquieran o desarrollen la infeccion.

En lo que respecta al sexo, no existe una diferencia significativa del grupo al que
afecta preferentemente HAstVs (figura 26). Aunque se observa un ligero aumento en
la poblacién del sexo femenino, no es motivo suficiente para suponer que existen
factores que promuevan la infeccion de HAstVs en las féminas, ya que en la
actualidad, la poblacion en México es en su mayoria del sexo femenino y por lo tanto
no es sorpresa de que las mujeres representen ser un grupo mayoritario en diversas

enfermedades.

En la figura 24, se observa la circulacion de HAstVs las entidades donde fue
identificado. Los datos muestran un aumento en el nimero de casos asociados a la
infeccion por HAstVs en 2 entidades: Tamaulipas y Michoacan. Este suceso se

puede atribuir a que en estos estados, las temperaturas durante el invierno son muy
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bajas y por lo tanto los nifios son mas propensos a contraer diversas enfermedades
virales, entre ellas, gastroenteritis aguda por HAstVs. A pesar de ello, en las
regiones tropicales también se observa la presencia de casos positivos a HAstVs,
concordante con lo reportado en la literatura ya que en climas de esta naturaleza, el
saneamiento de estos lugares por las lluvias, es dificil y propicia las infecciones

gastrointestinales.

En lo que respecta a la construccion del arbol filogenético, se seleccionaron
aleatoriamente 12 muestras positivas a HAstVs por RT-PCR, de las cuales 2
muestras se agruparon dentro del serotipo 4, y 4 se agruparon en regiones muy
cercanas al serotipo 8. Con los datos anteriores, no podemos dar un dato de
seroprevalencia, ya que no se identificaron las 39 muestras positivas y por lo tanto
no seria un dato representativo, pero si podemos mencionar que por lo menos el
33% de las muestras que se mandaron a secuenciar pertenecen al HAstVs-8,
serotipo circulante en México (Méndez-Too0s).

Finalmente se puede apreciar que la técnica de RT-PCR es una herramienta
bastante eficiente en el ambito de la epidemiologia de cualquier agente infeccioso,
porque permite conocerla de manera mucho mas sensible que otros métodos
diagnoésticos los métodos inmunoenzimaticos donde se tiene que conservar los
antigenos de las particulas virales, y con una sensibilidad mucho mayor, puesto que

se utilizan iniciadores especificos.

Ademas se sabe que ésta técnica es de facil acceso para los diferentes niveles de
diagnéstico en el pais porque su costo es mucho mas bajo que una RT-PCR en
tiempo real, microchips o sistemas combinados de RT-PCR con perlas marcadas
con fluorescencia; por otro lado, la técnica no requiere de personal altamente
especializado, como lo es el caso de la microscopia o la inmunofluorescencia, sino

de que siga las buenas practicas de laboratorio para obtener buenos resultados.

Por otro lado, esta linea de investigacion todavia posee grandes retos, entre los que

destacan:
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e La optimizacion de la técnica de RT-PCR punto final para la deteccion de
genotipos de HAstVs.

e Deteccion de co-infecciones de HAstVs con otro virus gastrointestinales,
principalmente con Rotavirus y Norovirus.

e Proponer un protocolo para la deteccion de HAstVs por RT-PCR tiempo real y
microarreglos.

e Segquir con la identificacion molecular por medio de secuenciacion.

¢ Indagar mas sobre la epidemiologia molecular a través de los estudios

realizados por secuenciacion.

Todo ello con el propésito de tener un panorama amplio sobre la epidemiologia de
éste agente etioldgico en nuestro pais porque, como se demostré en éste trabajo
experimental, cada dia va adquiriendo una mayor importancia debido al incremento

de casos en la poblacion infantil mexicana.

|
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9. Conclusiones

e Se logré optimizar la técnica de RT-PCR para la deteccion de HAstVs.

e La técnica de RT-PCR tiene una mayor sensibilidad y especificidad que el

ensayo inmunoenzimatico, en una proporcion 1:1.4.

e Se determin6 que la incidencia de HAstVs en la poblacién infantil mexicana es
del 26.9%.

e El rango de edad asociado con la infeccion de HAstVs fue de 7 meses a 2

afnos.

e HAstVs presenta una mayor incidencia en los meses de invierno y algunos

casos esporadicos en el resto del afo.

e Los estados de Michoacan y Tamaulipas presentan un mayor nimero de
casos positivos a HAstVs, demostrando que los climas frios son propicios para el

desarrollo de una gastroenteritis ocasionada por HAstVs.

e La técnica de RT-PCR es una herramienta Util, de alta sensibilidad y
especificidad y de facil acceso, en el diagnodstico de HAstVs en cuadros de

gastroenteritis aguda en los laboratorios de Salud Publica en México.
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