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RESUMEN

La gastroenteritis aguda es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
infantil a nivel mundial, la etiologia incluye virus, bacterias y parésitos, considerando
a los virus la principal causa de diarrea aguda. Los mas frecuentes son rotavirus,
calicivirus, adenovirus y astrovirus humanos (HAstV); en la etiologia bacteriana los
principales agentes son Escherichia coli y Shigella spp., y en la etiologia parasitaria,
se reconoce a Entamoeba histolytica como la principal causa a nivel mundial. El
diagnéstico de estos patdgenos es poco especifico y sensible, se utiliza
convencionalmente ELISA y actualmente métodos moleculares, sin embargo no
existe un método molecular que los identifique simultdneamente, por lo que el
objetivo del presente trabajo fue disefiar un método diagndstico molecular altamente
sensible y especifico que permitiera la identificacibn simultanea en muestras de
heces de patdgenos entéricos (astrovirus, norovirus, Entamoeba histolytica,
Escherichia coli enteroinvasiva) en nifios menores de cuatro afios. Se analizaron
muestras de heces para identificar estos patdgenos por ELISAy RT-PCR/PCR. Por
RT-PCR se identificaron 4 muestras positivas para astrovirus (3.8%) y 4 para
calicivirus (3.8%); por PCR 2 y 14 muestras positivas para Entameoba histolytica
(10.5%) y EIEC (70%) respectivamente. Por ELISA Unicamente se identifico una
muestra positiva para norovirus (2.5%). Las muestras positivas secuenciadas
correspondieron a astrovirus serotipo 1 y 8, virus Norwalk, y EIEC y se estandarizo la
PCR mdltiple con las muestras de heces positivas lograndose amplificar
simultAneamente (astrovirus, EIEC y Entamoeba histolytica), lo que representa una
herramienta (til en la identificacién de patdogenos en estudios de corte epidemiolégico
y puede servir de apoyo al diagndstico de gastroenteritis aguda en nifios lo cual
representaria un gran impacto en el diagndéstico temprano y tratamiento y por ende

un cambio epidemiol6gico importante.
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ABSTRACT
Acute gastroenteritis is a major cause of childhood morbidity and mortality worldwide.
The etiology are included viruses, bacteria and parasites, considering the viruses the
leading cause of acute diarrhea, rotavirus, calicivirus, enteric adenovirus and human
astrovirus (HAstV) are the most frequent, in the bacterial etiology the main agents are
Escherichia coli and Shigella spp. and in the etiology parasitic Entamoeba histolytica
is recognized as the leading cause worldwide. The diagnosis of these pathogens is
very little specific and sensitive, its conventionally used ELISA and molecular
methods currently. However, actually don’t exists there is no a molecular method to
identify them simultaneously, therefore the aim of this study was to design a
molecular diagnostic method for highly sensitive and specific to allow the
simultaneous identification in stool samples of enteric pathogens (astrovirus,
norovirus, Entamoeba histolytica , enteroinvasive Escherichia coli) in children under
four years. Stool samples were analyzed to identify these pathogens by ELISA and
RT-PCR/PCR. For RT-PCR identified 4 samples positive for astrovirus (3.8%) and 4
for calicivirus (3.8%) were identified; while by PCR 2 and 14 samples positive for
Entameoba histolytica (10.5%) and EIEC (70%) were identified respectively. By
ELISA only one sample was positive for norovirus (2.5%). The sequences of the
positive samples corresponded to serotype 1 and 8 for astrovirus, Norwalk virus, and
EIEC strain. Multiplex PCR was standardized with positive stool samples, achieving
simultaneously amplify (astrovirus, EIEC and Entamoeba histolytica), which is a
useful tool in the identification of pathogens in epidemiological studies and may
provide support to the diagnosis of acute gastroenteritis in children which would
represent a major impact on early diagnosis and treatment and therefore a major

epidemiological change.
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1 INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
infantil a nivel mundial (50), provocando aproximadamente dos billones de casos de
diarrea en nifios por afio en todo el mundo (23), principalmente en paises en vias de
desarrollo donde la higiene escasa y el acceso limitado al uso de agua potable
favorecen la presencia de ésta, siendo la desnutricion otro factor que contribuye a
elevar la mortalidad por este padecimiento especialmente en nifios (58).

Los responsables de la aparicibn de un cuadro de gastroenteritis aguda lo
constituyen un amplio grupo de patdgenos, tales como virus, bacterias y parasitos
(58); en paises en vias de desarrollo, los virus, son reconocidos como la principal
causa de diarrea aguda (38), entre los mas frecuentes estan rotavirus, calicivirus,
adenovirus entéricos y astrovirus humanos (HAstV) (Fig.1) (80). Las bacterias
productoras de diarrea como Escherichia coli y Shigella sp. asi como el parasito
protozoario Entamoeba histolytica son considerados agentes etioldgicos importantes
en la gastroenteritis aguda a nivel mundial.

1.1 VIRUS ENTERICOS

Entre los virus que provocan diarrea se encuentra a astrovirus los cuales infectan
principalmente a nifios menores de 3 afios de edad; su periodo de incubacion es de
3-4 dias y la via de transmision es de persona a persona (44). Las infecciones por
estos presentan un comportamiento estacional semejante a rotavirus, la mayoria de
ellas, son detectadas en los meses de invierno en regiones templadas y en los
meses de lluvia en climas tropicales, el cuadro clinico se caracteriza por diarrea
moderada (2 a 3 dias) la cual generalmente se autolimita, puede provocar vomito,

fiebre, anorexia, dolor abdominal, cefalea y deshidratacion moderada que no requiere
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hospitalizacion, sin embargo una proporcion de estas infecciones son asintomaticas
(44).

Los astrovirus son virus de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva (RNAcs+),
icosahedricos (Fig.1, panel C) no envueltos y pertenecen a la familia Astroviridae la
cual se divide en dos géneros: Mamastrovirus que incluye astrovirus que infectan
mamiferos y el género Avastrovirus que incluye astrovirus que infectan aves y
causan enfermedades intestinales y extraintestinales (39).

El genoma es de 6.8 kb (gRNA) y contiene un RNA subgendmico de 2.4 kb
(sgRNA); el gRNA estad organizado en tres marcos de lectura abiertos, dos
localizados hacia el extremo 5° denominados ORFla y ORF1b, que codifican para
las proteinas no estructurales y un tercer marco de lectura localizado en el extremo
3", denominado ORF2 presente tanto en el gRNA como en el sgRNA, el cual
codifica para las proteinas de la capside (39).

Otro virus importante en la etiologia de la gastroenteritis aguda son los calicivirus,
cuyo genoma de 7.5 kb también es de RNAcs+, icosahedricos (Fig.1, panel D) y
pertenecen a la familia Caliciviridae, la cual se divide en cuatro géneros: Norovirus,
Sapovirus (infectan humanos) y Vesivirus, Lagovirus (infectan animales) (6); son
altamente infecciosos y el cuadro clinico que provocan es generalmente moderado y
autolimitado, son igualmente frecuentes tanto en paises en vias de desarrollo como

paises desarrollados (9).
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Figura 1.- Micrografia electréonica de virus entéricos: A) Rotavirus humano; B)

Adenovirus entérico; C) Astrovirus; D) Calicivirus humano (Wilhelmi, et.al.2003).

1.2 BACTERIAS PRODUCTORAS DE DIARREA

En cuanto a la gastroenteritis aguda en nifios de origen bacteriano, los principales
agentes etiologicos son Escherichia coli y Shigella spp., la primera representa un
problema importante de salud publica en paises en vias de desarrollo, ambos
microorganismos causan un cuadro clinico moderado y de remisién espontanea, sin
embargo cuando la infeccion involucra érganos extraintestinales se pueden presentar
complicaciones serias y una enfermedad crénica (68). Se conocen cinco variantes de
E. coli productoras de diarrea, una de ellas la enteropatogénica (EPEC) (Fig. 2,
panel A) es considerada una de las principales causantes de diarrea en menores de
2 afos de edad, ademas de considerarse como causante de diarrea persistente
(50,57); la variante enterohemorragica (ETEC) provoca un cuadro clinico
caracterizado por vomito, diarrea que conduce a deshidrataciéon moderada a severa,

con una duracion de 3 a 4 dias, generalmente se autolimita y no provoca fiebre; es
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comun la coinfeccion de esta con otros patégenos entéricos llegandose a presentar
en mas del 40% de los casos, siendo comunes las infecciones mixtas con rotavirus y
con otras bacterias como V. cholerae, Campylobacter jejuni, Shigella spp.,
Salmonella spp., y Cryptosporidium; la infeccién por ETEC es més frecuente en los
periodos frios del afio (64). Escherichia coli enteinvasiva (EIEC) se considera un
verdadero patdgeno intracelular capaz de invadir y replicarse dentro de las células
epiteliales y macréfagos. EIEC y Shigella spp., son bioquimica, genética y
patogénicamente semejantes, EIEC puede causar una colitis inflamatoria y
ocasionalmente disenteria y en la mayoria de los casos una diarrea acuosa

indistinguible a la que provocan otras Escherichia coli patogenas (37).

A) B)

-
-
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Figura 2.- Micrografia electrénica de cepas de Escherichia coli productoras de diarrea.
A) E. coli enteropatogénica (EPEC) (1), B) E. coli enterotoxigenica (ETEC) (CDC/ Janice

Haney CarrDC).
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1.3 PARASITOS ASOCIADOS A GASTROENTERITIS AGUDA

Con respecto a la etiologia de origen parasitario, se reconoce como la principal
causa a nivel mundial a Entamoeba histolytica (Fig. 3), protozoario capaz de invadir
la mucosa intestinal y otros 6rganos, principalmente el higado, produce dafio celular
y tisular, es responsable de la amibiasis, cuya forma invasiva es mas comdn en
paises en vias de desarrollo (14). En México representa un problema serio de salud
publica, donde aun es endémica (60); esta infeccibn es mas frecuente en regiones
tropicales, climas célidos y templados, en areas pobres y mal saneadas donde es
comun el hacinamiento y el mal manejo de excretas asi como el acceso limitado al
uso de agua potable (12). La manifestacion de la enfermedad puede ir desde una
infeccion asintomatica hasta una enfermedad fatal diseminada, presentandose
alguno de estos cuatro sindromes: colonizacion asintomatica, colitis amebiana aguda
caracterizada por dolor abdominal leve, heces con sangre y fiebre; colitis fulminante
la cual ocurre frecuentemente en nifios quienes presentan un cuadro de dolor
abdominal difuso, diarrea sanguinolenta profusa y fiebre; y ameboma el cual se
presenta como una lesion completamente asintomatica o se acompafia de disenteria
sintomatica, los sindromes diarreicos y disentéricos se presentan en el 90% de los

casos de amibiasis intestinal (14).
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Figura 3.- Microscopia electronica de trofozoitos de Entamoeba histolytica (Espinosa

et.al. 2000).
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2 ANTECEDENTES

La poblacion infantii es un grupo altamente susceptible a las infecciones
gastrointestinales agudas, las cuales representan un problema significativo de salud
a nivel mundial (67). Dentro de los patdégenos responsables de provocar este tipo de
infecciones se hallan los virus, los cuales se consideran como los principales agentes
etiologicos (38) y entre los mas importantes se encuentran los astrovirus y calicivirus
humanos (4).

Los astrovirus humanos (HAstV) fueron detectados por microscopia electronica (EM)
por Appleton y Higgins en 1975 en muestras de nifios con diarrea en un brote
identificado en una unidad de cuidados maternos (44), y son reconocidos como la
segunda causa de gastroenteritis viral infantil a nivel mundial después de rotavirus
motivo por el cual se consideran de gran importancia médica (67). En humanos se
han identificado ocho serotipos (HAstV1l a HAstV8) siendo el serotipo 1 el mas
frecuente a nivel mundial y la distribucion de estos varia por region (28).

Diversos estudios epidemioldgicos realizados en todo el mundo han reportado una
prevalencia de estos del 2 al 16% en nifios hospitalizados con diarrea (77), mas de
10% en casos esporadicos y de 0.5 a 15% de brotes de gastroenteritis (18,72); sin
embargo en otros estudios se ha encontrado a norovirus como el principal patégeno
causante de brotes de gastroenteritis aguda (78.1%) y a rotavirus, adenovirus y
astrovirus en un 4.9%, 1% y 0.5% respectivamente (71). Los calicivirus humanos son
considerados también una de las principales causas de gastroenteritis aguda a nivel
mundial, son virus altamente infecciosos y responsables de brotes de gastroenteritis
en comunidades cerradas, motivo por el cual ha incrementado el impacto de estos

virus en la salud publica (25, 76). Se han identificado dos géneros en humanos:
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Sapovirus y Norovirus considerando a este ultimo como la principal causa de

gastroenteritis epidémica en nifios y adultos (72).

2.1 METODOS DIAGNOSTICOS PARA LA DETECCION DE PATOGENOS
CAUSANTES DE DIARREA

2.1.1 ASTROVIRUS Y CALICIVIRUS

Para la deteccién de virus en muestras de heces, se han desarrollado varios
métodos, tales como microscopia electrénica, inmunofluoresencia y ELISA (80),
dentro de ellos, el mas comunmente utilizado es la microscopia electronica (EM),
sin embargo tiene varias desventajas, entre ellas es que es un método cuya
sensibilidad oscila de 10°a 10’ particulas virales por gramo de heces, y en pacientes
cuya excrecion de particulas virales es menor esto representa un problema ademas
de costoso y poco accesible, pues implicaria que cada laboratorio de andlisis clinicos
de los hospitales tendria que tener un microscopio electrénico para la identificacion
de particulas virales, sin dejar de mencionar que no es posible determinar el serotipo
presente en la muestra analizada.

En estudios de corte epidemiolégico se han empleado ensayos inmunoenzimaticos
para la identificacion de astrovirus (43,46,74) en los que se utiliza un anticuerpo
monoclonal para capturar el antigeno viral y un antisuero policlonal para la deteccién
del anticuerpo, donde un gran numero de muestras pueden ser probadas, sin
embargo recientemente la RT-PCR ha sido utilizada como un método
extremadamente sensible para detectarlos en muestras de heces y para llevar a
cabo este ultimo, la mayoria de los estudios han utilizado como secuencias “blanco”
la region no traducida 3" (RNT) o el ORF2 por ser una region altamente conservada

(5) y ha demostrado ser mas eficiente para la deteccién de infecciones subclinicas
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(8); asi mismo se ha empleado otra region localizada en el ORFla también
conservada entre los ocho serotipos, siendo esta la mas utilizada por distintos grupos
de investigacion para serotipificar muestras provenientes de brotes o bien de casos
aislados antes de realizar ensayos de genotipificacion.

Por otro lado, la identificaciéon de Calicivirus ha sido dificil debido a que son virus que
no pueden ser cultivados en células (27) lo cual ha limitado los métodos de
diagnostico; por lo que se han utilizado diferentes métodos no moleculares tales
como microscopia electronica (EM) y técnicas inmunolégicas (ELISA, ensayos de
aglutinacion), sin embargo se consideran poco sensibles y especificos (35).
Actualmente se han propuesto ensayos moleculares tales como la RT-PCR vy la
hibridacion tipo dot blot para la identificacion de calicivirus basados en la secuencia
gendmica de estos virus y la mayoria utiliza como blanco a la secuencia del gen de
la RNA polimerasa localizada dentro del ORFL1 y las variaciones encontradas dentro
de esta secuencia ha permitido clasificar a los Norovirus en dos grupos genéticos
principales (Genogrupo | y 1l) (75). La mayoria de los ensayos de RT-PCR
propuestos para la identificacion de virus (astrovirus, norovirus) son monoplex,
utilizan un solo par de oligonucleétidos y pueden detectar Unicamente un virus
blanco, por lo que este método, considerando que los virus gastroentéricos pueden
causar cuadros clinicos similares se vuelve poco practico ademas de ser altamente
elevado en costo y tiempo; en contraste con los ensayos del tipo de RT-PCR
multiple, el cual incorpora diversos pares de oligonucleétidos en un mismo tubo
permitiendo la amplificacion simultanea de diferentes blancos en una sola reaccion
(71). Por lo que la utilizacién de un método molecular multiple para la identificacion
de virus y otros microorganismos gastroentéricos, propuesta de nuestro trabajo,

puede constituir una herramienta util para el diagndstico de estos microorganismos,
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representando una disminucién en costo y tiempo en comparacion con los métodos
utilizados convencionalmente.

Existen diversos estudios en México y otras partes del mundo que sustentan la
utilizacion de métodos moleculares para la identificacion de virus gastroentéricos,
siendo uno de los primeros estudios el que llevaron a cabo Belliot y cols (4) en
donde se utilizo la RT-PCR para la identificacion de astrovirus y norovirus a partir de
muestras de heces de nifios y adultos con gastroenteritis, en este trabajo, las
muestras de heces fueron analizadas inicialmente por el método de ELISA para
identificar rotavirus y adenovirus encontrando un total de 617, de las cuales solo en
75 se corroboro la presencia de particulas virales por microscopia electronica y
estas fueron analizadas por RT-PCR. Los oligonucleétidos utilizados para la
identificacion de astrovirus fueron Mon- 340 y Mon- 348 que amplifican una
secuencia de 289 pb conservada entre todos los serotipos localizada en el ORFla ;
la identificacion de norovirus se llevo a cabo mediante la sintesis de cDNA usando el
oligonucledtido SR33 y para la reaccion de PCR los oligonucleétidos SR46 (GlI) en
combinacion con SR48, SR50 y SR52 (GI) que amplifican un producto de 123 pb,
del total de 75 muestras analizadas por RT-PCR 15 fueron positivas para astrovirus y
24 para norovirus, con lo que concluyen que a través de este método lograron la
identificacion de las cepas circulantes en el lugar del estudio y hacen referencia a la
similaridad encontrada con cepas en otras partes del mundo.

Al respecto, el trabajo realizado por Maldonado y cols (43) en poblacion infantil
Maya, en el cual estudiaron la prevalencia de astrovirus principalmente y otros
microorganismos (rotavirus, adenovirus, Salmonella, Shigella y Campylobacter) y la
asociaciéon de estos con la presencia de sintomas gastrointestinales comunes,
revelaron que la identificacion de estos microorganismos por ELISA y su
confirmacion por RT-PCR, permitieron determinar que astrovirus fue el agente con

25



mayor prevalencia (7%) en nifios con diarrea comparado con rotavirus o adenovirus,
siendo incluso la prevalencia de astrovirus mayor a la publicada en estudios de otras
partes del mundo (Tabla 1), asi mismo encontraron a Campylobacter como segundo
patbgeno mas prevalente en esta poblacién, siendo este uno de los mas
frecuentemente identificado en infecciones mixtas junto con astrovirus (43),
concluyendo que la discordancia entre ambos métodos se debia a que los resultados
por ELISA indican la presencia de antigenos solubles y asociados a particulas virales
mientras que el ensayo de RT-PCR detecta Unicamente acido nucleico en particulas
virales intactas.

Otro estudio en el que se utilizd la RT-PCR para la identificacion de astrovirus, fue el
llevado a cabo en poblacion infantil de la zona sur de la Ciudad de México (77) cuyo
objetivo fue determinar la frecuencia de infeccion por astrovirus evaluada por RT-
PCR y comparar la sensibilidad y especificidad de este con el ELISA durante el
periodo de diarrea. Se analizaron 365 muestras de heces de nifios con diarrea por
RT-PCR y ELISA para determinar la prevalencia de astrovirus humanos asi como la
coinfeccidon con otros patdgenos entéricos, identificandose Unicamente 69% del total
de las muestras (18 positivas de 31 muestras) positivas para astrovirus por ELISA en
comparacion con el 84% por RT-PCR (26 positivas de 31 muestras) empleando los
oligonucleétidos especificos Mon/340 y Mon/348 previamente reportados en la
literatura (5,23,77) asi como otros oligonucleétidos especificos para tipificar las
muestras positivas por RT-PCR. Asi mismo, lograron identificar coinfecciones con
calicivirus, rotavirus, especies de Shigella, Salmonella y Escherichia coli
enteropatégena (77) llegando a la conclusién de que la RT-PCR es un método mas
sensible y especifico en comparacion con el ELISA para la identificacion de

astrovirus y sugieren que la hipervariabilidad de los epitopes de astrovirus puede
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contribuir a la baja sensibilidad de la tipificacion por el método de ELISA en
comparacién con la RT-PCR.

Ademas de los trabajos antes mencionados, se publico un trabajo el cual se llevo a
cabo en cinco estados del pais (San Luis Potosi, Tlaxcala, Mérida, Monterrey y D.F)
el cual tuvo como objetivo establecer la prevalencia y diversidad genética de
astrovirus humanos en nifios con y sin diarrea, en el cual se analizaron dos grupos
por ELISA y confirmada por microscopia electronica, un grupo de 710 muestras de
heces (355 diarreicas y 355 no diarreicas) negativas a rotavirus y el segundo
conformado por 240 muestras (167 de nifios sintomaticos y 73 de nifos
asintomaticos) positivas a rotavirus y se encontro que la prevalencia de astrovirus en
las muestras negativas a rotavirus de nifios sintomaticos fue de 5.4% (19 de 355) y
de 2.5% (9 de 355) en los nifios asintomaticos, mientras que en el caso de las
muestras positivas a rotavirus de nifios asintomaticos la prevalencia de astrovirus fue
de 3% (5 de 167) y de 2.7% (2 de 73) en nifios asintomaticos, en el mismo estudio,
los autores determinaron el genotipo de las muestras positivas a astrovirus por RT-
PCR usando oligonucleétidos que amplifican una region variable del ORF2, lo que
les permitié definir los serotipos. Los resultados de la genotipificacion mostraron la
circulacibn en México de 7 de los 8 serotipos de astrovirus, presentandose una
mayor prevalencia del serotipo 1 y 3 en nifios con diarrea en algunos de los estados,
mientras que el serotipo 8 se encontrd6 Unicamente en la Ciudad de Meéxico,
Monterrey y Mérida (45). Los porcentajes encontrados en este estudio,
probablemente ya han sufrido cambios a la fecha si se considera que la vacunacion
contra rotavirus en el sistema de salud es una practica mas comun dentro de la
poblacién infantil debido a la incorporacion de esta vacuna en el esquema de

vacunaciéon nacional, por lo que seria importante continuar con estudios de corte
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epidemioldgico que permitan establecer con mas claridad la prevalencia de los
serotipos circulantes en la poblacion infantil mexicana .

Para la identificacion de calicivirus también se ha propuesto el uso de métodos
moleculares como la RT-PCR en diversos estudios, uno de ellos es el trabajo
realizado por Farkas y cols (16) en poblacion mexicana, cuyo objetivo fue determinar
la incidencia de infeccién por calicivirus en nifios y definir la identidad genética de las
cepas. Los autores analizaron 115 muestras de heces (115 y 66 de nifios con y sin
diarrea respectivamente) por RT-PCR utilizando los oligonucle6tidos p 289/290 (35)
gue identifica tanto norovirus como sapovirus y amplifica un producto de 319 pb y
331 pb respectivamente, encontrandose que 22 (19%) de las 115 muestras de nifios
con diarrea y 5 (7%) de las 66 muestras de nifios sin diarrea amplificaron productos
del tamafio esperado de 319 pb (norovirus) y 331 pb (sapovirus); estos productos
fueron clonados y secuenciados y la comparacion de las secuencias encontradas en
ninos mexicanos mostraron que 9 (60%) de las 15 muestras diarreicas y 3 (60%) de
las 5 e muestras de heces no diarreicas corresponden a norovirus y 6 (40%) y 2
(40%) respectivamente a sapovirus; sin embargo al realizar el analisis filogenético,
los autores reportan dos nuevas cepas en nifios mexicanos que pueden ser
asignadas a un nuevo grupo genético, llevandolos a concluir que el hallazgo continuo
de nuevas cepas de calicivirus con identidades genéticas no reconocidas sugiere que
este virus tiene una diversidad genética mas amplia de lo que se predijo
previamente; ademas la observacion de que causa un gran namero de infecciones
asintomaticas lo hace aun mas interesante ya que no se sabe si la inmunidad del
huésped o la virulencia de la cepa juegue un papel importante en las manifestaciones

clinicas.

28



ANO DE ESTUDIO POBLACION EN DONDE SE REALIZO METODO PREVALENCIA ASTROVIRUS /

EMPLEADO CALICIVIRUS
Maldonado., et.al.1998. POBLACION INFATIL MAYA RT-PCR 51-67% (ASTROVIRUS)
Walter, J.E., et.al. 2001. SUR DE - CD. MEXICO ELISA 84% (HAstV- RT-PCR)
RT-PCR 69%(HAstV- ELISA)
Méndez, T.M., et.al.2004 MEXICO (D.F, TLAXCALA ELISA 3% HAstV-MUESTRAS DIARREICAS
MONTERREY, SAN LUIS POTOSI, RT-PCR
MERIDA)

Jiang, X., et. al. 2000 CD.MEXICO RT-PCR 60% Norovirus, 60% Sapovirus
Yuen, W.K.L., et.al. 2001 AUSTRALIA RT-PCR Muiltiple 96.8% Norovirus

Belliot, G., et.al. 2000 FRANCIA RT-PCR HAstV (47%). Norovirus (37.5%)

Tabla 1. Comparacion de métodos de deteccidn para astrovirus y calicivirus en

México.

Por otra lado, Yueny cols. (82) desarrollaron un ensayo de RT-PCR mudltiple semi-
anidada capaz de detectar y diferenciar simultaneamente el genogrupo | y Il de
norovirus a partir de muestras de heces, los oligonucledtidos utilizados fueron
disefiados para amplificar las regiones mas conservadas del gen de la RNA
polimerasa y los resultados obtenidos se compararon por microscopia electronica
(EM), para ello se analizaron 95 muestras de heces positivas para norovirus por EM
y por RT-PCR. El ensayo de RT-PCR fue capaz de detectar norovirus en 92 (96.8%)
de las muestras analizadas pero fallo para detectar 3 muestras positivas para
norovirus por EM, sin embargo al analizar las 95 muestras por EM, Unicamente 16
(16.8%) del total fueron positivas, con lo cual concluyeron que el ensayo de RT-PCR
multiple desarrollado fue aproximadamente seis veces mas sensible que la EM,

ademas de ser un método suficientemente especifico para identificar ambos
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genogrupos y un método rapido en comparacion con la EM, por lo que este
antecedente apoya fuertemente que la RT-PCR multiple puede facilitar la
identificacion de norovirus y proveer informacion valiosa de la incidencia del virus en
el marco de la salud publica.

Otro estudio similar al anterior y que permiti6 la identificacion de norovirus y
astrovirus, fue el realizado en Japdn en el 2003 (75) cuyo objetivo fue el desarrollo de
una RT-PCR multiple de un solo paso para la deteccidn simultanea de norovirus Gl y
Gll, sapovirus y astrovirus en 377 muestras de heces recolectadas de pacientes
pediatricos con datos clinicos de gastroenteritis aguda, en este estudio previamente
las muestras fueron analizadas por ELISA, resultando negativas a rotavirus y
adenovirus entéricos. En el estudio se utilizaron 4 pares de oligonucleotidos para la
identificacion de los virus de interés y los resultados permitieron la identificacion de
62 muestras positivas, 42 a norovirus Gll, 16 a sapovirus y 4 a astrovirus de las 377
y no se encontraron infecciones mixtas, por lo que los autores concluyeron que la
RT-PCR es un método diagndstico para la deteccion de virus RNA de mayor

sensibilidad que la microscopia electronica, ELISA y PCR anidada (Fig. 4).
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MPC1 2 345678 910111213 1415 PC M

Figura 4.- Identificacién por RT-PCR multiple de norovirus, sapovirus y astrovirus.
Resultado de la RT-PCR multiple para la identificacion de muestras positivas a norovirus Gll
(carriles 2,3,9,14 y 15); sapovirus ( carriles 4,5,7,8 y 10-13) y astrovirus (carriles 1y 6); el
carril PC corresponde a la mezcla de norovirus Gl (330 pb) y GlI (387 pb), sapovirus (434

pb) y astrovirus (719 pb); (M) marcador de tamafio molecular ( Ushijima, et. al. 2003).

2.1.2 BACTERIAS CAUSANTES DE DIARREA

En relacion a las infecciones provocadas por bacterias, diversos estudios
epidemiologicos han demostrado que el 20-50% de los casos de gastroenteritis
aguda son causados por bacterias o parasitos (58), sin embargo ambos tipos de
patdégenos se han encontrado en coinfecciones con los principales virus causantes
de gastroenteritis aguda (66). Escherichia coli productora de diarrea (DEC) es el
principal agente etiolégico de diarrea infantil y representa un problema de salud
publica de gran importancia en paises en vias de desarrollo como el nuestro; se
conocen seis variantes principales en base a sus caracteristicas moleculares,
clinicas y patoldgicas las cuales se describen en la Tabla 2.

Diversos estudios epidemioldgicos a nivel mundial han asociado cinco categorias de

Escherichia coli con cuadros diarreicos (Scaletsky): la variedad enteropatogénica
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(EPEC); enteroagregativa (EAEC); enterotoxigénica (ETEC); enteroinvasiva (EIEC) y
la productora de la toxina Shiga (STEC), considerando la cepa enteropatogénica
(EPEC) como la principal causa de diarrea infantil a nivel mundial en paises en vias
de desarrollo (21). Los mecanismos de virulencia que caracterizan estas categorias
de Escherichia coli estdn genéticamente codificadas por DNA cromosomal,
plasmidico y bacteri6fagos y estan representados por genes de patogenicidad que

caracterizan cada una de las categorias (Tabla 2) (66).

GEN DE MECANISMO DE VIRULENCIA

PATOGENICIDAD

E. coli enteroagregativa (EAEC) BfpA, ~ Adherencia enteroagregativa
E. coli enterohemorrégica (E. coli LT,ST; stx1, stx2 Toxina labil, toxina estable, toxina
productora de toxina Shiga Shiga
EHEC/STEC)

E. coli enteroinvasiva (EIEC) ipaH Mecanismo enteroinvasor
E. coli enteropatogenica (EPEC) Eae, LEE Adherencia
E. coli enterotoxigenica (ETEC) ST,LT Enterotoxina termoestable
E. coli adherente difusa (DAEC) bfpA, Adherencia

Tabla 2. Clasificacién de Escherichia coli productora de diarrea. Variantes de E. coli
productoras de diarrea, sus genes de patogenicidad y mecanismos de virulencia que

caracterizan a cada una de ellas (kaper, et.al. 2004).

La identificacién de las variantes de E. coli productoras de diarrea generalmente se
realiza en base a los diversos factores de colonizacion caracteristicos de cada una
de ellas, los diferentes métodos de identificacién incluyen reacciones bioquimicas,
serotipificacion, ensayos fenotipicos basados en caracteristicas de virulencia (50)

algunos de estos métodos contindan siendo la prueba estdndar para la identificacion
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de estos microorganismos, sin embargo en afios recientes las sondas de DNA y
actualmente la PCR han reemplazado a algunos de los métodos utilizados
convencionalmente (57). La PCR se utliza actualmente con frecuencia para la
identificacibn de Escherichia coli y otras bacterias en diversos estudios
epidemiolodgicos. El método de sondas de DNA es capaz de detectar los genes para
toxinas y factores de colonizacién y tiene la ventaja de detectar ETEC en muestras
con un largo periodo de almacenamiento, en las cuales pueden haber ocurrido
cambios fenotipicos, sin embargo este procedimiento es dificil de adaptar en paises
en vias de desarrollo (50), otra desventaja es que requiere del uso de material
radioactivo y demasiado tiempo para llevarlo a cabo, en cambio el uso de ensayos
como la PCR multiple ofrece una posibilidad practica para la rapida identificacion de
E. coli productora de diarrea y especies de Shigella, pudiendo ser usada en el
diagnostico de rutina en el laboratorio, considerandose un método 100% sensible
para la identificacion de estos microorganismos (61).

Algunos estudios en los cuales se ha utilizado la PCR como un método para la
identificacion de Escherichia coli son el trabajo realizado por Scaletsky y cols (66)
quienes desarrollaron dos métodos de PCR mudltiple para identificar las cinco
variedades de E. coli productora de diarrea asi como Shigella spp., en muestras de
heces humanas (Fig. 5), y compararon los resultados por métodos de diagndstico
convencional como identificacion bioquimica, serotipificacion y hibridacién con
sondas de DNA especificas; siendo los blancos utilizados en este estudio para cada
categoria: eae y bfpA para aislar EPEC, la sonda CVD432 para EAEC, LT y ST para
ETEC, stxl y stx2 para STEC y ipaH para EIEC y Shigella spp. Los autores,
utilizaron dos métodos de PCR mudltiple, en el primero se utilizaron tres pares de
oligonucleétidos para identificar EPEC, EAEC y ETEC y en el segundo se utilizaron

dos pares de oligonucledtidos para la identificacion de ETEC, EIEC y Shigella spp.,
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ambos métodos mostraron una especificidad y sensibilidad del 100% en
comparacién con los métodos convencionales para la deteccion de genes de
virulencia, siendo efectivos para la deteccion directa de las diferentes variantes de
DEC y Shigella spp., y logrando la determinacion correcta de los genes de virulencia

de especies de Shigella y E. coli diarreagenica en todas las cepas analizadas (66).

ipaH=>»
elt=»

Stx2 =
est =
stx1 =

Figura 5.- PCR multiple de variantes de Escherichia coli. PCR mudltiple de cepas de
referencia y heces de pacientes. Carril 1 ETEC (gen LT y ST), EIEC (ipaH) y STEC (stx1 y
stx2); Carril 2, ETEC (gen LTy ST); carril 3, ETEC (gen LT); carril 4, ETEC (gen ST); carril 5,
EIEC (ipaH); carril 6, S. flexneri (ipaH); carriles 7-9, muestras de paciente 48 (ipaH), 75

(ipaH)y 127 (stx1) respectivamente. (Scaletsky, et.al. 2004).

Otro estudio en el cual se demuestra la utilidad del uso de la PCR, fue el realizado
en Tanzania, en este, se utiliz6 la PCR multiple para la identificacion de las
diferentes variedades de Escherichia coli diarreagenica (DEC) en muestras de heces
de nifios con diarrea aguda y crénica. Los oligonucleotidos utilizados en la reaccion

fueron dirigidos a amplificar la secuencia de genes que codifican para factores de
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virulencia de cada una de las variantes (ETEC, EPEC, EHEC, EIEC y EAECQC),
lograndose la identificacion de las diversas variantes de DEC; siendo la mas
prevalente EAEC (14.6%) de todos los casos de diarrea, EPEC fue la segunda
variante mas prevalente con un 4.6%, ETEC con 3.6% Yy no se identifico EIEC y
EHEC. En base a los resultados obtenidos, los autores concluyeron que la PCR
multiple es un método molecular a través del cual se obtienen resultados rapidos y
confiables con una alta sensibilidad y especificidad (50).

Por otra parte, Fujioka y cols (19) desarrollaron dos ensayos de PCR multiple para
detectar nueve genes asociados a virulencia de cinco categorias de Escherichia coli
diarreagenica (DEC), haciendo un primer ensayo con cinco pares de oligonucledtidos
y posteriormente un segundo ensayo con cuatro pares de oligonucleétidos mas, con
el que demuestran que los dos ensayos de PCR multiple tienen una sensibilidad y
especificidad del 100%, y comentan que el uso de una PCR convencional para la
deteccion de los factores de virulencia para clasificar la cepa de Escherichia coli
aislada en una de las cinco categorias es muy laborioso y consume tiempo, por lo
gue concluyen que el uso de la PCR mdltiple reduce el costo de los reactivos y
puede contribuir al diagndstico de DEC en los laboratorios clinicos.

Un estudio en el cual se comparo el uso del método de PCR con métodos
convencionales de diagndstico como ELISA y cultivo en agar, fue el que llevaron a
cabo Grys y cols (22) y que tuvo como objetivo la identificacion de Escherichia coli
productora de toxina Shiga (STEC) por estos métodos debido a que esta variante
puede provocar desde una gastroenteritis hasta un sindrome urémico hemolitico y
para su tratamiento estd contraindicado el uso de antibidticos, por lo que el
diagnostico rapido es esencial, ellos propusieron un método altamente sensible y
especifico para la rapida identificacion de este microorganismo, en el cual evaluaron
el gen St-x a través de una PCR en tiempo real utilizando sondas de hibridacién en
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muestras de heces, las cuales también fueron analizadas por ELISA y cultivo en
agar. Sus resultados mostraron una mayor identificacion de STEC por PCR en
comparacién con los métodos convencionales, con lo que concluyen que el ensayo
de PCR en tiempo real tuvo una sensibilidad y especificidad de 100% en
comparacién con los otros dos probados, ademéas de tener la ventaja de que la
identificacion se llevé a cabo directamente de las muestras de heces y los resultados
se obtuvieron el mismo dia, por lo que proponen este método como una herramienta
util y altamente sensible y especifica para un diagndstico rapido.

Como ya se ha mencionado estos y otros estudios realizados en otras partes del
mundo proponen a la PCR multiple como un método molecular sensible, especifico y
rapido para la identificacion de bacterias como Escherichia coli entre otras y han
demostrado la enorme utilidad de este método en diversos estudios epidemiologicos

y clinicos.
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2.1.3_DETECCION DE PARASITOS ASOCIADOS A GASTROENTERITIS AGUDA

El responsable de la amibiasis, Entamoeba histolytica, es considerado como otro de
los patdgenos responsables de diarrea en niflos como se menciono anteriormente, y
este es endémico en los paises en vias de desarrollo (29), siendo una infeccion del
tracto gastrointestinal humano (12) que es mas letal en los extremos de la vida (11) y
se considera la cuarta causa de muerte debida a un protozoario, después de malaria,
enfermedad de Chagas y Leishmaniasis (12). Infecta aproximadamente al 10% de la
poblacion mundial con una elevada incidencia en paises tropicales y subtropicales
debido a las condiciones socioecondémicas y sanitarias poco favorables (11). En
México, la amibiasis presenta una alta prevalencia ya que existen 16 millones de
portadores, 1.3 millones de enfermos y ocurren de 10,000 a 30,000 muertes al afio
(12). Los grupos de riesgo incluyen Vviajeros, inmigrantes, individuos
inmunocomprometidos y homosexuales (47), la forma infectante de E. histolytica es
el quiste maduro tetranucleado, siendo la forma basica de infeccion la ingestion de
estos a través de la via ano-mano-boca, a través de agua o alimentos contaminados.
Entamoeba histolytica es capaz de invadir la mucosa intestinal y puede invadir a
otros oOrganos principalmente al higado, y Entamoeba dispar una amiba
morfologicamente similar a E. histolytica que coloniza el intestino humano ha sido
recientemente reconocida como una especie separada con potencial no invasivo
(14). La aceptacion de ambas especies ha tenido un gran impacto en la forma de ver
la amibiasis en particular en el manejo clinico y epidemiolégico (60).

El diagnéstico clinico de amibiasis puede ser confirmado por identificacion
microscopica de los quistes o trofozoitos caracteristicos en las heces (47); sin
embargo el examen microscoépico tienen alrededor de 60% de sensibilidad y puede
dar falsos positivos debido a la identificacion de especies de Entamoeba no
patogénica, (10). Otro método diagndstico es el examen de muestras fecales por

37



microscopia Optica, sin embargo este no es capaz de diferenciar Entamoeba
histolytica de Entamoeba dispar a menos que se observe eritrofagocitosis (la
presencia de eritrocitos ingeridos en los trofozoitos) considerada por algunos autores
el criterio diagndstico definitivo para Entamoeba histolytica (14).

La deteccion de anticuerpos ha sido otro método utilizado para el diagnéstico de
Entamoeba histolytica, las pruebas serologicas para anticuerpos anti-amiba son
positivas en aproximadamente 75% de pacientes con amibiasis colénica invasiva y
en 90% de pacientes con absceso hepéatico amebiano. EI método de ELISA es
considerado la prueba seroldgica estandar de referencia para amibiasis, sin embargo
en areas de infeccion endémica, la elevada prevalencia de anticuerpos anti- amiba
en la poblacion en general reduce la utilidad de esta prueba serologica para el
diagnostico. (14). Aunque el método de ELISA ha sido la técnica utilizada como
procedimiento diagnostico de rutina y en estudios epidemioldgicos, se prefiere
actualmente el uso del método de PCR para la deteccion de E. histolytica y la
diferenciacion de especies patogénicas de las comensales por considerarse mas
sensible y especifico que el método de ELISA (11). Sin lugar a duda la PCR resulta
de gran utilidad para estudios epidemiologicos, por su gran sensibilidad, permite
detectar casos que no son identificados por métodos convencionales, asi como
diagnosticar infecciones mixtas, lo que conlleva a una disminucion de tratamientos
innecesarios y la diseminacion de formas infectantes en portadores asintomaticos
(32). Existen diversos estudios en México y otras partes del mundo que proponen el
uso de métodos moleculares como la PCR para la identificacion de Entamoeba
histolytica/ dispar, uno de ellos es un estudio que se llevé a cabo en el 2005 en la
Ciudad de México en donde se determiné la frecuencia de la infeccion producida por
E. histolytica y/o E. dispar en pacientes con HIV y SIDA comparando la PCR con el

método diagndstico convencional (EM). Los resultados por microscopia mostraron
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gue la incidencia de E. histolytica y/o E. dispar fue de 5.9%, en el grupo de pacientes
con SIDA y de 2.9% en el grupo de HIV, mientras que por PCR fue de 25.3% vy de
18.5 % respectivamente (Tabla 3) lo que demuestra que este método es mucho mas
sensible que el examen microscopico y puede existir en realidad una subestimacion

de la deteccion e incidencia de amibiasis (47).

E. histolytica/E. dispar E. histolytica/E.dispar
SIDA 5.9% 25.3%
VIH 2.9% 18.5%

Tabla 3. Prevalencia de Entamoeba histolytica/dispar en pacientes con HIV/SIDA.
Comparacion de los métodos de examen microscopico y PCR para la identificacion de E.

histolytica / E. dispar en pacientes con VIH/SIDA (Moran, et.al.2005).

Otro estudio en el cual se utilizo la PCR para la identificacion de Entamoeba
histolytica/dispar , fue el trabajo realizado por Ramos y cols., (60) en una poblacion
del estado de Morelos, que tuvo como objetivo establecer la prevalencia de
Entamoeba histolytica/dispar; en este se analizaron un total de 290 muestras de
heces para la identificacion de ambas especies mediante PCR utilizando
oligonucledtidos especificos (Psp5/3; NPsp5/3; SRPEh5/3, SRPEd5/3), los
resultados reportan la identificacion de Entamoeba histolytica en 33 de las 290
muestras (11.4%), Entamoeba dispar en 21 de las 290 muestras (7.2%) y ambas
especies en 7 muestras (2.4%), concluyéndose que en esta comunidad existe una
mayor prevalencia de E. histolytica en comparacion con E. dispar (13.8 % vs 9.6%)

(Tabla 4). Los trabajos mencionados previamente forman parte de los diversos
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estudios realizados en México, que proponen un método molecular como la PCR

para la identificacion de ambas especies de Entamoeba.

PREVALENCIA DE Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar ‘

PARASITO IDENTIFICADO No. DE MUESTRAS (%)
Ninguno 94 (32.4%)
E. histolytica 33 (11.4%)
E. dispar 21 (7.2%)
E. histolyticay E. dispar 7 (2.4%)
Otros protozoarios 135 (46.6%)
Total 290

Tabla 4. Prevalencia de E. histolytica y E. dispar evaluada por PCR. Porcentaje de
muestras analizadas por PCR para la identificacion de E. histolytica y E. dispar (Ramos,

et.al.2005).

Ahora bien, de los estudios realizados en otras partes del mundo que utilizan
métodos moleculares para la identificacion de las distintas especies de Entamoeba
se encuentra el estudio realizado en el 2006 por Hamzah y cols. (29) en el cual se
desarroll6 un ensayo de PCR de una Unica reaccion para la deteccion y diagnostico
diferencial de las tres especies de Entamoeba encontradas en humanos idénticas
morfolégicamente (E. histolytica, E. dispar y E. moshkowskii). Para la reaccion de
PCR se utilizé un oligonucledtido “sentido” basado en la secuencia de la regién
central del gen de la subunidad rRNA pequefia que es conservada en los tres tipos
de especies y los oligonucledtidos “anti-sentido” basados en las secuencias
especificas de la subunidad rRNA pequefia de cada una de las tres especies, los

cuales generan un producto de 166 pb, 752 y 580 para E. histolytica, E. dispar y E.
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moshkowskii respectivamente. La PCR se llevo a cabo combinando los
oligonucledtidos en una sola mezcla de reaccion, lograndose identificar 4 positivas
para E. histolytica y 6 para E. dispar en un total de 10 de las 30 muestras clinicas
analizadas concluyendo que el hecho de que solo un tercio del total de las muestras
fueran positivas indica que pueden existir otras especies en ellas, por lo cual
consideran importante el desarrollo de métodos de diagndstico moleculares para
otras especies comensales encontradas en humanos, a pesar de su explicacion,
demuestran que el ensayo es sensible detectando menos de 91 pg de DNA para E.
histolytica y E. dispar y 9.5 pg para E. dispar.

Otro estudio importante como antecedente para este trabajo, fue el llevado a cabo
en el 2008 por Stark y cols. (70) quienes realizaron una comparacion de dos kits
comerciales de ELISA (CELISA PATH y TechLab) con el método de PCR para el
diagnostico de infeccion por Entamoeba histolytica a partir de muestras de heces.
Se analizaron un total de 279 muestras conteniendo el complejo (E. histolytica, E.
dispar y E. moshkowskii), todas las muestras fueron probadas con ambos kits de
ELISA y por PCR utilizando oligonucledtidos que amplifican una secuencia de la
subunidad ribosomal pequefia. Los resultados obtenidos mostraron que cuando
usaron como referencia la PCR, el kit CELISA PATH mostro 28% de sensibilidad y
100 % de especificidad y el TechLab no fue Gtil para la identificacion de Entamoeba
histolytica y no logro identificar una muestra positiva a E. histolytica por PCR
ademas de  mostrar reactividad cruzada en tres muestras. Los resultados
cuantitativos de la PCR y ELISA evidenciaron que los kits de ELISA fueron 1000 a
10,000 veces menos sensibles y que no son Utiles para la identificacion de
Entamoeba histolytica en muestras de heces en pacientes en regiones geograficas

en donde este parasito no es endémico.

41



Carneiro y cols. en el 2007 (10), evaluaron el uso de la PCR para la deteccion y
diferenciacion de E. histolytica/dispar a partir de heces en comparacion con el
coproantigeno comercial de ELISA (Techlab, Inc., Blacksburg, VA); la PCR se baso
en las secuencias de repetidos en tAndem de los DNAs extracromosomales de E.
histolytica y E. dispar utilizando oligonucleétidos especificos para cada una, cada
grupo de oligonucleétidos fue usado para amplificar un fragmento de 132 pb de E.
histolytica y un fragmento 96 pb de E. dispar (Fig. 6). En la estandarizacion se
utilizé DNA de trofozoitos cultivados de ambos parasitos usando un minimo de 5
trofozoitos o 40 fentogramos de DNA,; las muestras de heces negativas por examen
microscopico fueron positivas por PCR para E. histolytica y E. dispar confirmando la
baja sensibilidad del examen microscépico en comparacioén con la PCR (11). Del
total de 127 muestras de heces, 27 muestras fueron positivas (21%) para el complejo
E. histolytica/E. dispar por examen microscopico de las cuales, Unicamente 11
fueron positivas por PCR Mdltiple, 9 identificadas como positivas para E. dispary 2
para E. histolytica y no se encontraron coinfecciones (Tabla 5). De las muestras en
las que no se identificd el complejo E. histolytica/E. dispar por examen microscopico,
tres fueron identificadas como E. dispar y una como E. histolytica cuando fueron

analizadas por PCR Mudltiple.
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EXAMEN PCR- MULTIPLE
MICROSCOPICO

E. histolytica E. dispar Negativo Total
Complejo E.
histolytica/E. dispar 02 09 16 27
Otros parasitos 01 03 34 38
Negativo 00 02 60 62
Total 03 14 110 127

Tabla 5. Andlisis de PCR Mudltiple y examen microscOpico usando muestras de heces

(Carneiro, et.al.,2007).

100 pb

Figura 6.- Limite de deteccion de E. histolyticay E. dispar por PCR multiple. Carriles 1
y 2, controles positivos de E. histolytica y E. dispar respectivamente; carril 3, control
negativo; carril 4, control E. histolytica y E. dispar; carril 5, 2 ng de DNA,; carril 6 a 9 DNA
(400 fg ,80 fg, 40 fg ,4 f g respectivamente y carril 10 4 fg DNA; carril 11, control E. histolytica

y E.dispar (Carneiro, et.al.2007).
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Y tal vez, el estudios mas importante como antecedente de este trabajo, fue el
realizado por Haque y cols. (32) el cual tuvo como objetivo el disefio y evaluacion de
un ensayo de PCR multiple para el diagnéstico simultaneo de tres parasitos
protozoarios Entamoeba histolytica, Giardia Intestinalis, Cryptosporidium spp.,
utilizando sondas especificas de especie. Los resultados se compararon con la PCR
en tiempo real monoplex y un método estandar ELISA, en el cual se analizaron 129
muestras, en estas se habia confirmado la presencia de los tres patdgenos a
identificar por PCR y ELISA. Para la reaccion de PCR se utilizaron oligonucle6tidos
disefiados en base al gen de la subunidad ribosomal pequefia y sondas Tagman
especificas para cada uno de los parasitos, los resultados mostraron que la PCR
multiple en tiempo real en comparacion con el método estandar tuvo una sensibilidad
del 86% (36/42) mientras que para el ensayo de PCR monoplex la sensibilidad fue de
95% (40/42) para la deteccion de Entamoeba histolytica. La sensibilidad de ambos
ensayos fue de 98% y 99% respectivamente. Para G. intestinalis el ensayo de PCR
multiple y monoplex tuvé una sensibilidad del 89% y 91% respectivamente en
comparacion con el método estandar. Y la sensibilidad de ambos métodos fue de
97% y 99% respectivamente, para Cryptosporidium spp. la sensibilidad fue de 90 y
94% y la especificidad de 100% para la PCR multiple y monoplex respectivamente,
concluyéndose que la PCR mudiltiple en tiempo real para estos tres parasitos

constituye una alternativa Gtil para el diagnéstico.
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3 JUSTIFICACION

Los estudios citados anteriormente han servido de base para comenzar a entender la
importancia y diversidad de los patdégenos gastrointestinales, sin embargo es
necesario llevar a cabo estudios en diversas localidades geograficas con el fin de
generar informacion epidemiologica que sirva de base para el desarrollo de
estrategias preventivas. Esto es particularmente relevante para los estudios
realizados con astrovirus, ya que la introduccién en México de la vacuna Rotateq
contra rotavirus ayudara a controlar las gastroenteritis causadas por estos, pero no
se ha considerado el efecto que este evento podria causar en las enfermedades
ocasionadas por otros virus gastrointestinales y la alteracion que esta situacion
podria acarrear en el patron epidemiologico de estos agentes. Tampoco se ha podido
predecir el tipo de cambio sobre los porcentajes de estos patdgenos en posibles
infecciones mixtas, por lo que se hace necesario explorar la presencia de agentes
patdégenos causantes de gastroenteritis en infantes como astrovirus, calicivirus,
bacterias del tipo E. coli, asi como de E. histolytica en la Ciudad de México, en
particular en algunas zonas de la ciudad con altos indices de pobreza e inadecuadas
condiciones sanitarias, situacion idoénea para la aparicibn de cuadros diarreicos
provocados por estos microorganismos. Estas razones hacen indispensable la
aplicacion de ensayos moleculares mas sensibles que coadyuven a la identificacion
precisa de estos patdgenos, lo cual facilitaria la realizacion de estudios de corte
epidemioldgico para la aplicacion de medidas preventivas adecuadas que permitan
controlar las enfermedades causadas por estos organismos, siendo esto uno de los

objetivos que nos llevaron a proponer la siguiente hipotesis de trabajo.
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4 HIPOTESIS

Se identificaran los diversos patdgenos causantes de gastroenteritis aguda en heces

en la poblacion infantil, a través de la implementacion de una PCR Mdultiple.

Para demostrar esta, nos planteamos los siguientes objetivos:

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una PCR mudltiple que permita detectar simultaneamente en muestras de
heces, la presencia de patégenos entéricos, que pueda ser usada como herramienta

diagnostica.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
+ Obtener muestras de heces de nifios de 6 meses a 4 afios de edad que

cursen clinicamente con datos de gastroenteritis aguda.

+ Determinar la presencia e identidad de los patégenos a estudiar en las

muestras biolégicas recolectadas.

+ Establecer un método del tipo PCR mudltiple para la detecciéon de patégenos
causantes de gastroenteritis aguda que pueda ser utilizado como herramienta

diagndstica y epidemiolégica.
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cubrir los objetivos planteados, se disefio la siguiente estrategia experimental:

FLISAS
r-Bioptamkis RTACR ASTROVIRUS
WEsTRAs f CLARICADO (on 340548, Hon

HECES HECES 2697270, Caliz892%0)

CALICVIRUS
EXTRACCION MUESTRAS
POSITIVAS
DNARNA -

SECUENCIACION
GENBANK

PCR
(pat-

InaH2 PspdiPspd) Entamoeba
histolytica

RNADNA

PORGRUPO DE
PATOGENOS

ACIDOS NUCLEICOS
CONTROLES +/-

TODOS LOS PATOGENOS
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 COLECTA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Se colectaron muestras de heces de nifios que cursaron con sintomas de
gastroenteritis aguda en diferentes areas de la zona norte de la Ciudad de México
durante dos afos siguiendo las indicaciones descritas por la OPS (53) y
contemplando los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

7.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

+ Nifios de ambos sexos

+ Nifios de 6 meses a 4 afios de edad, cumplidos al momento del estudio

+ Cursaran con datos clinicos de gastroenteritis aguda diagnosticada por el
medico

+ Carta de consentimiento del padre, madre o tutor

7.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

+ Mas de cinco afos de edad al momento del estudio

+ Diarrea de mas de 5 dias

+ Sin consentimiento del padre, madre o tutor

+ Muestra biol6gica almacenada y/o tomada en condiciones inadecuadas para el

estudio

7.2 BANCO DE DATOS Y BANCO BIOLOGICO

Se disefio una ficha de registro (ver anexo) en la cual se recabo informacién que fue
utilizada para la elaboracion del banco de datos a partir del cual se identificé de
manera precisa cada una de las muestras y se integré un banco biolégico con todas

las muestras obtenidas.
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7.3 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Muestras de heces tanto de nifilos sanos como de nifios con diarrea fueron
procesadas segun lo descrito por Yuen y cols. (82) y el manual de la OPS (55),
estas se homogenizaron en PBS para obtener una suspension homogénea, la cual
se agitd vigorosamente y se centrifugé a 3,000 rpm, 15 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se centrifugd nuevamente
a 7,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El clarificado obtenido se separdé en tres
viales esterilizados etiquetados como stock, RNA y DNA respectivamente a cada vial
se le agregaron 3 gotas de glicerol puro (Sigma) como crioprotector. Los viales
“stock” se guardaron a -70 °© C, mientras que los etiquetados como RNA y DNA se

guardaron a -20°C, para llevar a cabo los ensayos moleculares y ELISA.

7.4 AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS DE VIRUS, BACTERIAS Y
PARASITOS

A partir de los clarificados se llevé a cabo la extraccion de los acidos nucleicos para
cada patdégeno (virus, bacterias y parasitos) empleando los kits comerciales QlAamp
Viral RNA (Qiagen, Germany), ZR FECAL DNA (ZYMO RESEARCH) y QlAamp DNA
Stool (Qiagen, Germany) respectivamente siguiendo las especificaciones de cada

proveedor.

7.5 DETECCION DE ASTROVIRUS Y CALICIVIRUS POR RT- PCR

La deteccion de virus en los clarificados se realizé mediante la extraccion del RNA
con el kit QlAamp Viral RNA (8,75,82,) la integridad del genoma se verific6 por
absorbancia previo a los ensayos de RT-PCR como lo sugiere el proveedor del kit.

Para los ensayos de RT-PCR se empleo el kit One-Step RT-PCR (Qiagen,

49



Germany), en presencia de oligonuclettidos especificos para cada tipo viral
previamente reportados en la literatura (Tabla 6) (4, 18,25, 35, 56,78).

La mezcla de reaccion se preparé de la siguiente manera: Buffer 5X, dNTP’s
(0.4mM) (Qiagen) 100 pmoles de los oligonucleétidos Mon 340 y Mon 348
(astrovirus) y 50 pmoles de los oligonucleétidos p289 y p290 (calicivirus), 1ul de
mezcla de enzima (Qiagen), 20 U RNasin (Promega) y 5 ul de RNA, la reaccién se
llevé a un volumen final de 25 ul con agua libre de nucleasas (Qiagen). La reaccion
de RT-PCR se llevo a cabo con un primer ciclo de 70°C,5 minutos, para
desnaturalizar el RNA, 3 minutos en hielo, seguido de un ciclo de 50°C 30 minutos
(RT), se separaron los hibridos RNA-cDNA a 95°C, 15 minutos y se continuo con el
programa de amplificacion a 94°C, 30 segundos, 55°C, 30 segundos, 72°C, 1 minuto
durante 35 ciclos, un ciclo de extension a 72°C, 7 minutos y un ciclo final a 4 °C,
esto se realizé en un Mastercycler personal (Eppendorf).

La mezcla de reaccidon para la RT-PCR utilizando los oligonucle6tidos Mon 269 y
Mon 270 se preparo de la siguiente manera: Buffer 5x, dNTP’s (0.4mM) (Qiagen), 10
uM de los oligonucleotidos Mon 269 y Mon 270 (astrovirus), 1ul de mezcla de enzima
(Qiagen), 20 U RNasin (Promega) y 5 ul de RNA, la reaccién se llevé a un volumen
final de 25 ul con agua libre de nucleasas (Qiagen). La reaccion de RT-PCR se llevo
a cabo con un primer ciclo de 70°C,5 minutos, para desnaturalizar el RNA, 3 minutos
en hielo, seguido de un ciclo de 50°C 30 minutos (RT), se separaron los hibridos
RNA-cDNA a 95°C, 15 minutos y se continuo con el programa de amplificaciéon a
94°C, 30 segundos, 55°C, 30 segundos, 72°C, 1 minuto durante 35 ciclos, un ciclo de
extension a 72°C, 7 minutos y un ciclo final a 4 °C, esto se realizd en un

Mastercycler personal (Eppendorf).
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Como control positivo para astrovirus se utilizé un clarificado positivo donado por el
Dr. Ernesto Méndez Salinas (IBT, UNAM),mientras que para calicivirus se empleé el
plasmido pNV- 319 que contiene una secuencia de 319 nucledtidos de la polimerasa
del virus Norwalk, secuencia conservada en los genogrupos | y Il de norovirus
donado por la Dra. Ana Lorena Gutiérrez Escolano (Depto. de Infectdmica y
Patogénesis Molecular, CINVESTAV, México) este se us6 como templado para
amplificar por PCR este fragmento de 319 pb de la siguiente manera: Buffer de PCR
1X High Fidelity (Invitrogen), 2 mM MgSO4, 0.4 mM dNTP’s (Roche), 25 pmol de
cada oligonucledtido (p289 y p290), 1 U de Taq Polimerasa High Fidelity (Invitrogen)
y 5 ul de DNA, en un volumen final de 50 ul de agua libre de nucleasas. Las
siguientes condiciones de amplificacion fueron: un ciclo inicial de 94°C, 2 minutos,
94°C, 30 segundos, 56°C, 30 segundos, 72°C,1 minuto durante 35 ciclos, un ciclo de
extension adicional de 72°C, 5 minutos y un ciclo final a 4°C, la reaccion se realiz6 en
un Mastercycler personal (Eppendorf).

Los productos amplificados se analizaron en agarosa al 2%, corridos en TBE 0.5X
(89 mM Tris- Base, 89 mM &acido bérico, 2 mM EDTA) tefiidos con bromuro de etidio.
Estos se purificaron y clonaron en el vector de clonacion pJET1.2 (Fermentas)

para su secuenciacion y verificacion en el GenBank.
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VIRUS OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA PRODUCTOESPERADO

Mon 340 CGT CAT TAT TTG TTG TCATAC T

Astrovirus Mon 348 ACATGT GCT GCT GTT ACTATG 289pb
Mon 269 CAACTC AGG AAA CAG GGT GT

Astrovirus Mon 270 TCA GAT GCATTG TCATTG GT 449po
p289 GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC

Calicivirus p290 TGACAATGTAATCATCACCATA 319pb

Tabla 6.- Oligonucleétidos para la identificacién de astrovirus y calicivirus.

7.6 CLONACION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los productos amplificados para astrovirus y calicivirus se clonaron en el vector
pJET1.2 (Fermentas) siguiendo las especificaciones del proveedor (ver anexo),
previo a esto, los productos fueron purificados con el kit DNA Clean & Concentrator-5
(Zymo Research). Posteriormente se transformaron células DH5-a competentes con
la mezcla de ligacion y a partir de las colonias obtenidas se realiz6 una miniprep con
el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Fermentas) siguiendo las especificaciones del
proveedor. La presencia de los insertos clonados se verificO por restriccion
enzimatica con la enzima de restriccion Bgll (Invitrogen) y el resultado se analizé en
un gel de agarosa al 1.5% corrido en TBE 0.5 X (89 mM Tris- Base, 89 mM acido
borico, 2 mM EDTA) tefiido con bromuro de etidio.

Se seleccion6 una clona positiva para cada tipo viral y se secuenciaron en el Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM. A partir de las secuencias obtenidas se realizaron
alineamientos mdultiples usando el programa Clustal W (2.1) de la base de datos de
la super computadora de la Universidad de San Diego, USA (SDSC, Biology Work

Bench)
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7.7 DETECCION DE BACTERIAS ENTERICAS POR PCR

Para la busqueda de E. coli enteroinvasiva (EIEC),enterotoxigénica (ETEC) y
enteropatégena (EPEC) en los clarificados, se purific6 DNA con el kit ya mencionado
y se realizaron los ensayos de PCR bajo las condiciones de amplificacion y
oligonucleétidos reportadas por Skaletski y cols (66), que amplifican los genes de
patogenicidad de las bacterias ya mencionadas (Tabla 7).

Como control positivo para cada variante se utilizaron las cepas de referencia para
EPEC, EIEC, ETEC donadas por el Dr. Carlos Eslova del Depto. de Salud Publica
(UNAM). Las cepas se sembraron en placas de agar LB y se incubaron a 37°C
durante 16 horas, a partir de estas se realizd una PCR (PCR sobre colonia) para
cada cepa, se preparo la mezcla de reaccion de la siguiente manera: Buffer PCR 1X
High Fidelity (Invitrogen), 0.2 mM dNTP’s (Roche), 2mM MgSO4 (Invitrogen), 10
pmol de cada oligonucleétido (ver tabla 7), 1U Taqg Platinum High Fidelity
(Invitrogen), una colonia bacteriana, el volumen final fue de 20 ul.

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 95°C,5 minutos para la
desnaturalizacion y rompimiento de la colonia bacteriana, después un ciclo de 95°C
,40 segundos, 60°C, 1 minuto, 72°C, 2 minutos durante 40 ciclos y un ciclo de
extension de 72°C,7 minutos y un ciclo final a 4°C. La reaccion se llevé a cabo en un
Mastercycler personal (Eppendorf), los productos amplificados se analizaron en
agarosa al 1% corrido en TBE 0.5X y tefiido con bromuro de etidio (17).
Posteriormente, 500 ng de DNA obtenido de los clarificados de heces se someti6 al
mismo programa de amplificacion, los productos amplificados se purificaron y se

secuenciaron como ya se menciono anteriormente.
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OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA (5- 3") TAMANO DEL SECUENCIA BLANCO
PRODUCTO (pb) | (GEN-PATOGENICIDAD)
cae1 CTGAACGGCGATTACGCGAA
eae2 CCAGACGATACGATCCAG 917 eae
LTS GGCGACAGATTATACCGTGC
LTr CGGTCTCTATATTCCCTGTT 450 LT
lpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC
lpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 600 IpaH

Tabla 7.- Oligonucle6tidos para la identificacion de E. coli (EPEC, ETEC y EIEC).
Secuencia de oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los genes de

patogenicidad de cada variante.

7.8 DETECCION DE Entamoeba histolytica

Para la deteccion de amibas en los clarificados de heces, se obtuvo el DNA con el
kit QlAamp DNA Stool (Qiagen, Germany) siguiendo las especificaciones del
proveedor. Con este se llevdo a cabo una primera reaccion de PCR con los
oligonucleétidos RD3 y RD5 que amplifican un fragmento de la subunidad ribosomal
pequefia 16S (srRNA) tanto de E. histolytica como de E. dispar (57) para determinar
cudl de los clarificados era positivo para el género Entamoeba y después determinar
la especie con otro set de oligonucledtidos (Tabla 8).

Para la amplificacion con los oligonucleodtidos RD5 y RD3 se prepard la siguiente
mezcla de reaccion: Buffer PCR 1X High Fidelity (Invitrogen), 2 mM MgSO4
(Invitrogen), 0.2 mM dNTP’s c/u (Roche), 1 U Taq Platinum High Fidelity
(Invitrogen), 500 ng de DNA y 40 pmol de los oligonucleétidos RD5 y RD3, la

reaccion se llevé a un volumen final de 20 ul con agua libre de nucleasas. La mezcla
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de reaccion se sometid a las siguientes condiciones: 95°C, 10 minutos, seguido de

94°C,1 minuto, 55°C, 1 minuto y medio, 72°C,2 minutos durante 35 ciclos, un ciclo de

extension a 72 °C, 8 minutos y un ciclo final a 4°C, la reaccion se llevé a cabo en un

Mastercycler personal (Eppendorf). Para determinar la especie en las muestras

positivas se realiz6 una segunda PCR con los oligonucleétidos Psp5 y Psp3 (E.

histolytica) y NPsp5 y NPsp3 (E. dispar) (57). Los productos amplificados se

analizaron en agarosa al 1%, y posteriormente se purificaron y secuenciaron para

corroborar esta con lo reportado en el GenBank.

OLIGONUCLEOTIDO

RD5
RD3
Pspb
Psp3
NPsp5

NPsp3

SECUENCIA (5°-3')

GGAAGC TTATCT GGT TGATCC TGC CAGTA

GGG ATC CTG ATC CTT CCG CAG GTT CACCTAC

GGC CAATTC ATT CAATGA ATT GAG

CTCAGATCTAGAAACAATGCTTCTC

GGC CAATTT ATG TAA GTAAAT TGA G

CTT GGATIT AGAAACAAT GTT TCTTC

PRODUCTO

ESPERADO

1950 pb

876 pb

876 pb

PATOGENO QUE

IDENTIFICA

Entamoeba

Entamoeha histolytica

Entamoeba dispar

Tabla 8. Oligonuclet6tidos utilizados para identificar Entamoeba histolytica/dispar.

Secuencia de los oligonucleétidos RD5 y RD3 para identificar el género Entamoeba. Psp5 y

Psp3 para identificar Entamoeba histolytica y NPsp5 y NPsp3 para identificar Entamoeba

dispar.
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7.9 ENSAYOS DE ELISA PARA LA DETECCION DE PATOGENOS
GASTROENTERICOS

Se utilizaron los kits comerciales de la casa r-Biopharm (Germany), para la
identificacion de astrovirus, norovirus, rotavirus y E. histolytica por ELISA a partir de
los clarificados de heces (46,74). El nombre, sensibilidad y especificidad de cada kit
(Tabla 9) y los analisis se realizaron tal y como esta descrito en los manuales de

procedimiento correspondiente a cada kit.

NOMBRE DEL KIT SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD METODO DE COMPARACION
RIDA SCREEN Astrovirus (r-biopharm) 76.2% 100% RT-PCR
RIDA SCREEN Rotavirus (r-biopharm) 100% 99 7% MICROSCOPIAELECTRONICA
RIDA QUICK Norovirus 77% 100% RT-PCR
RIDA QUICK Entamoeba 84 8% 87 4% EXAMEN MICROSCOPICO

Tabla 9.- Kits seleccionados para los ensayos inmunoenzimaticos.

7.10 ESTANDARIZACION DE LA PCR MULTIPLE

La estandarizacion del ensayo de PCR mudltiple se realizé siguiendo las condiciones
reportada por Nufez y cols. (53) con las modificaciones necesarias para la
amplificacion de los genes de los patégenos seleccionados. Previamente, se realizo
un andlisis bioinformatico con la secuencia de los oligonucleotidos para descartar
posibles hibridaciones entre ellos y se calcul6 la temperatura de alineamiento (Tm)

utilizando el programa Vector NTI Advance 11 (Invitrogen) (Tabla 10).
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PATOGENO OLIGONUCLETOTIDO Tm
Astrovirus Mon 340, Mon 348 59°C
Astrovirus Mon 269, Mon 270 50°C
Norovirus p 289, p 290 64°C

EIEC Ipa H1, Ipa H2 59°C

EPEC eae 1, eae? 87°C
Entamoeba RD3 RD5 92°C
Entamoeba histolytica Psp5, Psp3 53%

Tabla 10. Anédlisis bioinformatico con el programa Vector NTI Advance 11. Se utiliz6 la
secuencia de los oligonucleétidos de cada patégeno (columna central) para la determinacion
de la temperatura de alineamiento (Tm) tedrica y que se muestra en la columna de la

derecha.

Para estandarizar las condiciones de amplificacion para la PCR mudltiple, se utilizaron
los productos amplificados purificados a partir de las cepas de referencia de
astrovirus, calicivirus, Escherichia coli y Entamoeba antes de utilizar los acidos
nucleicos purificados a partir de los clarificados. Se mezclaron en un solo tubo de
reaccion, los templados de PCR (virus, bacterias y parasitos), los oligonucleétidos
para cada patégeno a las concentraciones probadas de manera individual: astrovirus
(10uM), calicivirus (50 pmol), EIEC (20 pmol) y E. histolytica (40 pmol), y los
componentes de reaccion de la Taq Polimerasa Platinum High Fidelity ya descritas
(Invitrogen).

La amplificacion simultdnea de astrovirus-calicivirus se realizé con la siguiente
mezcla de reaccion: Buffer PCR 1X Taq amplificasa (BIOGENICA), 1.5 mM MgCI2

(BIOGENICA), 0.2 mM dNTP’s (Roche), 1 U Taq amplificasa (BIOGENICA), 50
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pmoles de cada oligonucleétido (Tabla 6) y 5 ul de DNA la reaccion se llevd a 20 ul
con agua libre de nucleasas. Los oligonucleétidos utilizados en esta reaccién para la
identificacion de astrovirus fueron Mon 269 y Mon 270. La reaccion se realiz6 bajo
las siguientes condiciones de amplificacion: 95°C por 15 minutos para desnaturalizar
seguido de 94°C 30 segundos, 50°C 30 segundos, 72°C por 1 minuto durante 35
ciclos, un ciclo de extension de 72°C 7 minutos y un ciclo final a 4°C. La reaccion se
corrié en un Mastercycler personal (Eppendorf).

Para la amplificacion simultanea de Escherichia coli enteroinvasiva y E. histolytica se
utilizé la siguiente mezcla de reaccion: Buffer PCR 1X High Fidelity (Invitrogen), 2
mM MgSO4 (Invitrogen), 0.5 mM dNTP’s (Roche), 1 U Taq Platinum High Fidelity
(Invitrogen), 20 pmol de cada oligonucleétido (Tablas 7 y 8) y 500 ng de DNA de la
clona C2 de E. histolyticay DNA de EIEC; la reaccion se llevo a un volumen final de
20 ul con agua inyectable. Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C durante 10
minutos para desnaturalizar seguido de 94°C 1minuto, 55°C 1.5 minutos, 72°C por
2 minutos durante 35 ciclos, un ciclo de extension de 72°C 8 minutos y un ciclo final a
4°C y la reaccion se corrié en un Mastercycler personal (Eppendorf).

La amplificacion de virus (astrovirus,calicivirus), bacterias (Escherichia coli
enteroinvasiva) y parasitos (Entamoeba histolytica) en el mismo tubo de reaccion, se
llevé a cabo con la siguiente mezcla de reaccion: Buffer PCR 1X (BIOGENICA),
1.5mM MgCl, (BIOGENICA), 0.2 mM dNTP’s(Roche), 1 U Taq Amplificasa
(BIOGENICA), 50 pmoles p289 y p290, 20 pmoles IpaH1 e IpaH2, 20 pmoles Psp5 y
Psp3, 10 uM Mon 269 y Mon 270 y 30 ng de DNA de astrovirus, calicivirus, EIEC,
Entamoeba histolytica; la reaccion se llevé a un volumen final de 40 ul con agua
inyectable. Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C durante 15 minutos para
desnaturalizar seguido de 94°C 30 segundos, 50°C 30 segundos, 72°C por 1 minuto

durante 35 ciclos, un ciclo de extension de 72°C 7 minutos y un ciclo final a 4°C y la
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reacciéon se corri6 en un Mastercycler personal (Eppendorf). Los productos
resultantes fueron analizados en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio.

8 RESULTADOS

8.1 BANCO DE DATOS Y BANCO BIOLOGICO

Con la finalidad de poder cumplir con los objetivos planteados en este trabajo
integramos un banco biolégico con las muestras recolectadas y preservarlas para
proyectos futuros. Por otra parte elaboramos un banco con los datos obtenidos
durante la recoleccion de las muestras y que nos permitio seleccionar las mismas en
base a los datos clinicos y tratamiento recibido.

La base de datos y el banco biolégico quedaron constituidos con 103 registros
(Noviembre del 2008 a Noviembre 2010) de los cuales, el mayor nimero de
muestras correspondié a nifios de entre 6 meses y 1 afio, siendo la mayoria del sexo

masculino (Tabla 11).

GRUPO DE EDAD

>1ANO-2 >2ANOS-3 >3ANOS- FEMENINO  MASCULINO

MESES ANOS ANOS 4ANOS

NUMERO

DE
27 37 15 24 48 55

MUESTRAS

Tabla 11.- Total de muestras organizadas en relacion al grupo de edad y sexo.
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Con la informacion recabada, se seleccionaron las muestras para la busqueda de los
patdgenos de interés, astrovirus, calicivirus, bacterias (EPEC, EIEC) y parasitos (E.
histolytica) en base a los datos clinicos de cada una, cuando se contaba con esta.

En el caso de Ila busqueda de bacterias y parésitos solo se consideraron las
muestras de nifilos que no hubieran recibido tratamiento previé con antibioticos o
antiparasitario, asi como los datos clinicos (fiebre, vomito, caracteristicas de las
evacuaciones asi como el estado de hidratacion) durante la toma de la misma. Un
dato que se considero relevante durante la integracion del banco de datos, fue la
administracion de la vacuna contra rotavirus (Rotateq) en los individuos
seleccionados, esto con la finalidad de descartar que el cuadro diarreico fuese
debido a la presencia de este virus y no por otro patdbgeno como astrovirus o

calicivirus (Fig.7)
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Figura 7.- Datos clinicos de los nifios seleccionados para este estudio. Clasificacion de
las muestras bioldgicas en base a los datos clinicos seleccionados (A). Distribucion de los

nifios no vacunados y vacunados contra rotavirus (B).
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8.2 IDENTIFICACION DE ASTROVIRUS POR EL METODO DE ELISA

Como el objetivo mas importante de este trabajo fue proponer un método de
diagnéstico de tipo molecular més sensible que los métodos convencionales para la
deteccion de patdgenos gastroentéricos en heces, se considero pertinente evaluar
estas muestras por ELISA. Para ello se analizaron los 103 clarificados con el kit
RIDASCREEN Astrovirus (r-biopharm, Germany) el cual no permite definir el serotipo
presente en las heces sino solo la presencia o ausencia de astrovirus en la muestra
analizada y tiene una sensibilidad de 76.2% y una especificidad del 100%.

Los resultados obtenidos corresponden a un representativo de 10 del total de las 103
muestras (Grafica 1), aun cuando todas fueron graficadas y comparadas con los
controles positivos y negativos incluidos en el kit , por lo que en base a los valores
de corte descritos en el kit, barra verde (control negativo) y barra café (control
positivo), se determind que las 103 muestras analizadas por este método fueron
negativas ya que todas ellas mostraron valores por debajo del valor limite calculado
(recuadro naranja).

Los resultados que se han reportado en diversos estudios (27, 41, 43, 44,74) en
donde se han utilizado tanto el ELISA como la RT-PCR para la identificacion de
astrovirus coinciden en que existe un mayor porcentaje de muestras positivas para
astrovirus identificadas por el método de RT-PCR en comparacién con el método de
ELISA, concluyendo que existe una mayor sensibilidad y especificidad del mismo.
Por lo que tomando en cuenta esto, los resultados obtenidos para las 103 muestras

por ELISA son semejantes a los reportados en otras partes del mundo.
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Grafica 1. Identificacion de astrovirus por el método de ELISA. Resultado representativo
de 10 de las 103 muestras analizadas por ELISA (RIDASCREEN Astrovirus). Barra de color
café corresponde al control positivo barra verde corresponde al control negativo. El valor
limite calculado segun las especificaciones del kit se muestra en el recuadro negro (valor=
0.157). Se consideran como muestras positivas las que tienen un valor > de 10% del valor

limite calculado y negativas las que tienen un valor < 10% del valor limite calculado.
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8.3 IDENTIFICACION DE ASTROVIRUS POR RT-PCR

A la par que se analizaron las muestras por ELISA, se extrajo el RNA de estas como
se describié en materiales y métodos para la amplificacion de una regién genémica
conservada entre los 8 serotipos de astrovirus descritos a la fecha (5, 43, 28)
localizada en el ORFla (nucle6tidos 1182 a 1470). Para validar los resultados
obtenidos por RT-PCR, se extrajo el RNA de una muestra de heces positiva para
astrovirus donada por el Dr. Ernesto Méndez Salinas (IBT, UNAM) y poder usarla
como control positivo, con este RNA se realiz6 un ensayo de RT-PCR con los
oligonucledtidos Mon/340 y Mon/348 (Tabla 6) previo al andlisis de los clarificados
obtenidos.

El producto obtenido después de la amplificacion fue un fragmento de 289 pb que
corresponde al tamafo esperado, como control negativo se usé la mezcla de
reaccion pero sin RNA (Fig. 8, panel A). Una vez estandarizado el control positivo,
se analizaron alrededor de 60 clarificados por RT-PCR con este par de
oligonucledtidos, encontrandose tres muestras positivas para astrovirus (Fig. 8,
panel B, carriles 3-5), sin embargo como la intensidad de los productos obtenidos
fue baja, esto nos llevé a pensar que probablemente las muestras tenian baja carga
viral, inhibidores presentes en el RNA o bien que se habia usado poco RNA para el
ensayo de RT-PCR por lo que se reamplificaron estas muestras para corroborar el
resultado. Para ello, se uso el producto de PCR de las tres muestras sin purificar, el
resultado obtenido mostré la reamplificacién del producto de 289 pb corroborando la
positividad de las tres muestras para astrovirus (panel C, carriles 2 a 4), estos
productos se clonaron y se secuenciaron para determinar a qué serotipo

correspondia (Fig. 12, 13y 14).
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Figura 8.- Identificaciéon de astrovirus por RT-PCR. A partir del RNA obtenido de los
clarificados se realiz6 una RT-PCR con los oligonucle6tidos Mon 340/ Mon 348. Control
positivo para astrovirus (C+), carril C- corresponde a control negativo de la reaccion (A),
amplificacibn de muestras 1 a 10, carril 11 corresponde al control negativo de la reaccion,
(B); reamplificacion de muestras positivas 2 a 6, carril 1 y 5, muestras negativas (C). Los
productos se analizaron en geles de agarosa al 1.5 %, tefiidos con bromuro de etidio. (M)
corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder (New England, Biolabs).

Los productos amplificados son sefialados con una flecha a la derecha de la figura.
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Por otro lado, con la muestra de heces positiva donada, llevamos a cabo un ensayo
de RT-PCR para obtener un producto de 449 pb con los oligonucle6tidos Mon 269 y
Mon 270 (Tabla 6) que amplifican una secuencia altamente conservada entre los 8
serotipos de astrovirus descritos a la fecha y que corresponde a la capside viral con
la finalidad de poder observar claramente la diferencia entre los tamafios de los
producto de calicivirus (319 pb) y astrovirus (449 pb) en el ensayo de PCR mdltiple,
pues resultaba imposible distinguirlos utilizando los oligonucleétidos Mon 340 y Mon
348, ya que el producto amplificado con estos es 289 pb como se menciono
anteriormente.

El resultado con estos nuevos oligonucledétidos permitieron no solo la amplificacion
del producto del tamafio esperado de 449 pb (Fig. 9 A) sino que con este par de
oligonucledtidos analizamos el resto de las muestras de RNA provenientes de heces
con estos ultimos encontrando una muestra mas positiva a astrovirus (Fig. 9 B)
ademas de las tres que ya se habian identificado con los oligonucledtidos Mon
340/348.

Por lo que resumiendo, los resultados obtenidos con los dos métodos utilizados
mostraron que las 103 muestras analizadas por ELISA fueron negativas y cuatro de
ellas resultaron positivas por RT-PCR utilizando los oligonucleétidos Mon 340/Mon

348, Mon 269/Mon270 (Tabla 12).
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<449 pb

Figura 9.- Identificacién de Astrovirus por RT-PCR con oligonucle6tidos Mon 269 y
Mon 270. A partir del RNA obtenido de la muestra utilizada como control positivo para
astrovirus, se llevo a cabo una RT-PCR con los oligonucleétidos Mon 269 y Mon 270. C+,
control positivo de la reaccion; C-, control negativo de la reaccion A); amplificacién de
muestras 91-93. Carril 1 muestra positiva a astrovirus se observa un producto amplificado de
449 pb B); Los productos se analizaron en geles de agarosa al 1.5 %, tefiido con bromuro
de etidio. Los productos amplificados se sefialan con una flecha a la derecha de la figura.
(M) corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder (New England,

Biolabs.

8.4 DETECCION DE CALICIVIRUS POR ELISA

Otro de los patégenos que se buscaron fueron los calicivirus debido a la importancia
epidemioldgica de estos como agentes productores de diarrea en nifios, por lo que
se analizaron 40 clarificados de los 103 (Fig. 10, panel A), con el kit RIDA-QUICK
Norovirus Short Protocol (r-biopharm, Germany) que consiste en una prueba

inmunocromatografica cualitativa que detecta la presencia de antigenos de norovirus
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tanto del genogrupo | como del genogrupo Il a partir de muestras de heces con una
alta sensibilidad (86%) y especificidad (94.6%). De las 40 muestras analizadas, se
encontr6é una muestra positiva (Fig. 10, panel B), en donde fue clara la presencia de
una segunda banda azul en la ventana superior del cassette (flecha rosa) en

comparacién con el resto de las muestras que resultaron negativas.

A)
RIDA"QUICK Norovirus RIDA"QUICK Norovirus RIDATQUICK Norovirus
23 29
| C C
B) S—
'-“-..
.
n 12
‘(— VENTANA DE
RESULTADO
Te
a4
— ———

Figura 10.- Identificacion de calicivirus por ELISA. Andlisis de clarificados con el kit
RIDA- QUICK Norovirus (r-biopharm, Germany). Muestras negativas representativas de los
clarificados analizados (A). Muestra positiva a Norovirus (cassete 12) indicada con la flecha

color rosa (B).
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Con este resultado y considerando que el método inmunocromatografico empleado
aun cuando las especificaciones del proveedor indicaban que tiene una alta
sensibilidad y especificidad, no se descarto la posibilidad de encontrar mas muestras
positivas, sobre todo tomando como base lo obtenido con astrovirus en donde se
sospecho6 de baja carga viral de las muestras colectadas, pudiendo ser el mismo
caso para calicivirus, por lo que se realiz6 el ensayo de RT-PCR con los

oligonucleétidos especificos para calicivirus (Tabla 6).

8.5 IDENTIFICACION DE CALICIVIRUS (NOROVIRUS) POR RT-PCR

Para la estandarizacion del control positivo para calicivirus no se contaba con un
clarificado positivo para estos, sin embargo se contaba con el plasmido pNV 319
(donado por la Dra. Ana Lorena Gutiérrez Escolano, Depto. de Infectomica y
Patogénesis Molecular, Cinvestav, México) que tiene clonado el cDNA que codifica
para la RNA polimerasa del virus Norwalk (25) decidimos usarlo como templado para
amplificar por PCR con los oligonucleétidos p-289 y p-290 (Tabla 6) (35) un producto
de 319 pb que corresponde a una region altamente conservada de la RNA
polimerasa viral de norovirus y sapovirus. El resultado mostré la amplificaciéon del
producto de 319 pb como se puede observar en el carrii C+ (Fig. 11, panel A) y

ningun producto en el carril C- que corresponde al control negativo de la reaccion.
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Figura 11.- Identificacion de calicivirus por RT-PCR. A partir del plasmido pNV319 se
amplificd por PCR el producto de 319 pb como control positivo (carrill); carril 2, control
negativo de la reaccion (A). RT-PCR de los clarificados de 103 muestras, carrilesl-4
muestras positivas a calicivirus, carril C+, control positivo; carril C- control negativo (B). Las
muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Los
carriles (M) corresponden al marcador de tamafio molecular de100 pb DNA Ladder (New

England Biolabs). La flecha indica el producto del tamafio esperado.

Estandarizadas las condiciones de RT-PCR para el control positivo, se analizaron las
103 muestras y el resultado mostro la presencia de un producto de 319 pb en cuatro
muestras de las 103 (carriles 1 a 4) que fueron negativas por el método
inmunocromatografico y muy interesantemente, el producto del carril 1 correspondi6
al producto amplificado de la muestra 12 que resulté positiva por el método

inmunocromatografico utilizado (Fig. 11, panel B); los carriles C+y C- corresponden
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a los controles positivo y negativo de la reaccion respectivamente, por lo que de las
103 muestras analizadas por el método inmunocromatogréfico y por RT-PCR, 99

fueron negativas y cuatro positivas (Tabla 12).

TOTAL
PATOGENO ELISA RT-PCR PCR MUESTRAS % MUESTRAS
IDENTIFICADO + - + - 4 - ANALIZADAS POSITIVAS
ASTROVIRUS 0 | 103 4 99 - - 103 3.8
CALICIVIRUS 1 39 4 99 = = 103 3.8

Tabla 12.- Comparaciéon de los métodos ELISA vs RT-PCR para la deteccién de
astrovirus y calicivirus. De 103 muestras analizadas por ELISA y RT-PCR, 4 fueron
positivas por RT-PCR para astrovirus y ninguna por ELISA; para calicivirus, 40 muestras
analizadas por ELISA y 103 por RT-PCR cuatro fueron positivas por RT-PCR y solamente

una positiva por ELISA.

Resumiendo, los resultados obtenidos por ELISA y RT-PCR para la identificacion de
astrovirus y calicivirus son muy semejantes a lo reportado por distintos grupos
(28,43,45,46,75) considerando que de las 103 muestras analizadas para astrovirus
no hubo ninguna positiva por ELISA y se encontraron 3.8 % (4 de 103 muestras)
positivas por RT-PCR, y de 40 muestras analizadas para la identificacion de
calicivirus por ELISA solo una fue positiva, mientras que estas mismas muestras

analizadas por RT-PCR 3.8% fueron positivas (4 de 103).
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8.6 CLONACION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR RT-PCR

Con la idea de tener mas informacion que nos permitiera conocer a que serotipos
correspondian las muestras que habian resultado positivas a ambos tipos virales y
darle un enfoque epidemioldgico a estos resultados, los productos amplificados se
clonaron en el vector de clonacibn pJET 1.2 (Fermentas) siguiendo Ilas
especificaciones del proveedor.

Después de transformar bacterias competentes de la cepa DH5-o se seleccionaron al
azar varias colonias para verificar por restriccion enzimatica con la enzima Bgl Il
cuéales de ellas contenian el plasmido con el inserto correspondiente. El andlisis de
los plasmidos obtenidos para astrovirus, mostro la liberacion del inserto de 289 pb en
todos ellos correspondiente al tamafio esperado (Fig. 12, panel A) y dado que
desconociamos a que serotipo correspondia el control positivo para astrovirus se
decidi6 clonar el producto amplificado de este y el resultado se muestran en el carril
marcado con C+ que corresponde a una clona del plasmido que contienen el
producto de la muestra de heces que utilizamos como control positivo para validar los
resultados de RT-PCR.

En cuanto a los resultados obtenidos para los plasmidos obtenidos para calicivirus,
de las dos clonas analizadas (C1, C2), solo una de ellas liber6 el inserto de 319 pb
gue corresponde al tamafio esperado (Fig. 12, panel B).

Todos los plasmidos con los insertos correspondientes a cada patdgeno se

purificaron por columna y se secuenciaron automaticamente.
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Figura 12.- Clonacion de los productos amplificados de astrovirus y calicivirus.
Restriccion enzimatica de los plasmidos recombinantes para astrovirus (A) y calicivirus (B)
con la enzima Bgl I, carriles NC corresponde a los plasmidos no cortados y los carriles C
corresponden a los pladsmidos cortados. Clonas C16, C7 y C+ de astrovirus; carril C+
corresponde al inserto del control positivo de astrovirus. Clonas C1 y C2 de calicivirus. Carril
M, corresponde al marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA Ladder (New England,

Biolabs). Los insertos liberados se sefialan con una flecha a la derecha de cada panel.
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8.7 RESULTADO DE SECUENCIACION DE LAS MUESTRAS POSITIVAS PARA
ASTROVIRUS Y CALICIVIRUS

Los pldsmidos recombinantes obtenidos para astrovirus y calicivirus de cada muestra
positiva se secuenciaron y el resultado de estas se compararon con las secuencias
reportadas en el GenBank con la finalidad de determinar la identidad de estas.

El analisis de la secuencia obtenida del plasmido pJET- Astro” y que tiene clonado el
producto del control positivo, revelé que se trata de una muestra perteneciente al

serotipo 8 como lo indica el resultado del GenBank (Fig. 13).

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max  Total Query E _M
score score coverage value ident

FJ430552 1 Humgn astrovuu_s 8 isolate SewCIV/2007/Caracas/VEN nonstructural 64 873 16% 0.097 100%

[~ protein gene, partial cds

F 1430551 1 Humgn aslrovuu_s 8 isolate SewClI2007/Caracas/VEN nonstructural 64 873 16% 0.097 100%

[~ protein gene, partial cds

F 430561 1 Humgn aslrovuu_s 8 isolate GuRVIF2008/Caracas/VEN nonstructural 146 446 79% 034 100%

[~ protein gene, partial cds

FJ430550.1 Humgn aslmvuu_s 8 isolate SewCl/2007/Caracas/VEN nonstructural 116 446 7% 034 100%

[~ protein gene, partial cds

EF400479 1 Human astrovirus |50Iate Madagascar/DT1004/2004 similar to putative 146 446 79% 034 100%

I~ senneprotease genomic sequence

EF490427 1 Human astrovirus |solate_l'\.-‘lsldagas::ar!DROOB«JHQOO«Jr putative serine 146 448 79% 034 100%

I protease (QRF1a) gene, partial cds

EF400475 1 Human astrovirus |solate_MadagascaﬁDROO?S!ZOM putative serine 145 446 79% 034 100%

——  protease (ORF1a) gene, partial cds

EF490425 1 Human astrovirus isolate _MadagascarﬁDGﬁOISJEOM putative serine 146 446 79% 034 100%

I~ protease (ORF1a) gene, partial cds

Figura 13.- Secuenciacion automatica del plasmido pJET- Astro+. Andlisis de la
secuencia utilizada como control positivo, con el programa BLAST (NCBI) contenida en el

GenBank.

Realizamos el mismo procedimiento para los otros plasmidos, el pJET- Astrol2
(panel A) y pJet-Astrol3 (panel B) y el analisis mostro que la muestra 12 pertenece
al serotipo 8 y la muestra 13 al serotipo 1 (Fig. 14). La secuencia de la muestra que
fue amplificada con los oligonucleétidos Mon269/ Mon 270 no pudo ser incluida

debido a problemas técnicos con el equipo de secuenciacion.
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Sequences producing significant alignments:

Description S e = M ax
score coverage value ident
f il
Human astrovirus 8 isolate SewCIV/2007/Caracas/VEN nonstructural protein gene, 89 1 16% 0.027 100%
partial cds
- . , , ]
Human astrovirus 8§ isolate SewCII/2007/Caracas/VEN nonstructural protein gene, 591 16% 0.027 100%
partial cds
I y , - . -
Human astro\nru; isolate Madagascar/DT1004/2004 similar to putative serine 140 56% 0.027 100%
protease genomic sequence
I y p - -
Human astrovirus |§0Iate Madagascar/DR0034/2004 putative serine protease 140 56% 0.027 100%
(ORF1a) gene, partial cds
/] r
Human astrovirus isolate Madagascar/DR0075/2004 putative serine protease 140 26% 0.027 100%
(ORF1a) gene, partial cds
/] /:
Human astrovirus isolate Madagascar/DG6013/2004 putative serine protease 140 26% 0.027 100%
(ORF1a) gene, partial cds
Human astrovirus 3 isolate Rus-Nsc08-3364 putative serine protease gene, complete
cds; putative RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds; and capsid 221 38% 0.094 100%
precursor protein gene, complete cds
Human astrovirus 3 isolate Rus-Nsc03-H191 putative serine protease gene, complete
GU223905.2 cds; putative RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds; and capsid 221 38% 0.094 100%
precursor protein gene, complete cds
Sequences producing significant alignments:
. Max  Total  Query Max
TESHH score  scole coverage Evalue ident
Human astrovirus 1 Beijing/291/2007/CHN, complete genome 42.8 204 37% 0.038 100%
Human astrovirus 1 Beijing/110/2007/CHM nonstructural protein gene, partial cds 44.6 158 30% 0.011 100%
Human astrovirus 8 isolate GuRVI2008/Caracas/VEN nonstructural protein gene, partialcds  44.6 83.7 15% 0.011 100%
Human astrovirus ORF1 gene for nonstructural protein, complete cds, isolate: V1182 44.6 210 37% 0.011 100%
Human astrovirus 8 isolate GuRV/2007/Caracas/VEN nonstructural protein gene, partial cds ~ 44.6 83.7 15% 0.011 100%
Human astrovirus 8 isolate GuRIV/2007/Caracas/VEN nonstructural protein gene, partialcds  44.6 83.7 15% 0.011 100%
Human astrovirus 1 Beijing/327/2007/CHM nonstructural protein gene, partial cds 41.0 153 30% 0.13 100%
Human astrovirus 1 Beijing/317/2007/CHM nonstructural protein gene, partial cds 41.0 153 30% 0.13 100%
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(B) de astrovirus con el programa BLAST (NCBI) contenida en el GenBank.

Figura 14.- Secuenciacion automéatica de los plasmidos pJET- Astrol2 y pJet- Astrol3.

Andlisis de la secuencia obtenida de los plasmidos para la muestra 12 (A) y la muestra 13

Dado que la secuencia de los oligonucledtidos Mon340/ Mon348 fue disefiada a
partir de la secuencia reportada para astrovirus 2, decidimos realizar un ensayo de

alineamiento multiple usando esta como cepa de referencia y la comparamos con las




secuencias obtenidas de las muestras positivas a astrovirus con la finalidad de
conocer el posible patron epidemiolégico tomando como base lo reportado en la
literatura. El alineamiento se realiz6 con el programa Clustal W (version 2.1) a través
de la base de datos de la super computadora de la Universidad de San Diego
(SDSC, Biology Work Bench) y el analisis mostro que todas las secuencias obtenidas
estan conservadas entre ellas y con la cepa de referencia (color blanco), algunas

contienen residuos diferentes a la de referencia (color gris intenso).
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Figura 15.- Alineamiento multiple de las secuencias de las muestras positivas a
astrovirus. Comparacion de la secuencia de astrovirus 2 (HastV2) con las secuencias
obtenidas de las muestras positivas a astrovirus. El alineamiento se llevo a cabo con el
programa Clustal W, version 2.1. Residuos conservados (color blanco), residuos idénticos
residuos similares (color gris medio),

(color gris claro), residuos diferentes (color gris

intenso).
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En cuanto al resultado de la secuencia de una de las cuatro muestras positivas que
se encontraron para calicivirus, se encontrd que esta corresponde a un fragmento de
una proteina no estructural del virus Norwalk en base al porcentaje de mayor
identidad (98%) que mostré el andlisis realizado (Fig.16), sin embargo otros

resultados también indicaron que podria corresponder a norovirus genotipo 1

Sequences producing significant alignments:
Accession Description Max - Total Query E value .Mﬂ
score score coverage ident

MBTE61 2 Nornwalk virus nonstructural polyprotein, 58 kd capsid protein, and 507 527 95% le 146  98%
— orf3dgenes, complete cds
IAB005564 1 Nolo_\flrus |§olales gene for RNA-dependent RNA polymerase, partial 374 374 95% 26100  87%
—  cds,isolate: GB9-107F

1238321 Norwalk virus (Sa-1283/84/J) RNApolymerase mRNA, partial cds 365 365 95% 9e-98 86%
IAF312510.1 Human calicivirus NLVFI'lef\fvarensee 305/1999/DE RNA-dependent 363 363 95% 3607  86%
——  RNApolymerase gene, partial cds

DQ486865.1 Norowrus_HufGI.IIDhaka234f2000IBGD non-structural polyprotein 361 361 05% 16.96 86%
—  gene, partial cds

EU085528 1 Nolo\_urus HWGI1/P738.Delsjo2004/Gothenburg/Sweden capsid 360 360 99% 40.06 85%
— proteingene, complete cds

EU085520 1 Nolo\_flrus HWGI1/PT774 Delsjo2004/Gothenburg/Sweden capsid 356 356 95% 50.05 85%
— proteingene, complete cds

EU085527 1 Nom\_nrus HuW/GI 1/P726 Delsjo2004/Gothenburg/Sweden capsid 356 356 95% 56.05 85%
—  protein gene, complete cds

Figura 16.- Secuenciacion automatica del plasmido recombinante pJET-Calicivirus 12.
Andlisis de la secuencia de la muestra 12 positiva para calicivirus con el programa BLAST

(NCBI) contenida en el GenBank.

8.8 IDENTIFICACION DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE DIARREA (EPEC vy
EIEC)

En estudios de corte epidemiologico se ha reportado la presencia de infecciones
mixtas en los cuadros gastroentéricos con mas de dos patdégenos ya sea astrovirus,
calicivirus o adenovirus y cepas de Escherichia coli productoras de diarrea: EPEC,
ETEC, EIEC ( 24, 34, 64) por lo que decidimos buscar la presencia de estas en las

muestras de la poblacion infantil estudiada, tomando como referencia la informacién
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contenida en el banco de datos en cuanto a los datos clinicos registrados, los cuales
sugerian la posibilidad de encontrar muestras positivas a alguna de estas variantes .
Al igual que para los patdégenos anteriores, primero se estandarizé el control positivo
a partir de cepas de referencia para cada una de las variantes mediante una PCR
sobre colonia en presencia de los oligonucleétidos reportados por Scaletsky, et.al
(66) (Tabla 7).

Los resultados obtenidos permitieron la amplificacion de un producto de 917 pb para
la cepa EPEC (carril 1) y un amplificado de 600 pb para la cepa EIEC (carril 5); los
carriles 2, 4 y 6 corresponden a los controles negativos, es decir, la mezcla de
reaccion pero sin la colonia bacteriana (Fig. 17). En cuanto al resultado obtenido
para la cepa ETEC, este fue negativo (carriles 3 y 4), se repitio el ensayo cambiando
las condiciones de amplificacion y no se logroé obtener ningin amplificado para esta
cepa por lo que se decidié no buscar esta en las muestras seleccionadas.

Una vez estandarizados los controles positivos, se busco la presencia de estas, en
los clarificados a partir de DNA purificado como se describio en materiales y
métodos. Los resultados de las muestras analizadas por PCR para EPEC fueron
negativos, estos ensayos se repitieron al menos tres veces siempre en presencia del
control positivo para descartar algun problema durante la reaccion de amplificacion y
no se obtuvo ninguna muestra positiva por lo que decidimos no mostrar el gel de

este analisis.
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1517 pb
1000 pb
917 pb
600 pb
500 pb

Figura 17.- PCR sobre colonia de cepas de Escherichia coli productoras de diarrea. A
partir de la colonia de cada una de las cepas de Escherichia coli EPEC, ETEC, EIEC, se
realizé una reaccién de PCR. Carriles 1,3 y 5 productos de PCR amplificados a partir; los
controles negativos corresponden a los carriles 2, 4 y 6. Los productos amplificados
analizaron en un gel de agarosa al 1.5% Yy se sefialan con flechas a la derecha de la figura.
M, corresponde al marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA Ladder (New England

Biolabs).

Por otro lado, los resultados obtenidos para EIEC, con estas mismas muestras revelo
el producto amplificado de 600 pb que corresponde al tamafio esperado para la
variante en las diez muestras analizadas inicialmente (Fig. 18, panel A), como
controles del experimento se usaron la colonia bacteriana de EIEC como control
positivo (carril C+) y como control negativo la mezcla de reaccion sin bacteria (carril

C-). Este resultado nos llamo la atencion, sobre todo por la positividad de todas las
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muestras estudiadas asi que para descartar una posible contaminacion en la mezcla
de oligonucleoétidos, contaminacion entre las muestras o inespecificidad de los
oligonucledtidos, se realiz6 un ensayo con el DNA obtenido a partir de dos muestras
de heces de niflos sanos, los cuales fueron procesados exactamente igual que las
muestras estudiadas, se utiliz6 como control positivo de la reaccién el producto
amplificado a partir de una colonia de EIEC, y como se esperaba no hay ningun
producto amplificado (carriles 1y 2) , el carril C+ corresponde al control positivo (Fig.

18, panel B).
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Figura 18.- Identificacion de EIEC y control negativo por PCR. Reaccion de PCR a partir
de clarificados de heces para identificacion de E. coli enteroinvasiva (A) y a partir de
muestras de heces de nifios sanos como control negativo (B). Carriles 1-9 producto
amplificado de 600 pb; C+ corresponde al control positivo de la reaccién; C- control negativo
de la reaccion (sin DNA). Los carriles 1 y 2 corresponden al producto de PCR de las
muestras de nifios sanos, carril C+ control positivo de la reaccién. Los productos de la PCR
se corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, y se indican con una
flecha a la derecha de la figura. M, marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA Ladder

(New England Bio Labs).
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Posteriormente analizamos 8 muestras mas (seleccionadas en base al cuadro clinico
y que no hubieran recibido tratamiento antibi6tico) para la identificacion de EIEC.
Utilizamos el mismo control positivo para las 10 muestras analizadas previamente
(Fig. 18 A) y encontramos 3 muestras mas positivas a EIEC (Fig. 19) los carriles 2,6
y 8 corresponden a las muestras positivas, se observa un producto amplificado de
600 pb; el carril 1, 3, 4,5y 7 corresponden a muestras negativas. El carril 9 y 10

corresponde al control positivo y negativo de la reaccion respectivamente.

< 600pb
600 pb

500 pb

Figura 19.- Identificacién de EIEC por PCR. Reaccion de PCR a partir de clarificados de
heces para identificacién de E. coli enteroinvasiva. Carril 2, 6, y 8 corresponden a muestras
positivas a EIEC, se observa un producto amplificado de 600 pb; carril 1, 3, 4, 5y 7
corresponden a muestras negativas a EIEC; carril 9 y 10 corresponde al control positivo y
negativo de la reacciéon. Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio, y se indican con una flecha a la derecha de la figura. M,

marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA Ladder (New England Bio Labs).
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8.9 RESULTADO DE SECUENCIACION DE LA MUESTRA POSITIVA PARA EIEC

De la misma manera que se hizo para las muestras positivas para virus, decidimos
seleccionar el producto amplificado de sola una de las diez muestras, este se
purificé y se secuencié para comparar el resultado con lo reportado en el GenBank.

El resultado mostro que el andlisis de la secuencia obtenida y comparada con la
base de datos del GenBank, corresponden a las especies bacterianas esperadas
como se ha reportado en la literatura (Fig.20) por lo que el resultado obtenido de las
muestras analizadas para esta cepa son reales y resultado de amplificaciones

inespecificas 0 contaminacién durante la preparacion de la mezcla de reaccion de

Sequences producing significant alignments:
M Total M
Accession Description — - Query E value .ﬂ
score  Score  coverage ident
GU186373.1 Escherichia coli strain HGZ12 ipaH6 gene, partial sequence 203 203 95% 2e-49  100%
CP001064.1 Escherichia coli 53638 plasmid p53638_226, complete sequence 203 813 95% 2e49  100%
CP001384.1 Shigella flexneri 2002017 plasmid pSFxv_1, complete sequence 203 1016 95% 2e49  100%
CP001383.1 Shigella flexneri 2002017, complete genome 203 1397 95% 2e49  100%
EU743832.1 Shigella boydii invasion plasmid antigen (ipaH6) gene, partial cds 203 203 95% 2e49  100%
EU743831.1 Shigella boydii invasion plasmid antigen (ipaH2) gene, complete cds 203 203 95% 2e49  100%
CP001063.1 Shigella boydii CDC 3083-94, complete genome 203 1010 95% 2e49  100%
CP001062.1 Shigella boydii CDC 3083-94 plasmid pBS512_211, complete sequence 203 813 95% 2e49  100%

Figura 20.- Secuenciacién automatica de una muestra positiva para EIEC. Andlisis de la
secuencia de la muestra 5 para EIEC con el programa BLAST (NCBI) contenida en el
GenBank.

En relacion a los resultados para la cepa ETEC, dado que se ha reportado en la literatura
gue la presencia de esta cepa como responsable de infecciones gastroentéricas importantes
en la poblacién infantil parecen no ser tan relevantes en los rangos de edad de la poblacién

seleccionada en este proyecto y ya que no fue posible la estandarizacioén del control positivo
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a partir de la colonia bacteriana, se decidid no continuar con la busqueda de esta en las

muestras que conforman el banco biolégico.

8.10 DETECCION DE Entamoeba histolytica por ELISA

Ademas del interés de estudiar virus y bacterias causantes de infecciones
gastroentéricas en la poblacion infantil, otro de los patégenos que se buscé fue
Entamoeba histolytica dada la importancia que tiene este como responsable de
gastroenteritis en nifios menores de 4 anos.

Tomando en cuenta que existen meétodos inmunocromatograficos para la
identificacion cualitativa de Entamoeba histolytica a partir de muestras de heces,
decidimos realizar el mismo procedimiento que seguimos para virus, analizamos los
clarificados de 19 muestras con el kit RIDAQUICK Entamoeba (r-biopharm), el cual
tiene una sensibilidad del 84.8% y una especificidad de 87.4% comparado con el
examen microscopico convencional; es importante acotar que se seleccionaron solo
este numero de muestras debido a que al revisar la informacién contenida en la base
de datos, varios de los nifios habian recibido tratamiento antiparasitario como
consecuencias del cuadro gastroentérico por el que cursaron.

El resultado obtenido mostré que las 19 muestras fueron negativas para Entamoeba
histolytica (Fig. 21) ya que la aparicién de una banda roja debajo del control interno
del kit (banda azul) indicaria la positividad de la muestran, sin embargo este no fue el
caso para ninguna de las muestras analizadas. Siguiendo la lIégica de lo plasmado
en los antecedentes, estos métodos de deteccion cualitativos aun cuando tienen
sensibilidades altas, muestran muchas limitaciones en cuanto a la subestimacion de
gue una muestra resulte negativa evaluada por este método cuando en realidad esta

pudiera ser positiva, razdn por la cual se decidi6 analizar las 19 muestras por PCR.
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Figura 21.- Ensayo inmunocromatografico para la deteccibn de Entamoeba.
Evaluacion de clarificados de heces para la deteccion de E. histolytica por ELISA con el kit
RIDAQUICK Entamoeba (r-biopharm). La banda azul en las tiras reactivas corresponde al

control negativo del kit.

Entre las conclusiones de los diferentes estudios realizados en diversas partes del
mundo en los cuales se utiliza el método de ELISA y PCR para la identificacion de
Entamoeba histolytica/dispar se ha observado que el nivel de los anticuerpos anti-
amiba monitoreados por ELISA, no correlaciona con la infeccion de E. histolytica en
la mayoria de los casos, ya que el tipo y nivel de anticuerpo varia con la evolucién de
la enfermedad, por lo que utilizar este método de forma convencional para la
identificacion de este pardasito conlleva muchas limitaciones; sin dejar de mencionar
gue este método no permite establecer la diferencia entre las distintas especies de
Entamoeba. Por lo que la mayoria de estos estudios mencionan la importancia de

utilizar un método molecular como la PCR que ha demostrado ser mas sensible y
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especifico en comparacion con el ELISA en diferentes estudios epidemioldgicos
29,30,53,70).

8.11 IDENTIFICACION DE Entamoeba histolytica POR PCR

Considerando que los clarificados que se evaluaron por ELISA resultaron negativos,
estos se analizaron por PCR empleando los oligonucleétidos RD5 y RD3 (Tabla 8),
por lo que también se estandarizé un control positivo a partir del DNA gendmico de
la clona C2 donada por la Dra. Ma. del Consuelo Gémez Garcia (PIBIOM, ENMyH-
IPN) dado que la muestra de heces positiva a amibas con la que contdbamos aun
cuando contenia quistes, no fue posible extraer el DNA para ser amplificado con los
oligonucledtidos ya mencionados, muy probablemente porque esta habia sido
tratada con formalina previamente.

Previo a la amplificacion con los oligonucledtidos RD5 y RD3, se verifico la
integridad del DNA mediante la amplificacion por PCR del gen de actina de amibas
con oligonucledtidos especificos para este generando un producto de 210 pb (Fig.
22, panel A), el cual se observa en el carril 1, mientras que el carril 2 corresponde al
control negativo de la reaccion. Posteriormente se amplificé un fragmento de 1950 pb
gue corresponde a la subunidad ribosomal 16S del RNA ribosomal pequefia con los
oligonucledtidos RD5 y RD3 y que se usé como control positivo (Fig. 22, panel B) ,
el carril 2 corresponde al control negativo de la reaccion; este producto se purifico
para ser utilizado en las reacciones de identificacibn de Entamoeba , es importante
sefalar que este par de oligonucleétidos no permiten diferenciar entre E. histolytica
y E. dispar solo permiten determinar la presencia de parasitos del genero Entamoeba

razon por la cual se decidié utilizarlos inicialmente.

86



A) B)

2000 pb
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€-1950 pb

1000 pb
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200 pb €210 pb

100 pb

Figura 22.- Control positivo para Entamoeba histolytica por PCR. Amplificacién por PCR
del gen de actina de amiba de 210 pb (A) y el producto 1950 pb de la subunidad ribosomal
16S como control positivo (B). Carriles C+, corresponden a los productos amplificados;
carriles C-, corresponden a los controles negativos de la reaccién Los productos se corrieron
en geles de agarosa al 0.8% y 1.5 % respectivamente y se tifieron con bromuro de etidio, los
productos son sefialados con una flecha a la derecha de la figura. M, marcador de tamafio

molecular de 1 kb Plus (New England Biolabs).

Una vez estandarizado el control positivo y como el analisis inmunocromatogréfico
mostro que las muestras analizadas fueron negativas se procedié a la identificacion
de E. histolytica por PCR, por lo que se extrajo el DNA de los clarificados con el kit
QIAamp DNA Stool (QIAGEN) como se describié en materiales y métodos, como

control positivo se us6 el producto de PCR purificado obtenido previamente (Fig 22,
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panel B). Se llevé a cabo la PCR en las 19 muestras utilizando los oligonucleétidos
RD5/RD3 y en ninguna de ellas se observo amplificacion del producto esperado, sin
embargo como los datos clinicos sugerian fuertemente que las muestras podrian ser
positivas, decidimos analizar estas utilizando los oligonucle6tidos Psp5 y Psp3 que
son especificos para identificar Entamoeba histolytica y que amplifican un producto
de 876 pb con la idea por un lado, de corroborar que las muestras eran negativas o
bien que los oligonucle6tidos RD5 y RD3 por alguna razén no fueron capaces de
amplificar esa regiéon genémica de la subunidad ribosomal 16 S aun cuando se trata
de una zona altamente conservada entre este tipo de parasitos.

Al llevar a cabo el analisis de estas muestras con los oligonucleétidos Psp5 y Psp3
especificos para amplificar Entamoeba histolytica, encontramos dos muestras
positivas, las cuales se observan en los carriles 2 y 5 con el producto de 876 pb que
corresponde al tamafo esperado; los carriles 3 y4 corresponden a muestras
negativas; el carril 7 corresponde al control negativo de la reaccion (Fig. 23, panel
A), como control positivo de este ensayo se us6 el producto de 1950 pb de la clona
2 de amiba (carril 6).

Dado que amplificaciéon de una de las muestras positivas ( panel A, carril 5) fue
pobre, decidimos repetir la PCR usando como templado los productos amplificados
de las dos muestras que resultaron positivas y como control positivo el DNA de la
clona 2 con los mismos oligonucleétidos (Psp5 y Psp3),por lo que con este ensayo,
corroboramos el resultado anterior, en los carriles 1 y 3 se muestra el producto de la
PCR para Entamoeba histolytica de 876 pb; el carril 2 corresponde a una muestra
negativa; los carriles 4 y 5 corresponde al control positivo y negativo de la reaccién

respectivamente (Fig. 23, panel B).
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1000 pb < 876 pb
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Figura 23.- Identificacién de Entamoeba histolytica por PCR. Se amplificaron por PCR
con los oligonucleétidos RD5 /RD3 y Psp5/Psp3 los controles positivos (1950 pb) y muestras
para E. histolytica; carriles 2 y 5 producto de PCR de muestras positivas (876 pb); carriles 6 y
7 control positivo y negativo de la reaccion con los oligonucleétidos RD5/RD3
respectivamente (A). Reamplificacibn de muestras positivas a E. histolytica, carriles 1 y 3
producto de PCR de 876 pb; carril 2, muestra negativa; carriles 4 y 5 control positivo y
negativo de la reaccion respectivamente con los oligonucleétidos Psp5 y Psp3 y el DNA de la
clona C2 (B). Los productos se analizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio y se sefalan con una flecha al lado derecho de la figura. M corresponde al marcador

de 1 kb DNA Ladder.
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8.12 ESTANDARIZACION DEL ENSAYO DE PCR MULTIPLE

Dado que el objetivo mas importante de este trabajo, fue el establecimiento de un
método molecular del tipo PCR multiple que fuera mas especifico y sensible que los
métodos convencionales para la deteccion de patdgenos causantes gastroenteritis y
considerando que encontramos muestras positivas para todos los patdégenos
estudiados, llevamos a cabo la estandarizacion del ensayo de PCR miultiple para la
deteccion simultdnea de estos con la finalidad de obtener una herramienta
diagnostica mas especifica que las descritas a la fecha.

Previo a la estandarizacion del método molecular, decidimos realizar un andlisis
bioinformatico que nos facilitara encontrar las condiciones “Optimas” tedricas de
concentracion de oligonucleotidos a utlizar asi como las temperaturas de
alineamiento de estos. Por lo que tomando en cuenta todos estos parametros,
decidimos primero realizar un ensayo de PCR por grupo de patogenos, es decir,
amplificar por separado virus (astrovirus, calicivirus) en una reaccion y bacterias y
parasitos en otra reaccion, esto debido a que el genoma de ambos virus estudiados
es de RNA y no sabiamos si bajo las condiciones de RT-PCR, el DNA provenientes
de bacterias y parasitos al ser desnaturalizado durante el ciclo de separacién de los
hibridos RNA-cDNA, pudieran hibridarse de manera inespecifica preferencialmente
con los oligonucleétidos especificos para virus y no con los propios aun cuando el
analisis tedrico indico que esto no era posible que sucediera.

Una vez establecido este criterio, revisamos las condiciones de amplificacion
individuales y decidimos utilizar temperaturas promedio para la amplificacién de cada
grupo mientras que para la concentracién de oligonucleétidos decidimos utilizar una

concentracion equimolar de los mismos en cada uno de los ensayos.
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PATOGENO Tm Tm (PUBLICADO EN ARTICULOS) [ 1 PRIMERS
ASTROVIRUS 59°C 55°C 10 uM
NOROVIRUS 64°C 56°C 50 pmoles
EIEC 59°C 60°C 20 pmoles
EPEC 87°C 60°C 20 pmoles
Entamoeba histolytica 55°C 55°C 20 pmoles

Tabla 13.- Condiciones de Tm y concentracién de oligonucleétidos para amplificar

cada uno de los patdgenos por PCR multiple.

Los resultados de este primer analisis, en donde se mezclaron los dos pares de
oligonucledtidos para amplificar bacterias (EIEC) y amibas (E. histolytica) y como
templados los productos de PCR provenientes de los controles positivos para ambos
(Fig. 24) mostraron que ambos productos se amplificaron por separado como
controles del ensayo (carriles 1 a 4), los carriles nones corresponden a los productos
de 1950 pb y de 600 pb para E. histolytica y EIEC respectivamente, mientras que
los carriles pares corresponde a los controles negativos de la reaccién. Cuando se
mezclaron ambos productos de PCR para cada patdgeno, sé logro amplificar en la
misma reaccion ambos productos (carril 5) y no se obtuvo ningan amplificado en el
control negativo de esta mezcla (carril 6) lo que nos indicé que estas condiciones de
PCR fueron las optimas para la amplificacion de los genomas de ambos patégenos

(Fig. 24).
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Figura 24.- PCR multiple para la identificacion de EIEC y Entamoeba. A partir del DNA
obtenido de los controles positivos para cada patégeno se realizdé la PCR mudltiple con los
oligonucledtidos IpaH1, IpaH2 (EIEC) y RD5, RD3 (Entamoeba). Carriles 1 y 3, productos
amplificados de Entamoeba (1950 pb) y EIEC (600 pb) respectivamente; carriles 2 y 4,
controles negativos de la reaccién. Carril 5, productos de la PCR multiple para EIEC y
Entamoeba; carril 6 corresponde al control negativo de la reaccion. Los productos se
corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M corresponde al

marcador de tamafio molecular de 1 kb DNA ladder Plus (Invitrogen).

En cuanto al ensayo de PCR multiple para astrovirus y calicivirus (norovirus) se
utiliz6 como templado el producto amplificado por RT-PCR a partir de los controles
positivos para ambos virus (Fig. 8,9 y 11), el ensayo se realizo de la misma forma

gque para bacterias y amibas; sin embargo para observar la diferencia en tamafo de
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los productos amplificados entre ambos virus , ya que el producto amplificado de
astrovirus con los oligonucleétidos Mon- 380/Mon-384 es de 289 pb y el de calicivirus
es de 319 pb decidimos emplear otro par de oligonucleétidos para astrovirus (Mon-
269/ Mon-270), estos se han empleado para genotipificar astrovirus en heces
28,43,45,46,75) y cuyo producto de 449 pb corresponde a una region altamente
conservada del ORF2 del genoma viral. De igual manera, ambos productos se
amplificaron por separado como controles del ensayo (carriles 1 a 4), los carriles
nones corresponden a los productos de 319 pb y de 449 pb para calicivirus y
astrovirus respectivamente, mientras que los carriles pares corresponden a los
controles negativos de la reaccion, cuando se mezclaron ambos productos en el
mismo tubo de reaccidon con los dos pares de oligonucleotidos se amplificaron los
productos de 449 pb (astrovirus) y de 319 pb (calicivirus) como se puede observar en
el carril 5 y el control negativo de la reaccion se muestra en el carril 6, nuevamente,
este resultado indic6 que estas condiciones de PCR fueron las optimas para la
amplificacion de los genomas de ambos virus (Fig. 25).

La amplificacion individual del producto de 319 pb correspondiente a calicivirus, no
se vio claramente (carril 1) aunque en la reaccion en donde se mezclaron los dos
productos en un solo tubo, este se observo ligeramente enriquecido (carril 5); este
ensayo se repitio tres veces y siempre se observé el mismo comportamiento para
calicivirus y no sabemos cual pudiera ser la explicacién a esto, pues los productos
obtenidos de las muestras que resultaron positivas a este virus se observaron
enriquecidas (Fig. 11, panel B), creemos que una posible explicacion es que la
region gendémica de calicivirus es mas susceptible a degradarse bajo las condiciones

experimentales de la PCR mudltiple probadas en este trabajo.
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Figura 25.- PCR multiple para la identificacion de astrovirus y calicivirus. A partir de los
productos de la RT-PCR de los controles positivos para astrovirus y calicivirus se realizé la
reaccion de PCR mudltiple con los oligonucleétidos Mon- 269/Mon-270 (astrovirus), p-289 / p-
290 (calicivirus). Carriles 1 y 2 reaccién de PCR para calicivirus, carril 1 amplificado de 319
pb y carril 2 control negativo; carriles 3 y 4 reaccion de PCR para astrovirus, carril 3
amplificado de 449 pb y carril 4 control negativo. Carriles 5 y 6 corresponden a la reaccion de
PCR multiple, carril 5 productos amplificados de 449 pb (astrovirus) y 319 pb (calicivirus),
carril 6 corresponde al control negativo de la reaccién Los productos de la PCR se analizaron
en un gel de agarosa al 1.5% teflido con bromuro de etidio y se sefialan con una flecha al

lado derecho de la figura. M, marcador de tamafio molecular de 100 pb (Invitrogen).
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Una vez que se logro la amplificacion por PCR multiple cada grupo de patégenos, se
llevd a cabo la estandarizacion de la PCR multiple utilizando ahora el acido nucleico
de las muestras positivas obtenidas a partir de los clarificados, para ellos se
ajustaron las condiciones de amplificacion para todos los microorganismos.

Previé a la realizacion de la PCR multiple se llevé a cabo la RT-PCR para la
obtencion del cDNA de las muestras positivas para astrovirus y calicivirus y
posteriormente llevar a cabo la mezcla de estos productos con el DNA de la muestra
positiva para EIEC y Entamoeba histolytica. El resultado obtenido permitié la
amplificacion por separado de cada patdogeno (Fig. 26) como se observa en los
carriles 1 al 8 que corresponden a los controles positivos y negativos de la reaccion
de PCR para cada uno de los microorganismos, es decir, calicivirus (carriles 1y 2),
astrovirus (carriles 3 y 4), EIEC (carriles 5y 6) y Entamoeba histolytica (carriles 7 y
8). En los carriles nones se observan los productos amplificados de 319 pb, 449 pb,
600 pb y 876 pb que corresponden a los productos esperados para calicivirus,
astrovirus, EIEC y Entamoeba histolytica respectivamente y los carriles pares a los
controles negativos. En el carril 9 se muestra el resultado de la PCR multiple
utilizando como templado la mezcla de los DNA de astrovirus, calicivirus, EIEC y
Entamoeba histolytica, en donde se observa la amplificacién de los productos de 876
pb, 600 pb y 449 pb que corresponde al producto esperado para Entamoeba
histolytica, EIEC y astrovirus respectivamente , igual que en el ensayo anterior, la
amplificacion individual por RT-PCR de la muestra positiva de calicivirus empleada
para este ensayo de PCR mdultiple con todos los patdgenos, fue pobre (carril 1) y
nuevamente no se logré la amplificacion del producto de 319 pb cuando se
mezclaron todos los genomas en el mismo tubo de reaccion, este ensayo se repitio al

menos tres veces sin lograr la obtencion de este producto.

95



<« 876pb
1000 pb

< 600pb

500 pb <« 449pb

300 pb

Figura 26.- Ensayo de PCR multiple para la deteccion de virus, bacterias y
parasitos a partir de heces. A partir del DNA obtenido de los clarificados de
heces de muestras positivas para virus, bacterias y parasitos se llevo a cabo el
ensayo de PCR multiple. Carriles 1 al 8 corresponden a la reaccion de PCR
individual para calicivirus (319 pb), astrovirus (449 pb), EIEC (6 pb), Entamoeba
histolytica (876 pb), carriles nones productos amplificados y carriles pares controles
negativos para cada patdgeno. Carril 9, amplificacion de muestras para astrovirus,
EIEC y E. histolytica. Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al
1% tefido con bromuro de etidio y se sefialan con una flecha al lado derecho de la

figura. M: corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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9 DISCUSION

La gastroenteritis aguda tiene una etiologia muy diversa (virus, bacterias y parasitos)
siendo los virus los principales agentes etioldgicos reportados a nivel mundial como
responsables de estos cuadros principalmente en nifios, causando un alto grado de
morbilidad y mortalidad en paises en vias de desarrollo como el nuestro. El hecho
de que los cuadros clinicos provocados por estos agentes patdégenos sean muy
similares y la presencia frecuente de coinfecciones limite enormemente el
diagnéstico, hace necesario el desarrollo de métodos que sean capaces de identificar
simultAaneamente a estos patdgenos en los cuadros gastroentéricos, sobre todo en
los grupos de mayor riesgo pues los métodos utilizados de forma convencional son
poco sensibles y poco especificos. Por ello el objetivo principal de este trabajo fue
desarrollar una herramienta molecular del tipo PCR mudltiple que nos permitiera
llevar a cabo la deteccion simultanea de virus (astrovirus, calicivirus), bacterias
(EIEC) y parasitos (Entamoeba histolytica) con la finalidad de proponerla como un
método diagnostico altamente sensible y especifico, por lo que durante dos afios se
colectaron 103 muestras de heces de nifios mexicanos con un cuadro clinico de
gastroenteritis aguda, las cuales fueron analizadas por ELISA para identificar cada
uno de los microorganismos (astrovirus, norovirus, y Entamoeba histolytica) y por
métodos moleculares (RT-PCR y PCR).

Actualmente se ha propuesto en diversos estudios epidemiologicos en todo el
mundo, el uso de métodos moleculares para la identificacion de estos
microorganismos como son la RT-PCR y PCR
(4,10,13,16,31,35,47,56,60,62,74,75,77) sin embargo las propuestas en estos
trabajos ha sido la identificacion por género de cada uno de estos microorganismos,
pero no de forma simultanea, por lo que comparando nuestros resultados con lo

reportado en la literatura para astrovirus, encontramos que las 103 muestras
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analizadas por ELISA fueron negativas y de estas mismas cuatro resultaron
positivas por RT-PCR (3.8%) (Tabla 12, Fig. 8 y 9). Estos resultados concuerdan
con los datos epidemioldgicos encontrados en la mayoria de los estudios realizados
en Meéxico y otras partes del mundo (4, 43, 51, 75) pues en todos ellos los
porcentajes de deteccién de astrovirus oscila entre el 1 a 26 % de nifios con
gastroenteritis tanto en los paises desarrollados como en vias de desarrollo
dependiendo del tipo de estudio realizado, es decir, muestras provenientes de nifios
hospitalizados o muestras de nifios en poblacién abierta (16,23) encontrandose la
presencia de astrovirus 1 (HastV-1) y astrovirus 8 (HastV-8) como los serotipos
responsables del cuadro diarreico. Al respecto, en varios estudios a nivel mundial
sobre la prevalencia de los serotipos circulantes en la poblacion infantil, HastV-1 es
el mas comun a nivel mundial mientras que HastV- 8 parece ser raro 0 poco comun
(18, 28, 59); sin embargo esto parece contradecir lo reportado por Walter y cols (77)
y Méndez- Toss y cols (45), quienes reportaron la coexistencia de diferentes cepas
en México incluido astrovirus 8 que fue encontrado especificamente en la ciudad de
México ademas de otras ciudades del pais como Monterrey y Mérida, en esta ultima
con una prevalencia del 40% en la poblacion estudiada, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en nuestro trabajo ya que por el analisis de las secuencias de
las muestras positivas para astrovirus encontramos la presencia del serotipo 1y 8.

Los resultados para calicivirus fueron obtenidos de la misma manera que para
astrovirus, es decir, comparamos los dos métodos y los datos por ELISA revelaron
gue de las 40 muestras evaluadas, solo una de ellas fue positiva (2.5%) (Tabla 12,
Fig. 10) situacion que Illam6 nuestra atencion debido a que el kit
inmunocromatografico utilizado por nosotros y otros grupos de investigacion (46, 74)
tiene una sensibilidad y especificidad de 77% y 100% respectivamente y se usa

rutinariamente para el diagnostico de estos en la clinica y de las 103 muestras
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analizadas por RT-PCR, encontramos 4 positivas (3.8%), interesantemente la
muestra que fue positiva por ELISA resulto positiva por RT-PCR (Tabla 12, Fig. 11),
estos resultados también concuerdan con lo reportado en estudios epidemiolégicos
en México en cuanto a la prevalencia de estos virus en la poblacion infantil y otras
partes del mundo, ya que aun considerando que se trata de un virus con una elevada
prevalencia en infecciones gastroentéricas (62) debemos considerar que es un
agente etiologico de brotes de gastroenteritis en nifios y adultos, y principalmente en
individuos que se encuentra en hacinamiento, y dado que no fue nuestro caso, la
prevalencia encontrada fue similar a la reportada en otros trabajos. La mayoria de los
estudios en los que se uso el método de ELISA para identificar a calicivirus ha sido
unicamente utilizado para descartar coinfecciones con otros virus (58) y no como un
método rutinario. La muestra positiva por ambos métodos (ELISA, RT-PCR) se
clon6é y secuencio y el analisis reveld (Fig. 16) que el porcentaje de mayor
identidad (98%) corresponde a una proteina no estructural del virus Norwalk, y
considerando que este virus es la cepa prototipo de los calicivirus humanos y se ha
reportado con una elevada frecuencia en brotes de gastroenteritis no bacteriana (26),
consideramos que este resultado concuerda con lo reportado en otros estudios en
diferentes partes del mundo, como el realizado por Belliot y cols (4) quienes reportan
una prevalencia de (37.5%) para el virus Norwalk por el método de RT-PCR, y
aunque la prevalencia pareciera mayor que la encontrada en nuestro trabajo (3.8%)
debemos considerar que el numero de muestras es mayor en el trabajo reportado por
Belliot y cols (4), ademas de que ellos utilizaron muestras tanto de nifios como de
adultos. De la misma manera otros estudios sefialan a los virus Norwalk como una
de las principales causas de gastroenteritis aguda en humanos tanto nifilos como
adultos a nivel mundial (28, 72,80) por lo cual no fue raro encontrar a este virus en

cuadros gastroentericos en nifos.
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Logramos la identificacion de los virus blanco (astrovirus, calicivirus) a través de la
RT-PCR a partir de muestras de heces, sin embargo la intensidad de los productos
amplificados en ambos casos fue baja, lo cual puede explicarse debido a una carga
viral baja en las muestras, ya que la excrecion viral puede variar durante el periodo
de diarrea, como se describio en el estudio realizado por Walter y cols (77) en el cual
reportaron que a partir de una muestra de heces de la misma persona lograron la
identificacibn de astrovirus una semana antes del episodio diarreico, siendo
indetectable en otra muestra diarreica una semana después, otro caso en el que
identifican astrovirus en una muestra de heces tomada un dia después del inicio del
episodio diarreico, siendo indetectable en una muestra diarreica de la misma
persona tomada una semana antes, lo cual los lleva a sugerir que la deteccion de
astrovirus puede variar durante el periodo diarreico y que las muestras positivas
pueden ser detectadas desde el periodo de incubacion y en periodos de excrecion
prolongada. Otro estudio en el que se observo una variacion de la excrecion viral fue
el realizado por Maldonado y cols (43), en el cual del 30% de los nifios con infeccion
por astrovirus, el virus es detectado Unicamente en una muestra durante el analisis
de las mismas y el resto fueron detectadas de forma intermitente a lo largo de 17
semanas, ellos comentan que cuando una muestra se analizada por RT-PCR en
comparacion con ELISA requiere un procesamiento mas largo lo cual podria
provocar afeccidén de las particulas virales intactas disponibles para la deteccién por
RT-PCR. Por lo cual en base a estos estudios podemos sugerir que la carga viral de
las muestras utilizadas en nuestro trabajo pudo haber sido baja y aunque las
muestras fueron tomadas de nifios cursando con un cuadro clinico de gastroenteritis,
esto no garantiza que la excrecién de particular virales fuera elevada en el momento
de la toma de la muestra, ademas otro factor que pudo haber contribuido a que la

sefial de amplificacion fuera baja es precisamente la afectacion de las particulas
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virales durante el almacenamiento de las muestras y durante la extraccion del acido
nucleico para llevar a cabo la RT-PCR.

Otros de los patdégenos que nos interesé buscar en este trabajo fueron las bacterias
productoras de diarrea como Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) y el parasito
protozoario Entamoeba histolytica, este Ultimo por ambos métodos (ELISA y PCR)
mientras que para bacterias productoras de diarrea, buscamos sistemas comerciales
del tipo ELISA y no encontramos ninguno por lo que el analisis de estas se hizo solo
por PCR.

De las 20 muestras analizadas por PCR para EIEC, 14 fueron positivas (70%), lo
gue nos llama la atencidn por los antecedentes reportados en la literatura en relaciéon
a la prevalencia de este tipo de bacteria en la poblacion infantil, razén por la cual
usamos heces de nifilos sanos, de las cuales se extrajo el DNA para usarlos como
controles y como esperdbamos, no hubo amplificacion en ninguna de las muestras
utilizadas; mientras que para determinar la identidad de una de las muestras
positivas se secuencio y el resultado obtenido reporté 100% de identidad para EIEC,
pero también se encontré un 100% de identidad para Shigella flexneri, lo cual resulta
l6gico ya que Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) y Shigella spp. estan
estrechamente relacionadas bioguimica, genética y patogénicamente, ademas de ser
taxondmicamente indistinguibles y se ha mantenido su distincion en la homenclatura
debido a algunas diferencias en el cuadro clinico (34), por lo que revisando el banco
de datos clinicos de la muestra secuenciada podemos confirmar que se trata de
Escherichia coli enteroinvasiva. Sin embargo nuestro resultado no concuerda con lo
reportado en otras partes del mundo, en donde se estima una mayor prevalencia de
EAEC y EPEC, y en la mayoria de los casos no se logra identificar EIEC (24, 64, 66);
lo cual sugiere una probable diferencia en la epidemiologia entre nuestro pais y

otras partes del mundo, esto nos lleva a pensar en la necesidad de tener métodos de
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diagnéstico altamente sensibles y especificos que permitan llevar a cabo estudios de
corte epidemiolégico de una forma mas precisa. Ademas considerando que
Escherichia coli tiene una alta capacidad de adquirir factores de virulencia
especificos para adaptarse a nuevos nichos, puesto que son codificados en
elementos genéticos moviles para crear combinaciones exitosas (37) no seria raro
encontrar nuevas cepas que compartan factores de virulencia que sean dificiles de
detectar con los métodos hasta ahora conocidos, ademas otro factor que no
debemos olvidar es el hecho de que en nuestro pais el uso indiscriminado de
antibidticos es una practica comun que puede llevar a un cambio enorme en la
epidemiologia establecida a nivel mundial. Cabe sefalar que a pesar de haber
buscado la presencia de la variante EPEC no se logro su deteccion aun cuando se
hicieron varios intentos con los oligonucleotidos seleccionados para ello por lo cual
decidimos excluirla del estudio.

Por otro lado, las 19 muestras analizadas por ELISA para la deteccion de Entamoeba
histolytica, fueron negativas aun cuando el kit empleado tiene una sensibilidad y
especificidad de 84.8% y 87.4% respectivamente comparado con el examen
microscopico convencional; decidimos utilizar el método de ELISA dado que este es
empleado de forma convencional en diversos estudios por considerarse una técnica
rapida, practica aunque poco sensible (20, 21,70).

Los resultados encontrados con este método concordaron con diversos estudios,
como fue el trabajo realizado por Stark y cols (70) quienes reportan que el método
de ELISA para la identificacion de Entamoeba histolytica fue 1,000 veces menos
sensible en comparacion con la PCR, mientras que en estudios llevados a cabo en
regiones endémicas para amibiasis como el realizado por Gatti y cols (20)
demostraron que la sensibilidad de los kits probados (Tech Lab E. Histolytica,

CELISA PATH) fue pobre (14.3%) y mucho méas baja que el examen microscopico
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(66%) y la especificidad de 98.4% en comparacién con el andlisis isoenzimatico.
Gonin y cols (21) también reportan una baja sensibilidad del método de ELISA en
comparacién con el examen microscopico, sin embargo estos trabajos se
contraponen al reportado por Haque y cols en 1998 (31) quienes reportaron una
correlacion del 90% entre la PCR, el kit de ELISA (TechLab) y el analisis
iIsoenzimatico, aunque concluyeron que sus resultados no concuerdan con estudios
realizados en niflos mexicanos, lo que refleja diferencias en la epidemiologia entre
un pais y otro, asi mismo concluyen que en la mayoria de los estudios en los que se
utiliza la PCR para la identificacion de este microorganismo no se confirman los
resultados con otros métodos como cultivo o deteccion de antigeno, por lo cual no se
realiza una comparacion entre la PCR con el ELISA (31); ellos utilizan muestras de
heces frescas para la identificacion de Entamoeba histolytica mientras nosotros
sometimos las muestras a un proceso de congelamiento lo cual puede sugerir que
este cambio, provoco dafio a la forma vegetativa del parasito y es precisamente esta
forma la identificada de forma convencional a través del método de ELISA (31), esa
puede ser una causa por la cual no logramos la amplificacién de ninguna muestra a
través de este método.

Aun cuando las muestras de las que partimos para detectar E.histolytica habian sido
congeladas decidimos llevar a cabo la identificacién de este parasito por PCR solo en
las muestras de nifios que no habian recibido tratamiento antiparasitario,
encontrdndose dos muestras positivas (10.5%) (Fig. 23), este resultado también
coincidié con la prevalencia reportada en México y otras partes del mundo (10, 29,
60,70), aunque esperabamos encontrar mas muestras positivas, considerando que

en nuestro pais la amibiasis es aun una enfermedad endémica.
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Lamentablemente no fue posible tener los resultados de la secuenciacion de las dos
muestras que resultaron positivas para corroborar que los oligonucledétidos utilizados
amplifican regiones especificas de Entamoeba histolytica (60).

Ahora bien, como nuestro objetivo primordial fue la estandarizacion de una PCR
multiple para la identificacion de virus, bacterias y parasitos, utilizando las muestras
positivas (astrovirus y calicivirus) o0 cepas de referencia (bacterias) de cada
patdgeno llevamos a cabo los ensayos de PCR multiple usando como templados los
productos de la PCR individual de cada uno.

Decidimos estandarizar la PCR multiple primero por grupo de patdégenos con la
finalidad de encontrar las condiciones 6ptimas de amplificacion tomando en cuenta lo
publicado por Henegariu y cols (33) y otros trabajos ( 28,51,59,62, 74,78) y logramos
amplificar en el mismo tubo de reaccion a astrovirus y calicivirus (Fig 25) y en otro
tubo de reaccion amplificamos EIEC y E.histolytica (Fig 24), posteriormente
probamos estas mismas condiciones en las muestras de heces positivas para cada
uno (astrovirus, norovirus, EIEC y E. histolytica) logrando amplificar de forma
simultanea a tres de los cuatro patdégenos estudiados , astrovirus, EIEC y Entamoeba
histolytica, en este ensayo para hacer evidente la presencia de las secuencias virales
dado que los genomas de estos son de RNA, primero se sintetizo el cDNA de cada
region genomica viral a partir del RNA purificado de los clarificados positivos a cada
virus y estos cDNAs se mezclaron con el DNA obtenido de cada clarificado que
resulto positivo a EIEC y E. histolytica.

Con este resultado logramos el objetivo mas importante de este trabajo, un ensayo
de PCR multiple novedoso a través del cual se puede identificar los tres tipos de
microorganismos, virus, bacterias y parasitos, en forma simultanea que causan
gastroenteritis aguda, sin embargo no logramos amplificar calicivirus de forma

simultanea con el resto de los patégenos (EIEC, Entamoeba histolytica, astrovirus) lo
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cual nos llevo a pensar que probablemente cuando combinamos en un mismo tubo
los acidos nucleicos de los cuatro microorganismos existi6 una degradacion del
templado especificamente de calicivirus motivo por el cual no se logré amplificar.

En resumen debido a que la gastroenteritis aguda continua siendo un padecimiento
con una elevada prevalencia no solo en nuestro pais sino a nivel mundial; el método
desarrollado en nuestro trabajo creemos que tendrd una enorme ventaja en
comparacién con otros métodos reportados en la literatura para la identificacion
simultanea de virus (4,16,43,45,71,74,77), bacterias (50,57,61) y pardsitos
(10,11,29,31,53,60) ya que es capaz de identificar simultAdneamente a los patdgenos
de tres géneros diferentes.

El desarrollo de esta herramienta diagnostica de tipo molecular, consideramos que
puede representar una disminucién considerablemente en costo y tiempo en la
identificacion de estos patdgenos en estudios de corte epidemiolégico y puede llegar
a ser utilizada como apoyo en el diagndéstico de la gastroenteritis aguda en nifios en
diversos hospitales de la Cuidad de México y tal vez en los hospitales pediatricos de
nuestro pais, lo cual representaria un gran impacto en el diagnostico temprano y
tratamiento de los cuadros gastroentericos y por ende un cambio epidemiolégico

importante.
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10 CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir:

B Se logr6 la identificacion de astrovirus, norovirus, EIEC y Entamoeba histolytica

en poblacion infantil mexicana con cuadro clinico de gastroenteritis aguda por

métodos moleculares tales como RT-PCR y PCR.

B Los serotipos 1 y 8 de astrovirus fueron los serotipos encontrados en las

muestras positivas.

B El virus Norwalk fue el tipo encontrado en las muestras que fueron positivas

para calicivirus.

B Las muestras positivas para EIEC correspondieron efectivamente a EIEC.

B Se logré la amplificacion por PCR multiple de astrovirus, EIEC y Entamoeba

histolytica en muestras de heces.
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11 PERSPECTIVAS
Dada la relevancia que tienen los patégenos causantes de cuadros gastroentéricos
en la poblacién infantil por ser esta la mas susceptible a estos, es indispensable
contar con métodos diagndésticos, rapidos, sensibles y altamente especificos, por lo
gue proponemos las siguientes perspectivas a raiz de los resultados obtenidos en
este trabajo.

- Realizar los ensayos de sensibilidad y especificidad de la PCR mdltiple

estandarizada

-Realizar un estudio en un centro hospitalario utilizando la PCR multiple
disefiada en niflos con diarrea por rotavirus y diarrea de causa desconocida
con la finalidad de validar el método propuesto para ser utilizado como
diagnostico y comparar los resultados obtenidos para observar el

comportamiento epidemiologico

-Utilizar los ensayos de RT-PCR ya estandarizados para identificar astrovirus
y calicivirus en muestras de nifios con diagndstico de rotavirus (no vacunados
y vacunados) contra este patdgeno, para poder realizar un estudio
comparativo del comportamiento epidemiologico y clinico de estos virus en

presencia de rotavirus

-Aislar astrovirus de heces en la linea celular CaCo 2 para estudiar el posible

mecanismo de la union del virus a su célula blanco y poder explicar el

mecanismo por el cual no causa una diarrea de tipo inflamatoria
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ANEXOS

ANEXO .- Mapa del plasmido pNV 319. En rojo se indica la regién que
corresponde al cDNA de la RNA polimerasa del virus Norwalk y que es reconocida

por los oligonucleétidos para calicivirus mostrados en la tabla 7 (25).

T7 promoter

Restriction digestion with Bam HI

In vitro transcription

450 nt RNA
l RT-PCR

319 nt cDNA
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ANEXO II.- Ficha de registro para la

clinicos relevantes para el analisis de resultados.

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
ESCUELA NACIONAL DE MEDICINA Y HOMEOPATIA
SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
LABORATORIO DE VIROLOGIA 1l
Fecha: |

FICHA DE IDENTIFICACION

Nombre del paciente: Sexo: Fem/Masc Edad:-
Fecha de Nacimiento: Estancia del Nifio (a): Guarderial Casal Otro
Nombre-Guarderia: Ali tacion: Materna Exclusival Artificial/ Mixtal Variada/Otra:

Fecha de Toma de M a: Muestra: Pafiall Tubo/ Otro:

Lugar de toma de muestra: Centro de Salud/ Hospitall Casa/Guarderia (especifique)
DATOS CLINICOS

Fecha de inicio del cuadro clinico:

identificacién de las muestras y datos

No. de Registro:

Diarrea: SI___ Ndmero de evacuaciones en Gltimas 24 horas: _~ Sedesconoce _ .
Caracteristicas de evacuaciones: i Isemiliquidas/solidas/sanguinolentas/otra:

Vomito: SI___ No. de episodios en 2dhoras: _~~ NO___ Sedesconoce _ Fiebre: SI__ °C No __
Deshidratacion: SI_ Level Moderadal Severa NO

Tratamiento previo al cuadro clinico:

Vacuna Rotavirus: SI__ NO___ Se desconoce __ OBSERVACIONES:

RESPONSABLE DE LA INFORMACION

Nombre: Colaborador/a:
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ANEXO IIl.- MAPA DEL VECTOR pJET 1.2 para la clonacidon de los productos
amplificados mediante los ensayos de RT-PCR y PCR. En el se indican los sitios
de restriccidn para varias enzimas y en azul el sitio donde es clonado el producto de

interés. Tiene un gen de resistencia a ampicilina (ApF)
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