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RESUMEN

La gastroenteritis viral afecta principalmente a nifios menores de cinco afios y se
considera la segunda causa de muerte a nivel mundial. En el presente trabajo se
detectaron y caracterizaron virus causantes de gastroenteritis en nifios. El drea de estudio
incluy6 la poblacion infantil del Hospital General de Navojoa y del Hospital del Nifio y
la Mujer de Cd. Obregdn, Sonora. Se analizaron 179 muestras de heces de nifios por RT-
PCR vy andlisis de secuencia, encontrdndose 18 (10%) positivas para rotavirus, 8 (4.4%)
para norovirus, 6 (3.3%) para astrovirus, 6 (3.3%) para sapovirus y 2 (1%) para
adenovirus entéricos. De las 18 cepas positivas para rotavirus, la secuencia de los genes
VP4 y VP7 indic6 la presencia de 4 (22%) genotipo G12P[8], 3 (16.6%) genotipo G12P
[no tipificado] y 2 (11%) genotipo GP[8] no-tipificado. De las 8 para norovirus, (25%)
eran genotipo G1 y 6 (75%) G2, detectandose 2 (33%) genotipo GII.4 (variante Sydney
2012) y 1 (50%) genotipo GI.8. De las 6 cepas de astrovirus, 2 (33%) se caracterizaron
como HAstV-2 y 1 (16%) como HastV-6. De las 6 de sapovirus, 1 (16.6%) era genotipo
GI. I, y otra (16.6%) GILI. De las 2 cepas de adenovirus, una (50%) correspondi6 al sub-
género C tipo 6. Este es el primer reporte en México de cepas emergentes: G12 de
rotavirus, HAstV-6 de astrovirus, GII.1 de sapovirus y GI.8 de norovirus, por lo que se
recomienda continuar con el monitoreo epidemioldgico y molecular de enterovirus en

nifos.



ABSTRACT

Viral gastroenteritis mainly affects children under five years old and is considered the
second leading cause of death worldwide. This study area included the child population
attended at the General Hospital of Navojoa and at the Hospital del Nifio y la Mujer of
Cd. Obreg6n, Sonora. A total of 179 stool samples were analyzed for virus detection and
characterization by RT-PCR and sequence analysis. Results showed that 18 (10%) were
positive for rotavirus, 8 (4.4%) for norovirus, 6 (3.3%) for astrovirus, 6 (3.3%) for
sapovirus and 2 (1%) for enteric adenoviruses. Out of the 18 positive to rotavirus, VP4
and VP7 sequence analysis revealed that 4 (22%) were genotype G12P [8], 3 (16.6%)
genotype GI12P [non-typed] and 2 (11%) genotype GP[8] non typed. Out of the 8
positive to norovirus, 2 (25%) were genotype G1 and 6 (75%) G2, where sequence
analysis revealed the presence of 2 (33%) genotype GII.4 (variant Sydney 2012) and 1
(50%) GIL.8. Out of the 6 astrovirus analyzed samples, 2 (33%) were characterized as
HAstV-2 and 1 (16%) as HastV-6. The 6 sapovirus nalyzed samples revealed 1 (16.6%)
as genotype GI. I, and 1 (16.6%) as genotype GIIL.I. Sequence analysis of adenovirus
revealed that one (50%) sample was subtype C6. This is the first report of emergent G12
rotavirus strains as well as astrovirus (HAstV- 6), sapovirus (GII.1) and norovirus (GI.8)
in Mexico. Epidemiological and molecular monitoring of enteroviruses causing

gastroenteritis in children is recommended.



1. INTRODUCCION

La gastroenteritis se define como una inflamacion del revestimiento géstrico e intestinal,
que puede ser ocasionada por agentes infecciosos o sus toxinas, generando perdida de
consistencia en las heces y un aumento en el nimero de deposiciones (Pefia y Conejo,
2010; Riechmann et al., 2014). Entre los sintomas que cominmente se presentan estan
diarrea, vomito y fiebre (Hostetler, 2004). Las enfermedades gastrointestinales son un
problema mundial, primordialmente en paises en vias de desarrollo, en donde los indices
de mortalidad son elevados. En Asia, Africa y Latinoamérica, se estima que
aproximadamente el 50% de nifos menores de cinco afios fallece a causa de la
gastroenteritis aguda. En la mayoria de los casos, los factores socioeconémicos y
nutricionales influyen mucho en la mortandad infantil por gastroenteritis (Martinez,

2008).

En México, la salud publica se ve afectada por las enfermedades gastrointestinales, las
cuales representan una de las principales causas de consulta médica, el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), brind6 2 millones 188 consultas por enfermedades
gastrointestinales, solo en 2008, y en 2003, un estudio gubernamental reporté 4,556

decesos causados por infecciones intestinales (Hernandez, 2011).

La gastroenteritis puede ser causada por agentes infecciosos como virus, bacterias y
pardsitos. De éstos, los virus se asocian con el 70% de los casos de diarrea y la poblacion
infantil es la mas susceptible (Elliot, 2007; WHO, 2008). Se han identificado cerca de 20
diferentes tipos de virus como agentes etiologicos causantes de gastroenteritis aguda,
pero los principales virus que infectan a nifios se dividen en cuatro familias diferentes:
Reoviridae (rotavirus), Caliciviridae (norovirus y sapovirus), Astroviridae (astrovirus) y
Adenoviridae (adenovirus entéricos) (Raboni et al., 2014). Debido a que los virus son
capaces de presentar mutaciones y re-arreglos genéticos, que permiten su evolucion y
generacion de cepas emergentes, es importante el monitoreo y caracterizacion de los

virus causantes de gastroenteritis aguda.



2. ANTECEDENTES

La poblacién infantil es mds susceptible a presentar gastroenteritis aguda, la principal
complicacién es la deshidratacion severa que trae como consecuencia la muerte del
menor si éste no es atendido de forma adecuada y oportuna (WHO, 2008). Entre los
agentes infecciosos causantes de gastroenteritis estdn Rotavirus, Norovirus, Saporovirus,
Adenovirus entéricos y Astrovirus, de los cuales los Rotavirus y Norovirus se relacionan
con 215,000 y 218,000 muertes de nifios a nivel mundial, respectivamente (Koo et al.,
2010; Tate et al., 2016). Por su parte, Adenovirus entéricos, Saporovirus y Astrovirus se
relacionan a casos de gastroenteritis de severa a leve en nifios menores de dos o cinco

afios de edad (Finkbeiner et al., 2010; Sdiri-Loulizi et al., 2011; Rezaei et al, 2012).

2.1 Rotavirus

A nivel mundial, rotavirus es la principal causa de diarrea aguda en niflos menores de
cinco afios. Su transmision principalmente ocurre por la via fecal-oral; probablemente el
virus también se transmita por alimentos y agua contaminada, rotavirus es altamente
contagioso, por lo que se requiere <100 particulas virales, un periodo de incubacién que
va de 24 a 48 horas para que la infeccion se manifieste, la cual puede presentar
sintomatologia muy severa o ser asintomdtica; la gastroenteritis por rotavirus se
caracteriza por la presencia de diarrea acuosa, la cual puede ir acompafiada por vomito,
dolor abdominal y fiebre. La pérdida de liquidos y electrolitos a causa de la diarrea
puede derivar en una deshidratacion, que puede ocasionar la hospitalizacidon o la muerte
del menor si no es rehidratado a tiempo. Durante el invierno es cuando se presenta la
mayor incidencia de brotes de gastroenteritis por rotavirus (Glass et al., 2006; Diggle,

2007; Bernstein, 2009; Desselberger et al, 2009; Desselberger, 2014).

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, son virus no envueltos, con forma
icosahédrica, los cuales se dividen en 8 grupos (de A-H), donde los grupos A-C afectan
a humanos y animales; el grupo A el mds representativo debido a su importancia médica

(Diggle, 2007; Mukherjee y Chawla-Sarkar, 2011; Alam et al., 2013; Kindler et al.,



2013; Desselberger, 2014). La particula viral de rotavirus se caracteriza por presentar
tres capas proteicas concéntricas que envuelven el genoma segmentado de RNA de
doble cadena, el genoma de rotavirus es de 18,522 pares de bases, el cual codifica para 6
proteinas estructurales (Fig. 1a), denominadas con el sufijo “VP” (viral protein, por sus
siglas en inglés) y van de VPI-VP7, ademds de 6 proteinas no estructurales
denominadas con el sufijo “NSP” (del inglés non-structural protein) y van de NSP1-
NSP6 (Estes y Cohen, 1989). A excepcidn del gen 11 que tiene dos marcos de lectura y
codifica para dos de las proteinas no estructurales (NSP5 y NSP6), el resto del genoma

codifica solo para un gen (Lopez y Arias, 2001).

Las proteinas VP1 (RdRp), VP2 y VP3 (capping enzyme) se encuentran en el nicleo y
estdn involucradas en la replicacion viral; en la cépside intermedia se encuentra VP6
(Fig. 1b), la cual presenta caracteristicas antigénicas que permiten clasificar a rotavirus
en grupos (Matthijnssens et al., 2011; Hoshino y Kapikian, 2000; Desselberger, 2014).
En la cdpside externa se encuentran las proteinas VP4, sensible a proteasa (P) y VP7,
una glicoproteina (G); ambas son muy importantes para el ingreso del virus a las células.
A su vez, se les asocia con la estimulacion de una respuesta inmune especifica contra

rotavirus (Estes, 2001).

En conjunto, las proteinas VP4 y VP7 han sido utilizadas como la base para la
clasificacion de rotavirus por serotipos y genotipos (G y P). A la fecha, rotavirus se ha
clasificado en por lo menos 27 genotipos G y 37 genotipos P (Matthijnssens et al., 2011;
Desselberger, 2014; Ide et al., 2015; Yarkin et al, 2016). Entre los genotipos
comunmente reportados a nivel mundial estan los G1P[8], G4P[8], G2P[4], G3P[8] y
recientemente G9; éstas combinaciones son responsables del 90% de las infecciones por
rotavirus (Arista et al., 1997; Ramachandran et al., 1998; Argiielles et al., 2000;
O’Halloran et al., 2002; Rahman et al., 2005, Iturriza-Gémara et al., 2000). Las cepas
circulantes G1, G3, G2, G4 y G9 son las que se aislan con mayor frecuencia en México

(Esparza-Aguilar et al, 2009).

Variaciones en las proteinas VP4 y VP7 derivadas de mutaciones puntuales o rearreglos
en el genoma pueden traer como consecuencia variaciones en las cepas circulantes de

rotavirus en una misma region entre un brote epidémico y otro. En un estudio realizado



en América Latina se observé un cambio de cepas predominantes de G1P[8] a GI9P[8],
asf como un incremento en G2P[4] entre un periodo de estudio y otro (Linhares et al.,
2008). Sin embargo, en la dltima década a nivel mundial han emergido cepas inusuales,
como G12, la cual es un motivo de preocupacion, ya que se ha convertido en el sexto
genotipo mds frecuente. A este respecto, hasta el momento se han reportado 4 cepas de
G12 que han emergido en varios lugares del mundo, a saber: G12P[6], G12P[8],
GI12P[9] y G12P[4], las dos ultimas con menor frecuencia (Mijatovic-Rustempasic et

al., 2014; Ide et al., 2015).

En México a partir del aino 2006 se adicion6 al programa de vacunacién la vacuna contra
rotavirus. Existen dos tipos de vacunas, la vacuna Rotarix estd basada en una cepa de
rotavirus atenuada del genotipo G1P[8], se aplica via oral y en dos dosis, a los dos y
cuatro meses de edad y la vacuna RotaTeq, que es una vacuna pentavalente,
recombinante, humana-bovina, esta vacuna se aplica en tres dosis por via oral, dos,
cuatro y seis meses de edad (World Health Organization, 2007; Dennehy, 2008).
Estudios recientes han probado que son seguras, eficientes e infieren proteccion contra
distintos genotipos (no G1) a excepcidn de genotipos G2P[4] (Dennehy, 2008; Snelling
et al., 2011). No obstante, parece disminuir la severidad de la gastroenteritis
independientemente del genotipo, esto se refleja en la disminucién del nimero de
menores hospitalizados debido a la gastroenteritis por rotavirus (Ruiz-Palacios et al.,

2006).

2.1.1. Patogénesis

La patogénesis de rotavirus es multifactorial, y la edad del huésped es uno de los
principales factores para que suceda la infeccidn, los nifios de entre 3 meses y 2 afos
resultan ser los mas susceptibles. Los adultos también son susceptibles a la infeccion por
rotavirus, pero es inusual que se genere un cuadro clinico severo (Greenberg y Estes,

2009; Desselberger, 2014).

La infeccion por rotavirus puede ser a nivel intestinal o sistémico. La diarrea generada

por rotavirus es la manifestacion clinica mds evidente de la infeccion y se atribuye a



distintos mecanismos entre los que incluyen, malabsorcién seguida de la destruccién del
epitelio, la accion de la enterotoxina, NSP4, codificada por el virus, estimulaciéon del
sistema nervioso entérico (ENS) y la isquemia de las vellosidades (Ramig, 2004;
Greenberg y Estes, 2009). El proceso que conduce a la diarrea se inicia cuando rotavirus
infecta los enterocitos maduros que se encuentran en la parte superior de las vellosidades
del intestino delgado, disminuyendo la absorcién de los disacdridos, sodio (Na+) y agua

(Estes et al., 2001; Ramig, 2004; Ramig, 2007).

La primer enterotoxina codificada por un virus, fue la proteina NSP4, la cual resulto de
gran interés por sus propiedades pleiotrdpicas, ademds de su papel en la replicacion viral
y morfogénesis; estudios sobre los efectos de esta enterotoxina utilizando cultivo celular
y modelos animales, han indicado que la diarrea inducida por rotavirus es producto de
un aumento de Ca’*, que genera la secrecién trans-epitelial de cloro, ocasionando un
desequilibrio en la homeostasis celular generando la salida de agua (Ramig, 2007;

Greenberg y Estes, 2009; Desselberger et al., 2009).

Estudios sugieren que la infeccién por rotavirus no se limita solo al drea intestinal, sino
que puede diseminarse a otros 6rganos, como se encontrd en varios casos clinicos de
nifios inmunocomprometidos, donde el virus fue encontrado en higado, sistema biliar,
pancreas, rifiones, aunque las consecuencias clinicas por la infeccién sistémica son poco

claras (Ramig, 2004; Ramig, 2007; Greenberg y Estes, 2009; Desselberger et al., 2009).
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Figura 1. (a) Gel de poliacrilamida en el que se muestran los 11 segmentos del genoma de rotavirus; en el lado izquierdo se observa la numeracién del segmento
que codifica para una proteina determinada (derecha). (b) Estructura de rotavirus, que muestras las capas que lo conforman y las proteinas que se encuentran en

cada una de ellas (Tomado y modificado de, Jayaram et al., 2004).



2.2 Norovirus

Después de rotavirus, norovirus es el agente etioldgico mds importante de brotes de
gastroenteritis aguda no bacteriana que se transmite principalmente de persona a
persona, por agua y alimentos contaminados (Costa-Amaral et al., 2015). El rango de
prevalencia de norovirus en nifios menores de cinco afios con gastroenteritis aguda
oscila entre el 6-48% (Xue et al., 2015). Para que la infeccién por norovirus se
desarrolle, se necesita de una cantidad muy baja de particulas virales <10 viriones por
individuo. El periodo de incubacién va de 27 a 48 horas, y entre los sintomas que
cominmente se presentan estdn nauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal y fiebre; la
gastroenteritis por norovirus es una enfermedad auto-limitada que raramente es fatal. En
algunos casos la infeccion puede ser asintomdtica, como se demuestra en un estudio
realizado en 2006 por Garcia, et al, en la zona periurbana de la Ciudad de México,
donde el 29.8% de las muestras analizadas pertenecientes a niflos asintomdticos
presentaban norovirus (Atmar y Estes, 2006; Green, 2013).

Norovirus pertenece a la familia Caliciviridae, los cuales son virus pequefios, no
envueltos, amorfos con un didmetro de 38 nm, cuyo genoma es de RNA de cadena
sencilla en sentido (ssSRNA). El genoma de norovirus humano es lineal (Fig. 2), en su
extremo 5’ se encuentra una proteina viral unida al genoma (VPg), mientras que en el
extremo 3’ se encuentra poliadenilado, posee tres marcos abiertos de lectura,
denominadas con el sufijo “ORF” (Open Reading Frames, por sus siglas en inglés):
ORF1, ORF2 y ORF3, los cuales codifican para 8 proteinas virales. E1 ORF1 codifica
para una poliproteina, la cual por accion de la proteasa viral da lugar a seis proteinas no
estructurales, denominadas con el sufijo “NS” (non structural, por sus siglas en inglés),
y van de la NS1-NS7, donde se incluyen: RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp),
NTPasa y VPg. La proteina principal de la cdpside (VPI) es codificada por ORF2,
mientras que ORF3 codifica para VP2 (Atmar et al., 2011; Kim et al., 2015; Robilotti et
al., 2015; Kulkarni et al., 2016). La proteina viral VP1 se divide en dos dominios, el
dominio Shell (S) y el dominio sobresaliente (P), el cual se divide en dos sub-dominios
(P1 y P2). El dominio P tiene la caracteristica de auto-ensamblarse, dando lugar a una

particula inmunogénica de aproximadamente 20 nm. El sub-dominio P2, ademds de ser



la regiéon mds variable del genoma, puede presentar interacciébn con anticuerpos y
ligandos de unién celular, los antigenos del grupo histo-sanguineo (HBGAs, del inglés
histo-blood group antigens), ya que es la parte mds expuesta a la superficie de la capside
(Zheng et al., 2006; Green, 2013; Tran et al., 2013; Kulkarni et al., 2016).

De acuerdo al andlisis de secuencia del gen de la cdpside VP1, norovirus se ha
clasificado en seis genogrupos (GI-GVI) y aproximadamente 40 genotipos, siendo los
grupos GI, GII y GIV los que pueden afectar al ser humano. Actualmente la
clasificacion de norovirus también se basa en las diferencias de la proteina RdRp
(polimerasa o genotipo P). El genogrupo II es el predominante en humanos y se le ha
clasificado en 23 genotipos, siendo el genogrupo GII genotipo 4 (GII.4) el de mayor
circulacion a nivel mundial y el causante de los brotes mds severos de gastroenteritis por
norovirus. Seguido de GII, estidn los genogrupos GI y GIV (Wang et al, 2012;
Kroneman et al., 2013; Chan et al., 2015; Parra y Green, 2015). Estudios realizados
utilizando anticuerpos contra GIII, detectaron norovirus de origen bovino en
aproximadamente un 22% de los seres humanos (Robilotti et al., 2015).

Norovirus presenta una variabilidad genética y antigénica, la cual es producto de la
recombinacion entre genogrupos, principalmente G1, GII y GIII, esto ha dado como
resultado combinaciones entre distintas cepas recombinantes, como es el caso de:
GIL.P7/GIL6, GIL.P7/GIL.20, GIL.P2/GIL.3, GI. P2/GL.6 y GIIL.P4/GIIl.1, en América
Latina. La recombinacion tiene lugar cerca de la superposicion de ORF1 y ORF2. En
México entre las principales cepas que se encuentran en circulacion estan GI.1, GI.3,
GLS, GL.7, GL.14, GII.1, GII.2, GII.4, GI1.7 y GII.17. Debido a los cambios evolutivos y
aumento de virulencia que se genera por las recombinaciones en las cepas circulantes, el
disefio de una vacuna como medida preventiva se ha visto afectado (Bull et al., 2007,

Atmar et al., 2011; da Silva Pol6 et al., 2016).

2.2.1 Patogénesis

Usualmente la gastroenteritis a causa de norovirus es aguda y auto-limitada, pero en

infantes, asi como en ancianos e inmunocomprometidos tiende a ser mds severa y



prolongada (Karst, 2010). La habilidad de norovirus de causar brotes de gastroenteritis
aguda, principalmente se debe a dos factores, la baja cantidad de particulas virales que
se necesitan para infectar a un individuo y la extremada estabilidad que presenta al
medio ambiente, asi como la resistencia a la congelacién, calentamiento a 60°C, y
desinfectantes como el cloro, el alcohol, etc. (Donaldson et al., 2008).

Debido a que norovirus humano no ha podido cultivarse in vitro, ni aislarse, la
compresion de la patogénesis de este virus se ha visto limitada (Straub et al., 2007;
Karst, 2010; Robilotti et al., 2015). El descubrimiento de norovirus murino, en 2003,
facilit6 el estudio de la patogénesis de norovirus en un modelo animal, ya que fue
posible observar el desarrollo de la infeccion en su huésped natural (Karst y Tibbetts,
2016). Una caracteristica de la patogénesis de norovirus, es que se presenta una
interaccion heterogénea entre el hospedero y el virus, por lo que las infecciones por
norovirus no afectan a todos los individuos ya que no todos los genotipos igual
virulencia (de Graaf et al., 2016).

Estudios realizados en voluntarios adultos han permitido observar caracteristicas
importantes tanto de la gastroenteritis, patogénesis e inmunidad generada por norovirus.
Entre los cambios observados en las biopsias, tomadas de la unién duodeno-jejuno de
los voluntarios, se notaron cambios histolégicos especificos, como el ensanchamiento y
el embotellamiento de las vellosidades intestinales, hiperplasia de las células de la cripta,
asi como desorden de las células epiteliales, vacuolizacidon citoplasmdtica (Atmar y
Estes, 2006; Karst, 2010; Green, 2013). Cabe mencionar que estos cambios histoldgicos
suceden a pocas horas de que se manifieste la enfermedad sintomdtica o asintomatica;
otra de las observaciones que se han hecho al trabajar con humanos voluntarios, es que
entre el 13-40% de los voluntarios no adquieren la infeccidon, mientras que el 50% si
desarrollan la enfermedad, por lo que se cree que el desarrollo de la enfermedad depende
de la susceptibilidad del individuo, el tejido y el tropismo celular de la cepa, la respuesta
de la microbiota bacteriana del huésped a la infeccion (Atmar y Estes, 2006; Fernandez
y Gomez, 2010; de Graaf er al.,2016).

Debido a las lesiones patolégicas observadas a causa de norovirus humano, se pensaria
que este se dirige a las células del intestino delgado, sin embargo, ha sido dificil

establecer la especificidad de esta interaccion (Green, 2013). Existe evidencia acerca del



tropismo de norovirus por los antigenos del grupo histo-sanguineo (HBGAs), los cuales
actian como receptor natural o cofactor necesario para que se desarrolle la infeccion;
aunque el mecanismo de entrada del virus atin se desconoce, se sugiere que la dinamina
y el colesterol pueden estar involucradas en ese proceso, como se ha visto en norovirus
murino (de Graaf et al., 2016). La especificidad de unién a los HBGAs varia entre las
diferentes cepas virales de norovirus, por lo tanto, la susceptibilidad a la infeccién y la
enfermedad se correlaciona al patrén de unién de norovirus con los HBGAs (Atmar y
Estes, 2006; Donaldson et al., 2008; Atmar, 2010; de Graaf ef al., 2016).

Desde la perspectiva de estructura, evolucién y restriccion del huésped el papel del
reconocimiento de HBGA por norovirus ha sido objeto de intenso estudio; se ha
demostrado que la resistencia heredada a la infeccion de norovirus, radica en la
variabilidad de los HBGA, asi como en su expresion en la superficie epitelial de la

mucosa del tracto gastrointestinal (Green, 2013; Robilotti et al., 2015).

2.3 Sapovirus

El primer brote de gastroenteritis por sapovirus ocurrié en Sapporo, Japdn en octubre de
1977. Anteriormente, los casos de gastroenteritis por sapovirus se consideraban
esporadicos, y en la mayoria de los casos los nifios infectados presentaban un cuadro
gastrointestinal leve. Sin embargo, recientemente se han reportado casos de nifios
hospitalizados con gastroenteritis severa por infeccion con saporovirus genotipo GGI/1
(Chiba et al., 2000; Phan et al., 2007; Sdiri-Loulizi et al., 2011). En México se estima
que sapovirus fue el causante de aproximadamente 40% de las infecciones
gastrointestinales en nifios menores de dos afios, esto con respecto a los demds

calicivirus humanos (Farkas et al., 2000).
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La principal forma de contagio de sapovirus es la via fecal-oral, asi como de persona-
persona, y el consumo de alimentos o agua contaminados. El periodo de incubacion de
12-48 horas para que la gastroenteritis por sapovirus se manifieste. El cuadro clinico de
sapovirus se caracteriza principalmente por la presencia de diarrea y vomito, aunque
pueden presentarse otros sintomas como fiebre, dolor abdominal, nduseas, dolor de
cabeza, etc.; la enfermedad usualmente se resuelve en una semana, aunque
ocasionalmente la infeccion por sapovirus es asintomética (Dos Anjos et al., 2011; Hall

et al.,, 2013; Oka et al., 2015).

Sapovirus, al igual que norovirus, pertenece a la familia Caliciviridae, son virus no
envueltos, con un didmetro de 30-38 nm, presentan forma de estrella, su genoma es de
RNA lineal de cadena sencilla en sentido (ssRNA) y su extremo 3’ se encuentra

poliadenilado (Fig. 3) (Oka et al., 2012; Hall et al., 2013; Varela et al., 2016).

Sapovirus cuenta con dos o tres marcos abiertos de lectura (ORFs), las seis proteinas no
estructurales (NS1-NS7) y la proteina principal de capside (VP1) son codificadas por
ORF1, mientras que ORF2 y ORF3 codifican para proteinas que atin no han sido
claramente definidas (Svraka et al., 2010; Oka er al.,, 2012). ORF3, se encuentra
superpuesto en ORF1 y sélo estd presente en genogrupos seleccionados de sapovirus

(Tse et al., 2012).

La clasificacion de sapovirus es con base a la secuencia del gen que codifica para la
cépside. Actualmente se propone que sapovirus se divide en 14 genogrupos (GGI-
GGXI1V), de los cuales GGI, GGII, GGIV y GGV son lo que se asocian a infecciones en
humanos (Farkas et al., 2004; Sdiri-Loulizi et al., 2011; Matussek et al., 2015).

Los genotipos de sapovirus han sido caracterizados por medio de estudios filogenéticos,
a la fecha se conocen 17; mismos que muestran aproximadamente un 20% o mds de
variaciones nucleotidicas en el gen de la cépside (Liu ef al., 2015; Matussek et al.,
2015). El genotipo comunmente encontrado en humanos es GGI, siendo el genotipo
GGI/1 el asociado a diarreas agudas en paises como México, Tailandia, Japon y Pakistan
(Sdiri-Loulizi et al., 2011). Recientemente se han identificado varias cepas
recombinantes de sapovirus, las cuales pueden generarse por tres formas de

recombinacion: intergenogrupo, intergenotipo e intragenogrupo (Phan et al., 2007).
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Dentro de los genogrupos GI, GII y GII, se han identificado recombinaciones
intragenogrupo (Hansman et al., 2005; Hansman et al., 2007; Oka et al., 2015). Se
sugiere que las recombinaciones se originan entre la unién de la proteina VP1 y la

polimerasa en ORF1 (Hansman et al., 2005; Phan et al., 2007; Oka et al., 2015).

2.3.2 Patogénesis

La gastroenteritis causada por sapovirus no difiere clinicamente de la gastroenteritis
generada por otros virus, como rotavirus y norovirus, aunque suele ser menos severa.
Sapovirus, al igual que norovirus, no puede ser cultivado in vitro, la cepa Cowden es la
unica cepa de las sapovirus entéricos porcinos que se ha podido cultivar (Buesa y
Rodriguez, 2016). Los calicivirus entéricos humanos tienen a replicarse en el tracto
gastrointestinal superior, lo que causa infecciones citoliticas en los enterocitos de las
vellosidades intestinales, pero sin afectar a los enterocitos de la cripta del intestino
delgado proximal. Para que la unién al receptor de la célula diana ocurra son necesarias
moléculas de carbohidratos, pero en el caso de los genogrupos de sapovirus humano GI
y GIV no se ha observado interaccién con los HGBA, como en el caso de norovirus
humano, por lo que tal vez exista la posibilidad de que los otros genogrupos puedan
tener actividad de unién a ellos (Shirato-Horikoshi et al., 2007; Buesa y Rodriguez,

2016).

2.4 Astrovirus

Los Astrovirus (AstV) son miembros de la familia Astroviridae, del género
Mamastrovirus; su estructura es icosaédrica y no posee envoltura. Miden de 28 a 30 nm
de didmetro, su morfologia es en forma de estrella y su genoma es de RNA de cadena
sencilla, el cual se encuentra flanqueado en sus extremos 3’ y 5’ por regiones sin
traducir (UTRs, por sus siglas en inglés), asi mismo el extremo 3’ se encuentra
poliadenilado, posee tres ORFs, ORF1a, ORF1b, y ORF2, los cuales se traslapan entre si

(Fig. 4). Las proteinas no estructurales, las cuales estdn involucradas en la transcripcion
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y replicacién viral, son sintetizadas por ORFla y ORF1b; ORFla codifica para una
serin-proteasa; ORF1b codifica a la RdRp (se necesita de una sefial de ribosomal
frameshifting (RFS) la cual se encuentra entre la superposicion de ORFla y ORFl1b,
dicha sefal es importante para la traduccién de RdRp); por su parte ORF2 da lugar a las
protefnas virales, las cuales se expresan a partir de un RNA subgenémico (sgRNA) y son
precursoras de la cipside; en el solapamiento que se genera entre ORF1b y ORF2 el cual
resulta ser una region altamente conservada, se encuentra el promotor que daré lugar a la
sintesis del sgRNA (Jonassen et al., 2001; Finkbeiner et al., 2009; Jeong et al., 2012;
Bosch et al., 2014; Munnink et al., 2016).

Basado en el andlisis de secuencia nucleotidica de una regién de 348 pb de la capside
(ORF2), los astrovirus humanos, reconocidos como HAstV (human astrovirus por sus
siglas en inglés) se clasifican en ocho genotipos (1-8) denominados “clasicos”, siendo el
serotipo 1 la cepa predominante a nivel mundial; por su parte, los serotipos 6 y 7 son los
menos reportados, ya que se atribuyen a casos raros (Mustafa et al., 2000; Giux et al.,
2002; Gabbay et al., 2005; Jeong et al., 2012; Krishnan, 2014). En México, HAstV-2 es
la cepa de mayor prevalencia con un 42%, seguido de HAstV-4 con un 23%, mientras
que HAstV-1 solo representa el 10%, siendo HAstV-5 y HAstV-7 las cepas de menor
prevalencia, ambos con el 6% (Jeong et al., 2012; Krishnan, 2014).

Hasta el 2008, las infecciones gastrointestinales causadas por HAstV solo se asociaban a
los genotipos clésicos, cuando se describieron siete nuevas especies de astrovirus, a los
cuales se les denominé MLB1, MLB2, MLB3, VA1, VA2, VA3 y VA4. Aunque hasta
el momento existen pocos estudios sobre su prevalencia, estas nuevas cepas se han
detectado en nifios con gastroenteritis en distintos paises, pero no se ha demostrado
claramente su papel patogénico en la salud humana (Finkbeiner et al., 2009; Bosch et

al., 2014; Meyer et al., 2015).

Astrovirus es uno de los principales agentes causales de gastroenteritis, las infecciones
generadas por HAstV representan a nivel mundial hasta el 10% de los casos esporadicos
de diarrea en nifios. Asi mismo, se ha reportado que de las infecciones por HAstV, el
porcentaje de nifios con diarrea que se hospitalizaron fueron del 2 al 16%, el grupo de

nifios menores de dos afios el mas afectado (Jeong et al., 2012; Munnink et al., 2016).
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Los brotes de gastroenteritis por astrovirus humanos son mds comunes durante el
invierno, aunque esto puede variar de acuerdo a la region geogréfica; la principal ruta de
transmision es la via oral-fecal. La enfermedad por astrovirus se caracteriza por diarrea
acuosa (2-3 dias), la cual puede ir acompafiada por fiebre, vomito, dolor abdominal y
dolor de cabeza (Giux et al., 2002; Walter y Mitchell, 2003; Soares et al., 2008; Kapoor
et al., 2009).

Estudios epidemiolégicos, han reportado que un solo nifio ha presentado co-infeccion
con distintos serotipos de HAstV, lo que proporciona la oportunidad para que ocurra una
recombinacién (Walter et al., 2001). Se han observado eventos de recombinacién entre
AstV que infectan a humanos y animales, después de una co-infecciéon al mismo
huésped, siendo este uno de los principales mecanismos en la evolucion de AstV yen la
generacion de nuevas cepas (Bosch et al,, 2014; Krishnan, 2014). La recombinacién
también ocurre de manera natural, debido a la naturaleza de la polimerasa, la cual es

propensa a cometer errores (Walter et al., 2001).

2.4.1. Patogénesis

La gastroenteritis por astrovirus humano afecta principalmente a nifios, pero ancianos y
personas inmunocomprometidas también se ven afectadas a causa de este virus.
Usualmente la gastroenteritis por astrovirus €s menos severa, que la gastroenteritis
generada por rotavirus y norovirus, y se resuelve de manera esponténea, por lo que en la
mayoria de los casos no se requiere hospitalizacion (Moser y Schultz-Cherry, 2005;

Xavier et al., 2015).

Astrovirus, afecta principalmente a las células epiteliales que se encuentran cerca de las
puntas de las microvellosidades del tracto gastrointestinal, y la infeccion se limita solo al
intestino delgado. Los cambios morfolégicos en el intestino, a pesar de la severidad de la
gastroenteritis, sugieren que no se genera una respuesta inflamatoria en la infeccion por

astrovirus (Moser y Schultz-Cherry, 2005; Méndez y Arias, 2013; Bosch et al., 2014).

Se sugiere que astrovirus no utiliza los mecanismos comunes para generar diarrea, sino

que puede utilizar otros mecanismos como, la modulacién de canales i6nicos o
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disacaridasa intestinal, lo que ocasiona la mala absorcién, o el aumento de la
permeabilidad de la barrera epitelial intestinal, provocando un desequilibrio que genera
la pérdida de agua y electrolitos (Moser y Schultz-Cherry, 2005; Moser et al., 2007,
Bosch et al., 2014).

2.5 Adenovirus

Dentro del grupo de Adenovirus que afectan a humanos (HAdVs), se encuentran virus
que causan gastroenteritis, enfermedades respiratorias, conjuntivitis, cistitis
hemorragica, exantemas, asi como infecciones de tracto urinario. Los Adenovirus
entéricos son la tercera causa de diarrea no bacteriana en nifios menores de cinco afos, y
se relacionan con entre el 1-31% de casos de gastroenteritis aguda, principalmente en
guarderias, hospitales y jardin de nifios (Pereira Filho et al., 2007; Verma et al., 2009;
Rezaei et al., 2012; La Rosa et al., 2015). Se estima que, a la edad de 5 afios, entre el 70-
80% de los nifios ya adquirié anticuerpos contra alguno de los serotipos de adenovirus
(Moon, 1999). En México la prevalencia de adenovirus entéricos es de

aproximadamente el 12% (Akhtar et al., 1995).
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Figura 4. Organizacién del genoma de astrovirus humano (Méndez et al., 2012).
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Los brotes de gastroenteritis no presentan predominio estacional, la principal ruta de
contagio es la via fecal-oral, mientras que el periodo de incubacién va de 3 a 10 dias;
dentro de los sintomas caracteristicos se encuentra diarrea, vomito y fiebre (Moon,

1999).

Los adenovirus son virus icosaédricos de 70-90 nm de didmetro, pertenecen a la familia
Adenoviridae (La Rosa et al., 2015). Su genoma es de DNA lineal de doble cadena; su
cépside se compone de tres proteinas principales (Fig. 5), el hexén es la proteina mas
abundante, se encuentra dispuesto en 240 trimeros, los cuales conforman los lados de la
superficie icosahédrica. El hexén mds largo conocido, es el hexon polipéptido Ad2. La
base de pentén y la fibra (compuesta por 3 regiones distintas; N-terminal, eje central y
C-terminal) dan lugar al complejo pentdn el cual sella la capside en cada uno de los 12
vértices de virion; asi mismo estas proteinas estdn involucradas tanto en el
reconocimiento como en la entrada del virus a las células hospederas (Rux y Burnett,
2004; Ebner et al., 2005; Russell, 2009; Liu et al., 2010; Ziros et al., 2015). Entre las
proteinas de cdpside que se encuentran en menor cantidad estan las proteinas Illa, VI,
VIII y IX, su principal objetivo es dar estabilidad a la cépside, por lo que se conocen
como proteinas cemento, también desempeifian otras funciones como la entrada del virus
a la célula, pérdida de la cdpside y el ensamble del virion (Rux y Burnett, 2004;

Wiethoff et al., 2005).

En el nicleo se encuentra el material genético y 5 proteinas V, VII, IVa2, X, la proteina
terminal (TP) y proteasa; las proteinas V y VII se encargan de dar estabilidad al genoma,
funcion similar al que realizan las histonas, la proteina principal en el core es VII; la
proteina X (conocida como proteina Mu) es una proteina transactivadora, TP tiene la
funcion de oligonucledtido por lo que se encuentra involucrada en la replicacion, esta
proteina se encuentra covalentemente unida al final del genoma. La proteina IVa2 tiene
una funcion especifica, de acuerdo al serotipo, la cual es el empaquetamiento del DNA
viral, aunque también se ha relacionado como un activador transcripcional del principal
promotor tardio (MLP). La proteasa se encarga de catalizar el proceso de maduracion de
seis proteinas estructurales, lo que resulta esencial para la produccion de particulas
virales (Zhang e Imperiale, 2003; Cusack, 2005; Gongalves y Vries, 2006; Liu et al.,
2010).
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Con base a sus propiedades de hemaglutinacion y neutralizacidn, asi como oncogénicas,
morfoldgicas y secuencias de DNA, se conocen hasta el momento siete sub-géneros (A-
G) y 70 serotipos. Recientemente y usando datos genémicos, se han logrado identificar
nuevos tipos de AdV, incluyendo cepas emergentes y recombinantes. Los genotipos 40 y
41 forman parte del sub-genero F y se asocian a casos de gastroenteritis, por tal motivo
se les denomina adenovirus entéricos (Jones et al., 2007; Harrach et al., 2011; Hage et
al., 2015; La Rosa et al., 2015). Otros genotipos se han relacionado con gastroenteritis,
como es el caso del genotipo 52 (sub-genero G) que ha aislado de pacientes con
gastroenteritis, mientras que el genotipo 38, perteneciente al sub-genero D, rara vez ha
sido relacionado con gastroenteritis aguda (Wold y Horwitz, 2013; Raboni et al., 2014).
A excepcion del sub-genero E serotipo 4, las infecciones del tracto gastrointestinal
también pueden estar asociadas con adenovirus de otros sub-géneros y serotipos (Tabla

1) (Wold y Horwitz, 2013).

A pesar de la relacion entre los serotipos de adenovirus entéricos, a nivel gendmico
presentan algunas diferencias, estudios realizados utilizando enzimas de restriccion, 9
para HAdV 40 y 10 para HAdV 41, de acuerdo con la presencia o ausencia de los sitios
para las enzimas de restriccion, se logré agrupar 48 cepas en HAdV 40 y 128 cepas para
HAAJV 41; se han descrito variantes de DNA tanto para HAdV 40 como para HAdV 41,
reportdndose 11 variantes para HAdV 40 y 28 variantes para HAdV 41 (van der Avoort
et al., 1989; Uhnoo et al., 1990).

2.5.1. Patogénesis

A diferencia de los demds géneros de adenovirus, los genotipos 40 y 41 se caracterizan
por solo infectar el tracto gastrointestinal, sin aparente diseminacion a otros 6rganos; ya
que han sido visualizadas dentro de las células del intestino delgado, sugiriendo, que su
replicacion esta dentro del tracto gastrointestinal. Sin embargo, estos genotipos muestran
la peculiaridad de presentar un crecimiento muy pobre en cultivo celular in vitro

(Toogood y Hay, 1988; Favier et al., 2002).
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La duracién de la diarrea difiere de acuerdo al genotipo, si el paciente fue infectado con
HAAJV 40 la infeccion dura alrededor de 8.6 dias, mientras que 12.2 dias es el promedio

para las infecciones por HAdV 41 (Uhnoo et al., 1990).

Tabla 1. Infecciones asociadas con sub-géneros y serotipos de adenovirus (Wold vy

Horwitz, 2013).

Subgrupo Serotipo Sitio principal de infecciéon

A 12, 18, 31 Vias respiratorias, vias urinarias
y tracto gastrointestinal
B 3,7,11,14, 16,21,34, 50,55 Vias respiratorias, ojos, vias
urinarias y tracto gastrointestinal
C 1,2, 5, 6,57 Vias respiratorias, vias urinarias

y tracto gastrointestinal

D 8-10, 13, 15, 17, 19,20, 22- Ojos y tracto gastrointestinal
30, 32, 33,36-39, 4249,
51,53, 54, 56
E 4 Ojos y vias respiratorias
F 40, 41 Tracto gastrointestinal
G 52 Tracto gastrointestinal

La infeccion viral inicia con la interaccion de la fibra y base del penton con la
membrana celular; la fibra lleva a cabo el reconocimiento inicial con el receptor CAR
(Coxsackievirus and Adenovirus Receptor), que es receptor para varios serotipos de
adenovirus humanos, mientras que la internalizacion es mediada por integrinas av, se ha
demostrado que el tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD) estd involucrado en la entrada del
virus a la célula por la interaccion con las integrinas avp3 y avp5, las cuales se unirdn a

receptores primarios (Favier et al., 2002; Zhang y Bergelson, 2005).
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Sin embargo, el subgrupo F es el tnico que posee dos fibras, las cuales difieren entre si

tanto en longitud como en secuencia primaria, siendo la fibra de mayor tamafio la que

interactia con CAR, por lo que se podria pensar que la razén del tropismo de los

adenovirus entéricos, se debe a la interaccion de la fibra corta con algin receptor en el

tracto gastrointestinal; otra variaciéon en el subgrupo F, es que HAdV40/41 no utilizan

las integrinas av para entrar a la célula y a diferencia del resto de los serotipos que

llevan en la base del pentén la secuencia RGD, HAdV40 lleva el dominio RGAD,

mientras que HAdV41 presenta secuencias IGDD (Albinsson y Kidd; 1999; Favier et
al., 2002; Cusack, 2005; Zhang y Bergelson, 2005).

Flber

Penton
Peripentonal hexon

Protease

Figura 5. Estructura y componentes de adenovirus (ViralZone, SIB Swiss Institute of Bioinformatics,

2015).
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3. JUSTIFICACION

La gastroenteritis aguda es un problema a nivel mundial, que aqueja tanto a los paises
desarrollados, como en vias de desarrollo, siendo la poblacién infantil la mds afectada.
En México, las enfermedades gastrointestinales de mayor prevalencia son las que
generan los agentes virales y representan un grave problema para la salud puablica debido
a que son la quinta causa de mortalidad durante el primer afio de vida del infante. Dentro
de los principales patégenos se encuentran los rotavirus, seguidos de norovirus,
adenovirus, astrovirus y sapovirus.

Los brotes de gastroenteritis aguda pueden variar de una regién geogréfica a otra, lo que
podria generar la presencia de estos virus durante todo el afio, pero con picos de mayor
incidencia en determinados meses, como es el caso de rotavirus y astrovirus, cuya
incidencia aumenta durante el invierno. Aunado a esto, los virus son capaces de
presentar mutaciones y re-arreglos genéticos, que permiten su evolucién y generacion de
cepas emergentes, por lo cual es importante el monitoreo y caracterizacion de los virus
causantes de gastroenteritis aguda, asi como sus variaciones, ya que esto podria

contribuir a la creacidn de estrategias preventivas eficientes.
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4. HIPOTESIS

Es posible identificar las cepas circulantes de virus causantes de gastroenteritis en nifios

menores de 5 afios en la region sur del estado de Sonora.
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5. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar el genotipo de los agentes infecciosos virales causantes de
gastroenteritis en niflos menores de cinco afios en la regién del sur del Estado de Sonora,

por medio de herramientas de biologia molecular.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la incidencia de rotavirus, norovirus, adenovirus entéricos, saporovirus y

astrovirus en nifios con gastroenteritis en hospitales localizados al sur de Sonora.

2. Identificar los genotipos correspondientes a cada virus detectado durante el periodo de

estudio.

3. Analizar la secuencia nucleotidica de los genes asociados a la clasificacidon genotipica

de cada virus.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Lugar de estudio

Las muestras de heces fecales se obtuvieron del Hospital Regional de Navojoa y el
Hospital del Nifio y la Mujer en Cd. Obregén, Sonora. Para el transporte de las muestras
no se utilizaron preservadores, una vez en el laboratorio se refrigeraron a 4°C hasta su

uso y posteriormente se almacenaron en un congelador a -20°C.

6.2 Muestreo

Se recolectaron muestras de heces de nifios con gastroenteritis. Para el criterio de
inclusiéon se consideré la edad del menor, no mayor de 5 afios, presentar 3 o mas
episodios diarreicos en un tiempo no mayor de 24 h, vomito, fiebre. Como criterios de
exclusion se consideré que la gastroenteritis fuera de origen bacteriano o parasitario y
que el infante tuviera mds de 5 afios. Las muestras obtenidas de nifios con gastroenteritis
se transportaron al laboratorio de Microbiologia e Inmunologia (JL203) de la

Universidad de Sonora, Unidad Regional Sur.

6.3 Pruebas rapidas

Para determinar si una muestra era positiva para rotavirus o adenovirus entéricos, se
utilizé el kit comercial SD Rota/Adeno Rapid Test (SD Bioline, Standard Diagnostic,
Inc., Republic of Korea). El protocolo se describe brevemente a continuacidon: con un
hisopo se recolectaron aproximadamente 50 mg de heces que se disolvieron en 4 ml de
solucion diluyente (Assay Diluent, Rota/Adeno Rapid), posteriormente se adicionaron de
3 a4 gotas (120 a 150 ul) de esta mezcla al pocillo de la tira reactiva del kit comercial y
se incubd a temperatura ambiente por 20 min. Para la interpretacion de resultados se
utiliz6 el inserto proporcionado por el fabricante, las muestras positivas mostraban dos

bandas, la banda control y la banda correspondiente al virus que se detecto.
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En el caso de muestras positivas para rotavirus, se analizdé su genoma por medio de
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% para observar el corrimiento
electroforético caracteristico del genoma de rotavirus. E1 RNA de doble cadena se
sometid a una electroforesis en un sistema continuo a 100 volts, por 3 horas con buffer
de corrimiento Tris-Glicina 1X (Glicina, 150mM; Tris, 20 mM). Para visualizar los
segmentos de RNA de rotavirus, el gel se retiré de la cdmara de electroforesis después
del tiempo de corrimiento establecido, posteriormente el gel se colocd en soluciéon
fijadora (etanol al 10%, &4cido acético 0.5%) por 30 min, luego se transfiri6 a una
solucidén de nitrato de plata (10 mM) por 30 min, en condiciones de oscuridad. Se lavo el
gel dos veces consecutivas con agua tridestilada, se le adicioné una solucién de revelado
(formaldehido al 1.5%, NaOH 0.75 M) y se incubd a temperatura ambiente, mezclando
constantemente por 15 min o hasta la aparicion de las bandas. El gel se lavé con una
solucién de 4cido acético al 5% por cinco min y posteriormente se colocd en agua
tridestilada. El gel se expuso a luz blanca en el transiluminador y tomé fotografia (DNR
miniBis Pro, Bio-Imaging Systems, Accesolab-accesorios para laboratorios S.A DE
C.V., Ciudad de México, México), a fin de revelar el corrimiento electroforético del

genoma de rotavirus.

6.4 Extraccion de acidos nucleicos

De muestras recolectadas se realizé una suspension de heces al 20% en buffer de
fosfatos (PBS), y posteriormente se realizé una extraccion de RNA utilizando el kit
comercial QIAamp® DSP Viral RNA Mini Kit 50 (QIAGEN Inc., Germantown, MD)
de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Para la extraccion de DNA se utiliz6 el kit
comercial PureLink® Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific Inc., Ciudad de

Meéxico, México) siguiendo las indicaciones del fabricante.

6.5 Sintesis de cDNA

El RNA viral de las muestras se someti6 a una retro-transcripcion. A continuacion, se

describe las condiciones de dicho procedimiento: para cada virus se utiliz6 un
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oligonucledtido externo a 1uM, sapovirus (SLV5317), norovirus (GISKR y G2SKR),
astrovirus (SFO076) y rotavirus (VP7, End9; VP4, Con2 y VP4R) esto con el fin de
obtener cDNA. Para la primera parte de la reaccidon de retrotranscripcion, (mezcla 1) en
un tubo de 0.2 pl se adicioné un 1ul del oligonucletido externo y 2 pul de RNA
purificado para un volumen parcial de 3 pul. Una vez realizada la primera mezcla, se
colocé en el termociclador (ProFlex PCR System, Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientific Inc.) a 95°C por 5 min, posteriormente se incubd en hielo. La segunda
reaccion (mezcla 2) se realizé utilizando 2 pul de Buffer M-MLV RT 5X (PROMEGA®),
1.3 ul de MgClz (25 mM), 3.2 ul de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) y 2 U de RT
M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, PROMEGA®,
PROMEGA Corp., Madison, WI) para un volumen de 7 ul. El contenido de la mezcla
dos, se adicioné al volumen de la mezcla uno, dando asi un volumen final aproximado
de 10 ul; una vez homogenizadas las mezclas, se llevé nuevamente al termociclador para
continuar con la sintesis de cDNA en un ciclo de 42°C por 60 min, seguido de 10 min a
72°C. Una vez obtenido el cDNA, se almacené a —20°C hasta su uso. Las condiciones de

retro-transcripcion fueron similares para los cuatro virus.

6.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

6.6.1 Amplificacion del gen de la capside de Norovirus

Una vez que se obtuvo el cDNA, se sometié a una PCR con la finalidad de amplificar la
region de la cédpside, para esto se realizé una mezcla con un volumen final de 12.5 pl,
utilizando PCR Master Mix (2X) (50 U/ul de Taqg polimerasa DNA, 400 uM de dATP,
400 uM de dGTP, 400 uM de dCTP, 400 uM de dTTP, 3 mM MgCl;) (PROMEGA®) y
oligonucledtidos especificos a 25 uM para G1 y GII respectivamente (Tabla 2),
posteriormente se colocé en el termociclador bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de 3 etapas a 94°C por 1- min,
55°C por 30 seg y 72°C por lmin, finalmente un ciclo de 72°C por 7 min, estas
condiciones fueron modificadas con referencia a las propuestas por Kojima et al.,

(2002). Tras una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, en buffer Tris-Acetato-
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EDTA (TAE) a 100 volts durante 35 min y tincién con bromuro de etidio, el producto de

PCR obtenido se visualiz6 con exposicion a luz ultravioleta en el transiluminador.

Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos y tamafio de segmento esperado en la
amplificacion del gen de la capside de norovirus.

Oligo- Geno- Polaridad Secuencia Producto
nucleétido grupo 5°-3’ (pb)

GISKF Gl (F CTGCCCGAATTYGTAAATGA 330

GISKR (R) CCAACCCARCCATTRTACA

COGIF Gl (F) CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA 380

GISKR (R) CCAACCCARCCATTRTACA

G2SKF G2 (F) CNTGGGAGGGCGATCGCAA 340

G2SKR (R) CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT

COG2F G2 (F) CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG 390

G2SKR (R) CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT

F: forward; R: reverse

6.6.2 Amplificacion del gen de la capside de Sapovirus

Una vez que se obtuvo el cDNA, se sometié a una PCR con la finalidad de amplificar la
region de la cépside, para esto se realizé una mezcla con un volumen final de 12.5 pl,
utilizando PCR Master Mix (2X) (50 U/ul de Taqg polimerasa DNA, 400 uM de dATP,
400 uM de dGTP, 400 uM de dCTP, 400 uM de dTTP, 3 mM MgCl,) (PROMEGA®) y
oligonucledtidos especificos sapovirus (Tabla 2), posteriormente se sometid en el
termociclador a las siguientes condiciones: 94°C por 3 min, 35 ciclos de 3 etapas a 94°C
por 30 seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 1- min, finalmente un ciclo de 72°C por 7 min
(Romani et al., 2011). Tras una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, en buffer
Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 100 volts durante 35 min y tincidén con bromuro de etidio,
el producto de PCR obtenido se visualizO con exposicion a luz ultravioleta en el

transiluminador.
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6.6.3 Amplificacion de la region conservada ORF1b de Astrovirus

Con la finalidad de amplificar la region de la polimerasa (RdRp), el cDNA obtenido se
sometié a una PCR, para esto se realizé una mezcla con un volumen final de 12.5 pl,
utilizando PCR Master Mix (2X) (50 U/ul de Taq polimerasa DNA, 400 uM de dATP,
400 uM de dGTP, 400 uM de dCTP, 400 uM de dTTP, 3 mM MgCl,) (PROMEGA®) y
oligonucledtidos especificos para ORF1b, asi como para la region de la cdpside (ORF2)
(Tabla 3), posteriormente se sometié en el termociclador a las siguientes condiciones:
95°C por 5 min, 35 ciclos de 3 etapas a 95°C por 45 seg, 42°C por 30 seg y 72°C por 90
seg, finalmente un ciclo de 72°C por 10 min, las condiciones fueron modificadas a las
propuestas por Finkbeiner et al., (2009). El producto obtenido se visualizé en gel de
agarosa al 1.5% tras una corrida electroforética, en buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) a
100 volts durante 35 min, tincién con bromuro de etidio, exposicidn a luz ultravioleta en

el transiluminador.

Tabla 3. Secuencias de oligonucledtidos y tamafio de segmento esperado en la
amplificacidn del gen de la cdpside de sapovirus.

Oligonucleétido  Polaridad Secuencia Producto
5.3 (pb)
SLV5749 (F) CTCGCCACCTACRAWGCBTGGTT 434
SLV5317 (R) CGGRCYTCAAAVSTACCBCCCCA

F: forward; R: reverse

6.6.4 Amplificacion de los genes que codifican para VP7 y VP4

Una vez que se obtuvo el cDNA, se sometio a una PCR con la finalidad de amplificar el
gen completo de VP7 y el gen parcial de VP4, para esto se realiz6 una mezcla con un

volumen final de 12.5 pl utilizando PCR Master Mix (2X) (50 U/ul de Taq polimerasa
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DNA, 400 uM de dATP, 400 uM de dGTP, 400 uM de dCTP, 400 uM de dTTP, 3 mM
MgCl) (PROMEGA®) y oligonucledtidos especificos para VP7 y VP4 respectivamente
(Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias de oligonucledtidos y tamafio de segmento esperado en la

amplificacion de ORF1b y ORF2 de astrovirus.

Oligonucleétido  Polaridad Secuencia Producto
5°-3° (pb)
SF0073 (F) GATTGGACTCGATTTGATGG 409
SF0076 (R) CTGGCTTAACCCACATTCC
Mon269 (F) CAACTCAGGAAACAGGGTGT 449
Mon270 (R) TCAGATGCATTGTCATTGGT

F: forward; R: reverse

Posteriormente se coloco en el termociclador; en el caso de VP7 las condiciones son las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, 35 ciclos de 3 etapas a 95°C por
45 seg, 50°C por 30 seg y 72°C por 90 seg, finalmente un ciclo de 72°C por 10 min. Las
condiciones para VP4 fueron similares a las de VP7, con excepcién de la temperatura de
alineacion que fue de 42°C (Gentsch et al., 1992; Gouvea et al., 1990). El producto
obtenido se visualiz6 en gel de agarosa al 1.5% tras una corrida electroforética, en buffer
Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 100 volts durante 35 min, tefiido con bromuro de etidio,

con exposicion a luz ultravioleta en el transiluminador.

6.6.5 Amplificacion del gen hexén de Adenovirus

El DNA extraido de las muestras positivas se sometié a una PCR para amplificar el gen
hex6n de adenovirus, se realizé una mezcla con un volumen final de 12.5 pl, utilizando
PCR Master Mix (2X) (50 U/ul de Tag polimerasa DNA, 400 uM de dATP, 400 uM de
dGTP, 400 uM de dCTP, 400 uM de dTTP, 3 mM MgCl.) (PROMEGA®) y
oligonucledtidos especificos para genotipos 40 y 41 (Tabla 5).
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Tabla 5. Secuencias de oligonucledtidos y tamafio de segmento esperado en la
amplificacion del gen de VP7 y VP4 de rotavirus.

Oligo- Gen Polaridad Secuencia Producto
nucleotido 5°-3’ (pb)

Beg9  VP7 (F) GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1062

End9 (R) GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG

Con3 VP4 (F) TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 876

Con2 (R) ATTTCGGACCATTTATAACC

VP4F VP4 (F) TATGCTCCAGTNAATTGG 663

VP4R (R) ATTGCATTTCTTTCCATAATG

F: forward; R: reverse

Posteriormente, se someti® en el termociclador a las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial a 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 3 etapas a 94°C por
1- min, 57°C por 1- min y 72°C por 2 min, finalmente un ciclo de 72°C por 7 min
(Verma et al., 2009). El producto obtenido se visualizé en gel de agarosa al 1.5%, tras
una corrida electroforética en buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 100 volts durante 35
min, tincién con bromuro de etidio y con exposiciéon a luz ultravioleta en el

transiluminador.

Tabla 6. Secuencias de oligonucledtidos y tamafio de segmento esperado en la

deteccion de adenovirus.

Oligonucledtido  Polaridad Secuencia Producto (pb)
5-3°
Adl (F) TTCCCCATGGCICAYAACAC 482
Ad2 (R) CCCTGGTAKCCRATRTTGTA

F: forward; R: reverse
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6.7 Purificacion del producto de PCR

Para realizar la purificaciéon del producto de PCR de rotavirus, astrovirus, adenovirus,
norovirus y sapovirus, se utilizé el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (PROMEGA®), siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, se
detalla brevemente la metodologia: se agregd en partes iguales la solucion Membrane
Binding Solution a la amplificacién de PCR (gel). Después se realizé la purificacion de
DNA por centrifugacion, donde se ensamblé la mini-columna en el tubo colector, se le
agregd el producto de PCR y se dejo incubar por 1 - min a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugé la mini-columna a 13,500 RPM por 1- min (centrifuga
LabNet International Inc.®, Edison, NJ). Se descart6 el liquido del tubo colector, para
esto se removid la mini-columna, y se volvié a colocar en el tubo una vez descartado el
sobrenadante. Se realizaron dos lavados a la mini-columna, en el primer lavado, se le
adicion6 700ul de Membrane Wash Solution y se centrifugé a 13,500 rpm por 1- min,
descartando el liquido resultante, el segundo lavado se realizé con 500ul de la soluciéon
previamente mencionada y se centrifugd a 13,500 rpm por 5 min. Por udltimo, se
transfirié la mini-columna a un tubo eppendorf de 1.5 ml debidamente etiquetado, se le
agregd 25 ul de Nuclease-Free Water y se dejé incubar a temperatura ambiente por 1-
min. Finalmente se almacené a -20°C hasta su uso.

Una vez realizada la purificacion, a las muestras se les realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% en buffer TrisAcetato-EDTA (TAE) a 100 volts durante 35 min,
tefildo con bromuro de etidio, con exposicidon a luz ultravioleta en el transluminador
(Bio-Imaging Systems MiniBis Pro), con el fin de confirmar la pureza y buena calidad

del DNA.

6.8 Secuenciacion.

Una vez realizada la purificacion de los productos de PCR, se procedid medir la

concentracion de DNA, para ello se utilizé el NANODROP 2000 (Thermo Fischer
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Scientific Inc.) con una absorbancia de 260/280 nm. La secuenciacién se realizd
directamente de los productos de PCR purificados y cuantificados, de acuerdo con las
instrucciones de la solicitud de secuenciacion, con un volumen final de 16 ul; en un tubo
eppendorf de 0.2 ml se agregaron 120 ng de cada DNA purificado, mezclado con 10
pmol del oligonucleétido correspondiente (sentido y anti-sentido). Dicha mezcla fue
enviada a la Unidad de Sintesis y Secuenciaciéon de DNA del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM en Cuernavaca, Morelos. El analisis de las secuencias se realizé utilizando

el programa MEGA®6.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Deteccion de rotavirus y adenovirus entéricos mediante pruebas rapidas.

Las 179 muestras obtenidas durante el periodo de muestreo en el Hospital Regional de
Navojoa y Hospital del Nifio y la Mujer de Cd. Obregdn, fueron sometidas a las pruebas
rapidas comerciales SD Rota/Adeno Rapid Test (SD Bioline, CTR, S.A. de C.V.,
Monterrey, N.L.). Para rotavirus se obtuvieron 18 muestras positivas (Figura 6), y 2
muestras positivas en el caso de adenovirus. Asi mismo, se observd la presencia de

ambos virus en una de las muestras, por lo que se determiné como co-infeccion.

1. ADENOVIRUS _
2. ROTAVIRUS W ’
2 . v

1))

| 1. ADENOVIRUS
2. ROTAVIRUS

| D
b)

-

Figura 6. Pruebas rdpidas de deteccién de rotavirus. a) Prueba SD Rota/Adeno Rapid Test (SD Bioline)
positiva. b) Prueba SD Rota/Adeno Rapid Test (SD Bioline) negativa.

7.2 Deteccion del genoma de rotavirus por PAGE.

Las 18 muestras positivas para rotavirus fueron sometidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida. Las muestras positivas para rotavirus mostraron un modelo de migracion

electroforético caracteristico de rotavirus del grupo A (Fig. 7).

34



Figura 7. Corrimiento electroforético de las muestras positivas de rotavirus que muestran el genoma
segmentado caracteristico del grupo A.

7.3 Amplificacion de los genes VP7 y VP4 de rotavirus

Para la amplificacion del gen VP7 se utilizaron los oligonucle6tidos Beg9/End9, ya que
estos amplifican el gen completo de 1062 pb de VP7 (Fig. 3); se amplificaron 12 (66%)
de las muestras positivas de rotavirus. En el caso de VP4, se utilizaron dos juegos de
oligonucleétidos Con2/Con3 y VPAF/VP4R, los cuales amplifican de manera parcial el
gen de VP4 (Fig. 4); de las 11 (61%) fueron positivas a la amplificacién del gen parcial
de VP4.
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Figura 8. Amplificacion del gen que codifica para el gen completo de VP7 (1062 pb), carril 1: Marcador
de pares de bases; carril 2-5 muestras que resultaron positivas para rotavirus.

Figura 9. Amplificacién del gen que codifica para VP4, carril 1: Marcador de pares de bases; carril 2:
Amplificacion del segmento de 1084 pb, carril 3-8: Amplificacién del segmento de 664 pb.
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Posteriormente, el producto de PCR que amplific6 para el gen de VP7 y VP4 de
rotavirus fue secuenciado por el método de Sanger. El andlisis de secuencia reveld la
presencia de rotavirus genotipo G12P [8] en 4 (22.2%) de las muestras, G12P[no
genotipificado] en 3 (16.6%) y G-no geotipificadoP[8] en 2 (11.1%) de las muestras
positivas para rotavirus. Las muestras secuenciadas se subieron a la pigina del Centro
Nacional de Informacién Biotecnolégica (por sus siglas en inglés NCBI) y quedaron
registradas con los siguientes codigos de acceso: SONMX-32 (KP119464), SONMX-37
(KP119465), SONMX-38 (KT852964), SONMX-51 (KT852965), SONMX-99
(KP119466), SONMX-124 (KP119467).

Por otra parte, el andlisis de secuencia del gen de VP7 genotipo G12 reportado en este
estudio mostré una identidad de secuencia de 98-99% de cepas de rotavirus G12
reportadas en Kenya (AB861961), India (EU016453), y Sri Lanka (AB306268) (Ahmed
et al., 2010; Komoto et al., 2014). El andlisis filogenético del gen VP7 mostré que el
genotipo G12 se agrupa en el linaje I1I, mismo linaje en que se encuentran las muestras
reportadas en este trabajo (Fig. 10). El genotipo G12 se report6 por vez primera en 1987,
y no fue hasta 1998 cuando se volvié a reportar (Rahman et al., 2007). Sin embargo, en
la dltima década a nivel mundial, G12 es considerada como cepa emergente y es un
motivo de preocupacidn, ya que se ha convertido en el sexto genotipo mds frecuente
(Mijatovic-Rustempasic et al., 2014; Ide et al., 2015).

El andlisis de secuencia de la region VP8* de la proteina VP4 demostré una identidad de
99% con cepas de rotavirus de Kenya (AB861959), Uganda (KJ753730), Sur Africa
(KJ752364) y Buthan (AB905370). Por su parte el anélisis filogenético de VP4 revelo la
presencia de diferentes linajes del genotipo P [8] (Fig. 11). Las cepas aisladas en el
presente estudio se agruparon en el linaje V, mientras que otras secuencias reportadas
previamente en México (aisladas en 2005, 2007 y 2008) se agruparon en diferentes

linajes.
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Figura 10. Analisis filogenético del gen VP7 de genotipo G12. Anilisis filogenético de la secuencia de
nucledtido del gen VP7 de cepas de rotavirus genotipo G12 reportadas en este estudio (SONMX-32,
SONMX-37, SONMX-38, SONMX-62, SONMX-99, SONMX-124), junto con cepas de referencia

descargados desde la base de datos GenBank (Anexo 1). El arbol filogenético se construyé con base al

método de -Maximum Likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993). El valor estadistico se
determiné mediante el método bootstrap (1000 repeticiones).
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Figura 11. Andlisis filogenético del gen VP4 de genotipo P [8]. Anadlisis filogenético de la secuencia de
nucleétido del gen VP4 de cepas de rotavirus genotipo P [8] reportadas en este estudio (SONMX-32,
SONMX-37, SONMX-38, SONMX-62, SONMX-99, SONMX-124), junto con cepas de referencia
descargados desde la base de datos GenBank. El arbol filogenético se construyd en base al método de
Maximum Likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993). El valor estadistico se determiné mediante

el método bootstrap (1000 repeticiones).
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7.4 Amplificacion del gen de la capside de Norovirus

Para determinar la presencia de los genotipos G1 y G2 de norovirus, se llevo a cabo una
RT-PCR con el propésito de amplificar la region de la cépside, para ello se utilizaron 4
pares de oligonucle6tidos dos de ellos en sentido y uno antisentido, esto para cada uno
de los genotipos respectivamente. De las 179 muestras analizadas, 8 fueron positivas a
norovirus, donde 2 muestras (25%) amplificaron un segmento de 380 pb con los primers
COGIF/ GISKR correspondiente al genogrupo GI (Fig. 12a) y 6 muestras (75%)
amplificaron un segmento de 340 pb con los primers G2SKF/G2SKR correspondiente al
genotipo G2 (Fig. 12b). De igual manera, se observo una co-infeccion de norovirus con

astrovirus en una de las muestras analizadas.

500
400 1

Figura 12. a) Amplificacién del segmento de 380 pb correspondiente al genogrupo GI de norovirus. b)
Amplificacion del segmento de 340 pb correspondiente al genogrupo GII de norovirus.

Posteriormente, el producto de PCR que amplificé para el gen de la cdpside de norovirus
fue secuenciado por el método de Sanger. En el andlisis de secuencias de una de las

cepas de norovirus genogrupo GI se observé una homologia del 98% con cepas de
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norovirus GL.8 (Anexo 1). Por su parte, el andlisis de dos de las cepas de norovirus GII
revel6 una homologia de 98-99% con cepas GII.4 (Anexo 2).

El andlisis filogénetico de las secuencias de los genes de norovirus detectadas en este
estudio, indicaron que las secuencias correspondientes al genogrupo GI.8 se ubicaron en
el mismo grupo de cepas detectadas en Estados Unidos, Brazil y Japén (Fig. 13). Por su
parte, las cepas genogrupo GIIL.4 detectadas en este estudio, se relacionaron con el
cluster correspondiente a cepas de norovirus GII.4 de variante antigénica Sydney2012
(Fig. 14).

Los genogrupos de norovirus que se han reportado previamente en México son GI.1I,
G1.3, G1.5, Gl1.14, GII.1, GIL.2, GII.4, GIL7 y GII.17 (da Silva Pol6, 2016). En el
presente estudio se detectaron los genogrupos GI.8 y GII.4 de norovirus como causantes
de gastroenteritis en nifios. El genogrupo GII.4 se relaciond con cepas Sydney 2012, esta
cepa es una de las variantes de GII.4 mdas reportadas a nivel mundial relacionada con
brotes agudos de gastroenteritis. Asi mismo, las cepas GII.4 se han asociado a la
transmision de persona a persona; mientras que el genogrupo GI.8, que es un genotipo
que no se ha reportado previamente en México, se asocia a infecciones adquiridas por
consumir alimentos (mariscos) contaminados con norovirus; aunque las cepas GI se
detectan con menos frecuencia presentan una amplia diversidad genética en América

Latina (Atmar, 2010; da Silva Pold, 2016).
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———
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Figura 13. Andlisis filogenético del genogrupo GI.8 de norovirus detectado (SONMX-112) en este
estudio, comparado con secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utiliz6 el método
Maximum likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).

42



Gll.4 SONMX-162
Gll.4-SONMX-74

KF177448 Gll.4 Sydney
KJ710247 Gll.4 Sydney2012
KM245072.1 Gll.4 Apeldoorn 2007
EF187497 Gll.4 YERSEKE 2006a
DQ078814 Gll.4 HUNTER 2004

—— DQ369797 Gll.4-ASIA2003

52 L—— LC177653 Gll.4 Den Haag 2006b
- AY502023 Gll.4 FARMINGTON HILLS 2002
AF145896 Gll.4 Camberwell1994
AY741811 Gll.4 US 1995/96

AB541325 Gll.4 OSAKA 2007

32

100

U22498 GII.3
KY4243501 Gll.17
53 KT962983 Gll.2
71 JN797508 Gil.1
0.050

Figura 14. Anilisis filogenético del genogrupo GIL.4 de norovirus detectados (SONMX-74 y SONMX-
162) en este estudio, comparado con secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utilizé el
método Maximum likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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7.5 Amplificacion del gen de la capside de Sapovirus

La presencia de sapovirus fue determinada utilizando los oligonucledtidos
SLV5749/SLV5317 que amplifican la regidon de la capside (Fig. 17), el andlisis de las

179 muestras indic6 la presencia de sapovirus en 6 (3.3%) de las muestras.

Mpb 19 55 58 °
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Figura 15. Amplificacién del gen de la cdpside de sapovirus, carril 1: Marcador de pares de bases; carril 2,
3 y 4 amplificaciones del segmento de la capside (434 pb).

Posteriormente, el producto de PCR que amplific6 para el gen de la cdpside de sapovirus
fue secuenciado por el método de Sanger. En el andlisis de secuencias de una de las
cepas de sapovirus genogrupo GI, se observo una homologia del 98% con cepas de
sapovirus GI. I (Anexo 3). Por su parte, el andlisis de otra de las cepas de sapovirus
reveld una homologia de 97% con cepas GIL.I (Anexo 4).

El andlisis filogénetico de las secuencias de los genes de sapovirus detectados en este
estudio, indicaron que las secuencias correspondientes al genogrupo GI. I se ubicaron en
el mismo grupo de cepas reportadas en Venezuela y Japon (Fig. 16). Por su parte, las
cepas genogrupo GILI detectadas en este estudio, se relacionaron con el cluster
correspondiente a cepas de sapovirus GIIL.I reportadas en India, Filipinas y Japon (Fig.

17).
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El genogrupo de mayor prevalencia es GGI, y el genotipo GGI/1 es asociado a diarreas
agudas en paises como México, Tailandia, Japon y Pakistan (Sdiri-Loulizi et al., 2011).
Aunque algunos estudios demuestran que las cepas GI. I y GI.2 de sapovirus son los
principales genotipos asociados con brotes esporddicos de gastroenteritis (Fioretti et al.,
2016). Estudios realizados en China y Japén demuestran que GI.1 es la cepa
predominante de sapovirus y seguida de esta se encuentran las cepas GI.2, GIV, GI.4,
GL8, GI. 6 y GIL.I (Ren et al, 2013; Thongprachum et al., 2016). Por otra parte,
estudios llevados a cabo en muestras de heces y aguas residuales en Brasil, revelaron la
presencia de los genotipos GI.1, G1.2. GI.6, GII.1 y GV.1. En México en 2004 se
identificaron cepas de saporovirus GII.2 y GI.3 (Farkas et al., 2004). En este estudio se
detectaron cepas GIL.I y cepas GILI, esta dltima no se habia reportado previamente en

nuestro pais.
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Figura 16. Andlisis filogenético del genogrupo GI. I de sapovirus detectado en este estudio (SONMX-58),
comparado con y secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utiliz6 el método Maximum
likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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Figura 17. Andlisis filogenético del genogrupo GILI de sapovirus detectado en este estudio (SONMX-55),
comparado con secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utilizé el método Maximum
likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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7.6 Amplificacion del gen hexén de Adenovirus

Las dos muestras positivas de adenovirus identificadas con las pruebas rapidas, fueron
analizadas por PCR bajo las condiciones antes mencionadas, utilizando el juego de
oligonucleétidos Ad1/Ad2 los cuales amplifican el gen del hexdn, sélo una de las

muestras amplifico el segmento de 482 pb (Fig. 18).
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Figura 18. Amplificacién del gen hexén de adenovirus carril 1: Marcador de pares de bases; carril 2
amplificaciones del segmento hexén (482 pb).

Una vez amplificado el segmento de interés, se procedid a purificar el producto de PCR,
el cual fue secuenciado por el método de Sanger. En el andlisis de secuencias de la
muestra de adenovirus reveld una homologia del 99% con adenovirus humano sub-
género C tipo 6 (Anexo 5).

Por su parte, el andlisis filogénetico de las secuencias de los genes de adenovirus
detectado en este estudio, indico que las secuencias correspondientes sub-género C, se
ubicaron en el mismo grupo de cepas reportadas en Japon, Estados Unidos, Argentina,
China y Okinawa (Fig. 19).

Los adenovirus del sub-grupo, especies 40 y 41, asi como el genogrupo A

(particularmente serotipo 31), son los que se asocian principalmente con gastroenteritis
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en nifios; sin embargo, otros genogrupos como son, el genogrupo C, D y G han sido
asociados con diarrea (Jones et al., 2007; Ghebremedhin, 2014; Lu et al., 2014; La Rosa
et al., 2015).

Cabe mencionar que el subgrupo C, cominmente se encuentra mds asociado con
infecciones del tracto respiratorio, sin embargo, esta especie no entérica de HAdV, ha
sido asociada con adenitis mesentérica, la cual puede imitar una apendicitis y
ocasionalmente causar intususcepcion en los lactantes y nifios pequefios (Ghebremedhin,
2014; Lu et al., 2014). Como muestra un estudio realizado en Tailandia, en el cual se
determiné que la infeccién por HAdV-C era mayor en los nifios con intususcepcion en
comparacion con aquellos con gastroenteritis aguda (Ukarapol et al., 2016).

Por tal motivo es importante continuar con los estudios gendémicos, puesto que son

importantes para la compresién y evolucién molecular entre los genotipos de HAdVs.
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JX423389.1 Human adenovirus C/USA/
JX173079.1 Human adenovirus C/Argentina

HQ413315.1 Human adenovirus 6/Tonsil/USA

KF951595.1 Human adenovirus C/China
AB901022.1 Human adenovirus C/Okinawa/333/201

LC068719.1 Human adenovirus 6/Japon

HAdV6-SONMX-53

KC632616.1 Human adenovirus 6/Tailandia

AJ293904.1 Human adenovirus 2/Alemania

99
JX173077.1 Human adenovirus C/ARG/2005/

67— AY224392.1 Human adenovirus 2/Korea

KM458625.1 Human adenovirus 2/China

—
0.0020

Figura 19. Andlisis filogenético del Sub-género C tipo 6 de adenovirus detectado en este estudio
(SONMX-53), comparado con secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utiliz6 el método
Maximum likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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7.7 Amplificacion de la region conservada ORF1b de Astrovirus

Utilizando los oligonucledtidos SFO0073/SFO076 y Mon269/Mon270, los cuales
amplifican la regién de la polimerasa (ORF1b) y la regién de la cdpside (ORF2)
respectivamente, por medio de RT-PCR se analizaron las 179 muestras, donde los
resultaron mostraron la presencia de 6 muestras positivas (3.3%) para astrovirus (Fig.
20). También se observd la co-infeccion de astrovirus con rotavirus, en una de las
muestras analizadas.

Posteriormente, el producto de PCR que amplificé tanto para el gen de la polimerasa,
como para el gen de la cdpside, fue secuenciado por el método de Sanger. En el andlisis
de secuencias de una de las cepas de astrovirus, se observé una homologia del 99% con
cepas de astrovirus serotipo 6 (Anexo 6). Mientras que el anélisis de las otras dos cepas
de astrovirus, tanto la que amplific6 el ORF2 (Anexo 7) como la que amplificé el
ORF1b (Anexo 8), revelaron una homologia de 98-99% con cepas de astrovirus cldsico
2.

El andlisis filogénetico de las secuencias de los genes de astrovirus cldsico detectados en
este estudio, indicaron que la secuencia correspondiente al serotipo 6 se ubicd en el
mismo grupo de cepas reportadas en Bangladesh, Tailandia y Rusia (Fig. 21). Por otra
parte, las cepas del serotipo 2 detectadas en este estudio se relacionaron con la cepa
ITA/2009/PR5142 (JX087964) aislada en Italia (Fig. 22; Fig. 23).

Los astrovirus humanos han ido ganando importancia como agentes causantes de
gastroenteritis en nifilos menores de dos afios; la cepa de mayor prevalencia en México es
HAstV-2 con un 42%, mientras que, a nivel mundial, la cepa de mayor circulacion es
HAstV-1. Por su parte, los genotipos 6 y 7 son menos comunes, en México la
prevalencia de las cepas HAstV 5 y 7 ocupan el 6% de prevalencia (Jeong et al., 2012;
Krishnan, 2014). HastV-6 se ha identificado como causante de brotes esporadicos de

gastroenteritis aguda a nivel mundial (Guo et al., 2010).
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Figura 20. Amplificacién del gen de la polimerasa (ORF1b) de astrovirus; carril 1: Marcador de pares de
bases; carril 2, 3 y 4 amplificaciones del segmento de la polimerasa (409 pb).

AB769867.1 Human astrovirus 6/2006/Bangladesh/Dhaka

—— GQ441165.1 Human astrovirus 6/Tailandia

71

AB769866.1 Human astrovirus 6/2005/Bangladesh/Dhaka

HAstV-6-SONMX
85

GQ901902.2 Human astrovirus 6/Rusia

GQ495608.1 Human astrovirus 6/China

AF292077.1 Human astrovirus 6

GQ441176.1 Human astrovirus 6/Nigeria

83

HM237363.1 Human astrovirus 6/Katano

0.0100

Figura 21. Andlisis filogenético de astrovirus cldsico serotipo 6 detectado en este estudio (SON-MX),
comparado con secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utilizé el método Maximum
likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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HAstV 2-SONMX-17

96 | JX087964.1 Human astrovirus 2/ltalia

KU973899.1 Human astrovirus 2/Canada

] &7 KF156806.1 Mamastrovirus 1/Honduras

L13745.1 Human astrovirus 2/USA

% L06802.1 Human astrovirus 2/Oxford
KM272966.1 Mamastrovirus 1/Brazil
15 KF039911.1 Human astrovirus 2/Rusia/Novosibirsk
6 KP208781.1 Mamastrovirus 1/Rusia/Nizhny Nowgorod
L JQ898567.1 Human astrovirus/Tailandia
0.0050

Figura 22. Anilisis filogenético de astrovirus clasico serotipo 2 (ORF2) detectado en este estudio
(SONMX-17), comparado con secuencias previamente reportadas en el GenBank. Se utiliz6 el método
Maximum likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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FJ375759.1 Human astrovirus/China/Shanghai

KC342249.1 Mamastrovirus 1/China

JF327666.1 Human astrovirus Pune/063681/India

AB308374.1 Mamastrovirus 1/V1347/India/Kolkata

KC915035.1 Mamastrovirus 1/Italia/2003/

— HAstV 2-SONMX-03

90

JX087964.1 Human astrovirus 2/Italia/ITA/2009/PR5142

KF039911.1 Human astrovirus 2/Rus-Nsc06-1029

0.020
Figura 23. Andlisis filogenético de astrovirus cldsico serotipo 2 (ORFI1b) detectado en este estudio
(SONMX-03), comparado con secuencias de referencia reportadas previamente en el GenBank. Se utilizé
el método Maximum likelihood con base al modelo Tamura-Nei (1993).
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8. CONCLUSION

El andlisis de las 179 muestras, mostrd la presencia de cepas emergentes de rotavirus
G12 por primera vez en México.

La incidencia de astrovirus en los casos de nifios con gastroenteritis fue del 3.3%, el
andlisis de secuencia reveld la presencia de HAstV-6, el cual es uno de los genotipos
menos reportados, por lo que se considera un genotipo emergente asociado a
gastroenteritis aguda en nifios

Se detectd la presencia de norovirus en un 4.4% de las muestras analizadas, donde el
andlisis de genotipos demostrd la presencia de la cepa GI.8 de norovirus, relacionada
con casos esporadicos de gastroenteritis, la cual no habia sido reportada anteriormente
en México.

Se identificaron Sapovirus en 3.3% de las muestras y fue posible caracterizar la cepa
GIIL.1, la cual es poco comin. El andlisis de secuencias de adenovirus mostré la

presencia del sub-género C tipo 6, asociado a casos esporadicos de gastroenteritis.
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9. PERSPECTIVAS

La deteccion de cepas emergentes de virus causantes de gastroenteritis deja en claro la
necesidad de realizar mds estudios de monitoreo epidemioldgico y su caracterizacion
molecular, cuyos resultados podran contribuir con el planteamiento de nuevas estrategias

preventivas de enfermedades gastrointestinales de origen viral en México.
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ANEXOS

Anexo 1

Alineacion de secuencias parciales del ORF2 del gen norovirus genogrupo GI
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Anexo 2

Alineacién de secuencias parciales del ORF2 del gen norovirus genogrupo GII
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Anexo 3

Alineacion de secuencias parciales del ORF2 del gen sapovirus genogrupo G1.
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Anexo 4

Alineacién de secuencias parciales del ORF2 del gen sapovirus genogrupo GII.
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Anexo 5

Alineacién de secuencias parciales del gen hexdn de adenovirus sub-género C tipo 6
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Anexo 6

Alineacién de secuencias parciales del gen de la polimerasa (ORF1b) Astrovirus serotipo 6

astrovirua
astrovirua
astrovirus
astrovirus
astrovirua
astrovirus
astrovirus
astrovirus

astrovirua
astrovirus
astrovirus
astrovirus
astrovirua
astrovirua
astrovirus
astrovirus

astrovirua
astrovirua
astrovirus
astrovirus
astrovirus
astrovirua
astrovirus
astrovirus

&/
&f
&f
&/
&f

&f
&f

&f
&/
&f
&f
&f

&/
&/

10 aa 3q 40 50 Ed 70 a0 50
Y v O L o e e e v = e e R A v 2 e L v e e o B P = R = A = e S R A e 2T B

TATGTTGACAACCTTCTTAAMCCGLCATGTCT TAT TACCATCTGGTGAAGT TACCGTGLAGACACGGGGCARCCCATCTGGACAGT TTTCAACARTC

...................................................................................... Tt g
...................................................................................... e s o
........................................................ ¥ W = 1=
................. I e B At A P S P S I S B e e B et S e S (G A e
........ L L e e e LN T e o e A T TR 2 R AT P 2 e S ot e
................. T T e T T I R o Do ) By
...................................................................................... Cee e -
................. TR R s ) e e ST s e R I SRR SR e S S S B i R e ] D s

140 10 180 150 200 2140
e e e e S L S o = v v P L e A L e o = M e D ) 2PE MR

TGGCTACAAGCTTTTGAGTTTGCTTAT TT TAATGGOCCAGAT ARGGATCTCTGEARGACCT ACGACACCGTAGTCTACGGGGAT GACAGGCTCTC

....................................................................... T
....................................................... G e e e R e e g S I e
........... R P e . W R e T ] e e ot R SN S e e oI P e F A el o DR
....................... E pesmepmon mymrsiomes e o s e s g AT o e ot s U R i T s
................. FRSERREET] pet i S SR i | Nl e b R e ol e at BE S
250

| =l |
TATCACGCARACRCTCAT
.............. A
.............. A
..... B R R s



Anexo 7

Alineacion de secuencias parciales del gen de la cdpside (ORF2) astrovirus serotipo 2.

HAstV Z2-S0MMII-17

JHEDETI64 .
KU373899.
KEF156806.
KMZT72966.
KPz08781.
JOE98567.
L13745.1
KFD339511.
LO&e802.1

Human astrovirus 2/
Human astrovirus 2/
Mamastrovirus 1/Hon
Mamastrovirus 1/Bra
Mamastrovirus 1/Rus
Human astrovirus/Ta
Human astrovirus 2/US
1 Human astrovirus 2/
Human astrovirus 2/0x

1
1
1
1
1
1

HAstV Z2-S0OMMI-17
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Human astroviruas 2/0x

1
1
1
1
1
1
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Anexo 8

Alineacién de secuencias parciales del gen de la polimerasa (ORF1b) Astrovirus serotipo 2.

HAstV Z2-S0MMI-03

JHEDETI64 .
FJ375759.
KC315035.
JF327666.
KC342249.
LB308374.
KFD33511.

1
1
1
1
1
1
1

Human astrovirus 2/
Human astrovirus/Ch
Mamastroviruas 1/Ita
Human astrovirua Pu
Mamastrovirus 1/Chi
Mamastroviruas 1/V13
Human astrovirus 2/

HAstV Z2-S0OMMI-03
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HAatWV 2-S50MMEI-03
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Mamastrovirus 1/Chi
Mamastrovirus 1/V13
Human astrovirus 2/
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ANEXO 9

Congresos y Publicacion
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Detection of emerging rotavirus G12P[8] in Sonora, México
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- Rotveres & the most common casse of gastoonizntis i3 dufidres ap to five years of age world.
wide. The 2o of e prosent shady was 10 amadyre Sic gamotypes of rotavins strains soload from Aifidres with

aer Be Miroduction of (he rotvires vacdse in Méoon. Rolavines was Sotocied = 147100 (14%)
focati sampies (rom chddmen with using 2 commardal last kit The viral genome was purthed Som
{hese samplics and wsad 25 2 Somptaie = HT-INCR smpithcation of the VI and V7 gones, followad by gene doe-
Ing and soquencing. Among Sie rovirs strains, 4/ (22 5%) wore daraciertoad 2 C2PIEL 2714 (43%), =
G122 (not typod), and V34 (21.42%) 2s G (nol typed) PIS]. Miylogenetc zmalyss of @ VP gene showed that
C12 genotypes clstercd i incage (1L Phylogesetic analvsss revealad (il VIM genotype P14 sequances custered
inkneage V, wheszas other PIB| provioasly seported tn Meoon (2005- 2008) chastorad i difiorent ine-
s Rotavinss gesotype G2 is currantly recogrized 2s 3 giobally emerging roenvins. To our knowlodge, (his
15 the fimd report of this cmerping rotavinas simais GE2P(8] in Méxdon. Ongotng servelfance & recomenended o
mordtor (he distribetion of rotavines gnotypes 2ad o contizuly reases e ity of crrently avadabis

Tolavines vacdnes.

Keywards: rotavires, pastroemertiis. G127(8]

Introduction

Rotavirus gastroenderitds s 2 comanon infectsons dis-
case that atfects children up Lo five years of age worldwsde
(Desselberger of al., 2005). The mortality rates from di-
arrhea attribatable to rotavires tnfection are estimated to
be 433,000 chdld deaths per year, with most of the deaths
occurring in developing countries (Tale of al., 2012). Ro-
tavirus genotypes GIP[8], G2P{4], G3P[8], G4P{s], and
G9P| 8] are respomsihle for the magorsty of severe cases of
infections woeldwide and carrently avatlable rotavirus vac-
cines were designed based om these five common arculating
penotypes (Parashar ef al, 2013). Despite the worldwsde
prevalence of rotavirus genotypes G1-G4 and G9, several

E-mail kaptaghemohotmall com; phone +316424259969.

studtes have described unuesl genotypes such as G5, G8,
and G112 {Rahman et al., 2007; Santos and Haoshino, 2005).
The first tsolate of G12 rotavirus was reported tn 1987, caus-
ing diarrhea tn young chiddren. It was not reported agatn
untd 1932 tn Thatland, then subseguently tn 1999-2006
n Uniled States, India, Japan, Korea, United

Kingdom, Belgsum, Argentina, and Brazil (Rahman of al,
2007). Gi 2 1s currently recognized 2s 2 globally emerging
mvu'n:potype.duphytngahlghmdmm
tn recent years {da Stha Scares ef al., 2012; Delogu e al.,
2015; Tort ef al., 2013). In 2006, the Rotavirus vaccine pro-
gram was tmplemented in México. Although the currently
avatlable vaccine has been desaribed as safe and ethicacions,
the vartabdiily tn rotaviras genolypes over recent years
highlights the need for constant survelllance. Therefore,
the presemt study reports genotypic analysts of rotavirus
strams tsolated from children with gastroenterilis tn the
south of Sonora, Méxsc.
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