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RESUMEN 

La gastroenteritis aguda es una infección de la porción proximal del intestino delgado y del 

colon; afecta comúnmente a niños menores de 5 años. Entre los principales agentes 

infecciosos causales de gastroenteritis se encuentran rotavirus, calicivirus, astrovirus y 

adenovirus; quienes en conjunto se asocian al 70% de los casos de diarrea. Entre los 

Calicivirus humanos, sapovirus es el causante de aproximadamente 40% de las infecciones 

gastrointestinales en niños menores de cinco años. Sapovirus se clasifica actualmente en 14 

genogrupos (GI-GXIV), de los cuales GI, Gii, GIV y GV son lo que se asocian a infecciones en 

humanos. En el presente trabajo, se detectó y analizó el genotipo de las cepas de sapovirus 

en niños menores de cinco años con gastroenteritis atendidos en el Hospital del Niño y la Mujer 

en Cd. Obregón y en el Hospital General de Navojoa. Se realizó una extracción de RNA 

genómico a partir de muestras de heces de niños con gastroenteritis y posterionmente se llevó 

a cabo la síntesis de DNA complementario (cDNA} y la amplificación por PCR de la región 

codificante de la cápside VP1 (ORF 1)  de sapovirus. El producto de PCR fue purificado y 

posteriormente secuenciado. De un total de 1 1 8  muestras de heces de niños con 

gastroenteritis, 7% (6/118) resultaron positivas para sapovirus. De estas muestras, el 67% 

(4/6) se asociaron a casos de gastroenteritis leve y 33% (2/6) a casos de severidad de 

gastroenteritis moderada. Por su parte, el análisis de secuencia indico que dos de las muestras 

positivas para sapovirus eran genotipo Gl.1 (1) y Gll .1  (1 ). Esta última cepa de sapovirus 

(Gll .1)  no ha sido identificada en México, sin embargo, en otros países como en la India y 

Japón se reporta con una prevalencia del 2.7%, donde ha sido asociada a infecciones 

gastrointestinales severas. Por lo anterior queda establecido el aporte epidemiológico con 

respecto que cepas de sapovirus causante de gastroenteritis circulan en la región del Sur del 

Estado Sonora. La detección de cepas emergentes causantes de gastroenteritis como en el 

caso de sapovirus deja en claro la necesidad de más estudios de monitoreo epidemiológico y 

caracterización molecular de este virus, debido a que su estudio epidemiológico puede 

contribuir con el planteamiento de nuevas estrategias preventivas contra enfermedades 

gastrointestinales causadas por sapovirus. 
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INTRODUCCIÓN 

La gastroenteritis se define como una inflamación del revestimiento gástrico e intestinal, 

atribuible a una infección causada en un 70% por agentes virales, de los cuales sobresalen 

rotavirus, sapovirus, norovirus, adenovirus entéricos y astrovirus. Este padecimiento afecta 

principalmente a niños menores de cinco años y adultos de edad avanzada, ocasionándoles 

un cuadro clínico de diarrea, vómito y fiebre (Hostetler, 2004; Riechmann y col., 2014; Olivar! 

y col., 2017). Las enfermedades gastrointestinales son un problema a nivel mundial, sobre 

todo en países en vías de desarrollo, donde los índices de mortalidad son elevados (Martínez 

y col., 2008; Anderson, 2010). 

En México las enfermedades gastrointestinales representan una de las principales 

causas de consulta médica el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y otras instituciones 

del sector salud. Un estudio gubernamental durante el periodo de 1 año reportó 4,556 decesos 

causados por infecciones intestinales en las mismas fechas (Hernández y col., 2011 ). Entre 

los virus causantes de gastroenteritis sapovirus ha emergido a nivel mundial en donde, se ha 

incrementado el número de brotes y casos esporádicos de gastroenteritis aguda en niños 

menores de cinco años. Debido a que se han realizado pocos estudios de sapovirus es difícil 

establecer correlaciones o conclusiones sobre las tasas de incidencia, detección y prevalencia 

general. Sin embargo, de los estudios realizados se ha observado que la infección por 

sapovirus es más frecuente en niños pequeños que en adultos (Hansman y col., 2007; Svraka 

y col., 201 O). 

Los brotes de gastroenteritis aguda ocasionada por sapovirus pueden variar de una 

región geográfica a otra, lo que podría generar la presencia de este virus durante todo el año. 

Aunado a esto, el virus es capaz de presentar mutaciones y re-arreglos genéticos, que 

permiten su evolución y generación de cepas emergentes, aumentando su virulencia con 

capacidad de producir casos de gastroenteritis más severas, por lo cual es importante el 

monitoreo y caracterización de este tipo de virus causante de gastroenteritis aguda en México, 

así como sus variaciones y la severidad de la diarrea ocasionada, ya que esto podría contribuir 

a la creación de estrategias preventivas eficientes (Olivar! y col., 2017). 
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ANTECEDENTES 

Gastroenteritis 

La gastroenteritis aguda es un síndrome diarreico atribuible a una infección de la porción 

proximal del intestino delgado o del colon. Este padecimiento se encuentra entre las 

enfermedades infecciosas más comunes a nivel mundial, y se asocia a una elevada 

morbimortalidad, particularmente en niños, adultos mayores, individuos desnutridos o 

inmunosuprimidos (Olivar! y col., 2017). 

Cada niño menor de 5 años de edad presenta promedio tres episodios anuales de 

diarrea aguda, acompañado o no de cefalea, deshidratación y vómito. A nivel mundial, la 

diarrea aguda es la segunda causa de muerte, y tanto la incidencia como el riesgo de 

mortalidad por diarrea son mayores en los infantes, particularmente en menores de 1 año. 

Otras consecuencias directas de la diarrea infantil son desnutrición, disminución del 

crecimiento y trastornos del desarrollo cognitivo (OMG, 2012; Martínez y col., 2015). 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2013, existen alrededor 

de 2,000 millones de casos de enfermedades diarreicas a nivel mundial cada año, y 1 .9  

millones de niños menores de 5 años de edad fallecen por esta causa anualmente, 

fundamentalmente en los países en desarrollo. Esto asciende a 18% de todas las muertes de 

niños menores de cinco años, y significa que más de 5.000 niños mueren cada día como 

resultado de enfermedades diarreicas a nivel mundial. De todas las muertes infantiles 

provocadas por la diarrea, 78% ocurren en África y el sudeste Asiático (Wilhelmi y col., 2003; 

Farthing y col., 2012; OMG, 2012). 

La gastroenteritis en niños ha sido un gran problema de salud a nivel mundial y una de 

las principales causas de muerte en niños en países en vías de desarrollo, y puede ser de 

origen bacteriano, parasitario y viral (Tabla 1 ). En México según el sistema nacional de 

vigilancia epidemiológica (SINAVE) en 2011 se ha verificado 5.437,299 de casos de 

enfermedades infecciosas intestinales de los cuales una cuarta parte se presenta en niños 

menores de 5 años, la gastroenteritis causada por virus representa más del 70% de los casos. 

De los agentes virales, rotavirus es el principal agente causal de gastroenteritis aguda en 
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lactantes y niños pequeños a nivel global, seguido de norovirus y sapovirus (Elliott, 2007; 

Ramani y Kang, 2009; Anderson, 2010). 

TABLA 1.  Principales agentes causantes de gastroenteritis 

Tipo de Agente Infeccioso 

Virus Bacterias Protozoos Helmintos 

Rota virus Campylobacter sp Giardia lamblia Ascaris L. 

Adenovirus Salmonel/as Cryptosporidium sp Strongyloides 
stercoralis 

Astro virus Shigella sp Entamoeba histolytica Angyostrongyfis C. 

Ca/icivirus Escherichia coli /sospora belli Schistosoma 
mansoni 

Parvovirus Vibrio cholerae Dientamoeba fragi/is Schistosoma 
japonicun 

Cyomega/ovirus C/ostridium 8/astocystis sp Capil/arla P. 
perfringens 

Coronavirus Baci/Jus cereus Cyclospora Anisakis simple 
Ca etanensis 

Fuente: modificado de: Oíaz Mora y ool., (2014). 

Sapovirus y norovirus pertenecen a la familia Caliciviridae; norovirus se considera el de mayor 

incidencia y patogénesis; mientras que Sapovirus se asocia a gastroenteritis menos severas, 

aunque recientemente se han ido incrementando los casos de mortabilidad por este virus 

(Patel, 2008; Lee y col., 2 0 1 3 ;  Lu y col., 2015). 
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Sapovirus 

Generalidades 

Sapovirus fue detectado en 1977 en muestras de heces de niños infectados de 

gastroenteritis aguda en un brote epidémico que tuvo lugar en un orfanato en Sapporo, 

Japón {Chiba y col., 2000). Sapovirus es parte de la familia Ca/iciviridae (calicivirus) y al 

igual que norovirus se asocia a casos de gastroenteritis aguda en humanos (Howley, 

2007; Lee y col., 2013). Los casos de gastroenteritis por sapovirus se consideraban 

esporádicos, y en la mayoría de los casos los niños infectados presentaban un cuadro 

gastrointestinal leve. Sin embargo, recientemente se han reportado casos de niños 

hospitalizados con gastroenteritis severa causada por sapovirus genotipo Gl.1 {Chiba y 

col., 2000; Phan y col., 2007; Sdiri-Loulizi y col., 2010). 

En México se estima que sapovirus es el causante de aproximadamente 40% de 

las infecciones gastrointestinales en niños menores de dos años, esto con respecto a los 

demás Calicivirus humanos. Sin embargo, la incidencia con la que se producen los 

brotes de gastroenteritis causados por sapovirus no se conoce con exactitud (Farkas y 

col., 2000; Domínguez y col., 2009). Un estudio realizado en el 201 O en Brasil, reveló 

una incidencia de sapovirus del 4.9% con respecto a los demás virus causantes de 

gastroenteritis aguda. Por otro lado, se obtuvo una incidencia del 11 .9% en un estudio 

realizado en Irán en el 2012, utilizando un juego de oligonucleótidos específicos 

SLV5317 (CGGRCYTCAAAVSTACCBCCCCA) y SLV5749 

(CTCGCCACCTACRAWGCBTGGTT) codificantes para la proteína principal de la 

cápside VP1 (Aragáo y col., 2010; Romani y col., 2012). 

La principal forma de contagio de sapovirus es la vía fecal-oral, de persona­ 

persona, así como el consumo de alimentos o agua contaminados. El periodo de 

incubación es de 12-48 horas para que la gastroenteritis se manifieste. El cuadro clínico 

se caracteriza por la presencia de diarrea y vómito, aunque pueden presentarse otros 

síntomas como: fiebre, dolor abdominal, náuseas, dolor de cabeza, entre otros. La 

enfermedad ocasionada por este virus usualmente se cura en una semana sin necesidad 

de medicamento, convirtiéndolo en un proceso autolimitado, aunque ocasionalmente 
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puede presentarse como infección asintomática (Dos Anjos y col., 201 1 ;  Hall y col., 2013; 

Oka y col., 2015). 

Clasificación y Estructura 

Sapovirus es un virus con envoltura y un diámetro de 30-38 nm, presentan forma de 

estrella (Figura 1 ), su genoma es de RNA lineal de cadena sencilla en sentido positiva 

(ssRNA) de aproximadamente 7.3 a 7.5 Kb y su extremo 3' se encuentra poliadenilado 

(Figura 2) (Hansman y col., 2007; Zuckerman, 2009; Oka y col., 2012; Hall y col., 2013; 

Varela y col., 2016). 

La clasificación de sapovirus es con base a la secuencia del gen que codifica 

para la cápside (VP1 ). Según esta clasificación hasta el momento, se ha descrito que 

sapovirus se divide en 14 genogrupos (GGI-GGXIV), de los cuales GGI, GGII, GGIV y 

GGV son lo que se asocian a infecciones en humanos (Farkas y col., 2004; Sdiri-Loulizi 

y col., 2011 ;  Matussek y col., 2015). 

Figura 1 .  A) Estructura de la partícula viral (ViralZone, SIB Swiss lnstitute of 

Bioinformatics, 2008). B) Micrografías electrónicas de transmisión de partículas de 

sapovirus de muestras clínicas. (Oka y col., 2015). 

8 



Sapovirus cuenta con dos o tres marcos abiertos de lectura (ORFs), debido a un 

mecanismo llamado "escaneo fugaz" (leaky scanning) el cual un codón de iniciación débil 

de ARNm es a veces saltado por el ribosoma en la iniciación de la traducción. Además 

cuenta con seis proteínas no estructurales (NS1-NS7) y la proteína principal de cápside 

(VP1) son codificadas por ORF1, mientras que ORF2 y ORF3 codifican para proteínas 

que aún no han sido claramente definidas (Hansman y col., 2007; Svraka y col., 2010; 

Oka y col., 2012). ORF3, se encuentra superpuesto en ORF1 y sólo está presente en 

ciertos genogrupos de sapovirus (Tse y col., 2012). 

IRNA Genémico 

L p28 i NTPase p32 i VPg l'roteasa-pollmerasa 

lwinicio y TG1rminación 

Ribosomal 

!Pdliproteína ORFl 

CP .Gp),.__._,......-:-,--��--¡-:-:=-::--r-..,,.,.�3· 
IRNASub.gen6mioo �- jORF� VPi 

Figura 2. Estructura del genoma de sapovirus (ViralZone, SIB Swiss lnstitute of 

Bioinformatics, 2008). 

Por medio de estudios filogenéticos, se ha identificado los genotipos de sapovirus 

y a la fecha se conocen 17, los cuales muestran más de un 20% de variaciones 

nucleótidicas en el gen de la cápside (Lu y col., 2015; Matussek y col., 2015). El 

genogrupo comúnmente encontrado en humanos es GI, siendo el genotipo Gl.1 el 

asociado a diarreas agudas en países como México, Tailandia, Japón y Pakistán (Sdiri­ 

Loulizi y col., 2011 ). Recientemente se han identificado varias cepas recombinantes de 

sapovirus, las cuales pueden generarse por tres formas de recombinación: 

intergenogrupo, intergenotipo e intragenotipo (Phan y col., 2007). Se propone que las 

recombinaciones se originan debido al cruce entre la proteína VP1 y la polimerasa en 
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ORF1, ya que esta región es altamente conservada entre las cepas de Sapovirus 

(Hansman, 2005; Phan y col., 2007; Chanit, 2009; Oka y col., 2015). 

Replicación 

La cepa Cowden es la única cepa de los sapovirus entéricos porcinos de la cual se han 

podido hacer cultivos celulares (Buesa y Rodríguez, 2016). Debido a que no se ha 

descrito un cultivo celular in vitro disponible para Calicivirus humanos, su ciclo de 

replicación celular se deduce de cepas de Calicivirus animales que tienen una 

organización similar del genoma y pueden propagarse en cultivos celulares (Buesa y 

Rodríguez, 2016). 

Los Calicivirus entéricos humanos se replican en el tracto gastrointestinal 

superior, lo que causa infecciones citolíticas en los enterocitos de las vellosidades 

intestinales, pero sin afectar a los enterocitos de la cripta del intestino delgado proximal. 

La unión al receptor de la célula diana es mediada por carbohidratos, pero en el caso de 

los genogrupos de sapovirus GI y GIV no se ha observado interacción con las proteínas 

de unión de las hemoglobinas, como en el caso de norovirus, por lo que tal vez exista la 

posibilidad de que los otros genogrupos puedan tener actividad de unión a ellos (Shirato­ 

Horikoshi y col., 2007; Buesa y Rodríguez, 2016). 
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Patogénesis y Epidemiología 

Desde el 201 O a la fecha, sapovirus y norovirus han surgido como importantes agentes 

etiológicos de la epidemia de las enfermedades diarreicas y esporádica en todos los 

grupos de edades (Matussek y col., 2015). La gastroenteritis viral es una enfermedad 

común con alta morbilidad en todo el mundo, especialmente en los lactantes y los 

ancianos (Oka y col., 2015). La mortalidad entre los niños es mayor en los países en 

desarrollo que en los países desarrollados (Svraka y col., 2010). Estos virus también 

están asociados con brotes esporádicos de gastroenteritis en lugares como guarderías, 

escuelas, hogares de ancianos orfanatos, y hospitales. Sapovirus afecta principalmente 

a bebés y niños menores de cinco años, en algunos casos puede provocar infecciones 

asintomáticas. En comparación a norovirus, sapovirus es menos estudiado, debido a que 

es un proceso auto limitado y puede pasar desapercibido ya que la enfermedad 

ocasionada es leve (Hall y col., 2013). 

La gastroenteritis por sapovirus puede ser leve o moderada y presenta una tasa 

de prevalencia no más del 10% a nivel mundial (Matussek y col., 2015). Los Calicivirus 

son una causa importante de enfermedades humanas, y se enumeran los agentes 

patógenos en la categoría B de acuerdo con el Instituto Nacional de Alergia y 

Enfermedades Infecciosas de clasificación de los agentes patógenos importantes para 

la biodefensa. Sapovirus es comúnmente encontrado tanto en alimentos como en el 

agua contaminada, la cual ha sido implicada como la fuente principal de la infección (Dos 

Anjos y col., 2012). El principal mecanismo de transmisión es el directo (fecal-Oral), si 

bien la transmisión por el consumo de alimentos y/o agua contaminada es relevante; su 

transmisión se favorece por su persistencia en el medioambiente, por la ausencia de 

inmunidad de larga duración, por la baja dosis infecciosa (menos de 1 O partículas 

virales). El reservorio y la fuente de infección son las personas con enfermedad aguda 

(Oka y col., 2015). 
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Cuadro Clínico y Diagnóstico 

Sapovirus infecta al intestino delgado proximal generando síntomas clínicos que incluyen 

vómitos, dolor abdominal, deshidratación moderada grave, mala absorción de la lactosa 

y en menor medida diarrea y fiebre (Dey y col., 2007). El cuadro clínico de presentación 

suele ser más leve incluso que el de norovirus y suele autolimitarse, por lo que es muy 

rara la necesidad de hospitalización. El periodo de incubación varia entre 1-3 días 

(Figura 4) y su duración oscila entre 12 y 60 horas (Blacklow y Greenberg, 1991; Murray, 

2006; Red, 2009; Bello y Hernandez, 2009). 

Las infecciones causadas por sapovirus son poco frecuentes; sin embargo, ha 

sido recientemente reportado como una causa ocasional en hospitales y centros de salud 

en grupos de edad que varían de adultos jóvenes a ancianos. Lo que sugiere menos 

restricción de edad para la enfermedad de lo anteriormente observado (lshida y col., 

2008: Pang y col., 2009). La diarrea asociada a sapovirus es leve, aunque pueden ocurrir 

casos graves (Robinson y col., 2002). 

Las cepas de sapovirus humanas no se pueden cultivar, por lo que su diagnóstico 

de sólo puede realizarse por medio de técnicas de biología molecular. Hasta el momento 

no existen métodos inmunológicos comercializados para el diagnóstico de las 

infecciones por sapovirus, por lo que debe realizarse por técnicas de transcripcion 

reversa acoplado a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con 

oligonucleótidos específicos de sapovirus o con oligonucleótidos comunes a norovirus y 

sapovirus. Los genotipos de las cepas se determinan habitualmente por secuenciación 

de regiones amplificadas del gen de la ARN polimerasa y del gen de la cápside (Murray, 

2006; Svraka y col., 2007; González, 2007; Red, 2009). En la actualidad, con el uso de 

técnicas moleculares, sapovirus ha sido cada vez más implicado como una causa muy 

importante de gastroenteritis (Grant y col., 2017). 
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HIPÓTESIS 

La detección de sapovirus causantes de gastroenteritis en niños menores de cinco años 

en la región del sur de Sonora será mayor o igual al 6% respecto a casos previamente 

reportados en México. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

Detectar y determinar el genotipo de las cepas de sapovirus en niños con gastroenteritis 

menores de cinco años en la región del Sur del estado de Sonora. 

Objetivos Específicos 

• Evaluar la severidad de la gastroenteritis mediante la escala propuesta por 

Ruuska y Vesikari. 

• Determinar la incidencia de sapovirus en niños menores de cinco años con 

gastroenteritis y su relación con la severidad de la gastroenteritis en la región del 

Sur del estado de Sonora. 

• Identificar los genotipos correspondientes de las cepas circulantes de Sapovirus 

detectado durante el periodo de estudio, mediante la secuenciación parcial del 

gen codificante para la proteína VP1 de la cápside en el marco de lectura ORF1. 
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MATERIALES Y METODOS 

Área de Estudio 

Las muestras de heces fecales se recolectaron del Hospital Regional de Navojoa y el 

Hospital del Niño y la Mujer en Cd. Obregón. Para el transporte de las muestras se 

utilizaron refrigerantes para mantener la temperatura fría, sin utilizar preservadores, una 

vez en el laboratorio se realizó una suspensión de cada muestra recolectada (heces 

diarreicas), en buffer de fosfatos (PBS) al 20% y posteriormente se almacenaron a -20ºC 

hasta su uso. 

Criterios de Inclusión y Exclusión 

Se recolectaron muestras de heces de niños con gastroenteritis. Para el criterio de 

inclusión se consideró la edad del menor, no mayor a 5 años, presentar 3 o más 

episodios diarreicos en un tiempo no mayor de 24 h, vómito, fiebre o uno de los síntomas 

mencionados. Para lo anterior se aplicó un cuestionario en la recepción de cada una de 

las muestras donde se especificaba los síntomas que el paciente padecía (Anexo 1 ). 

Como criterios de exclusión, se consideró que la gastroenteritis fuera de origen 

bacteriano o parasitario y que el infante tuviera más de 5 años. Las muestras obtenidas 

de niños con gastroenteritis se transportaron al laboratorio de Microbiología e 

Inmunología (JL203) de la Universidad de Sonora, Unidad Regional Sur. 

Estimación de la Severidad de la Gastroenteritis 

La severidad de la gastroenteritis se determinó en base al análisis de los síntomas del 

paciente de acuerdo a la escala de severidad propuesta por Ruuska y Vesikari, 1991. La 

escala de severidad, consiste en una tabla que resume cada uno de los síntomas de la 
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gastroenteritis como son diarrea, vomito, fiebre y deshidratación, estimando la frecuencia 

de cada uno y el puntaje especifico asignado de acuerdo a la escala (Anexo 2). La 

sumatoria de los puntos en un caso determinado puede asociarse a la severidad de la 

gastroenteritis, una puntuación s1 O se relaciona con casos de gastroenteritis leve, � 1 1  

casos moderados y �15 severos. 

Extracción de Ácidos Nucleicos 

La ex1racción del RNA se realizó utilizando el kit comercial QIAamp® DSP Viral RNA 

Mini Kit 50 (QIAGEN, Germany) de acuerdo a las indicaciones del proveedor. 

Brevemente, 140 µL de la muestra fueron mezclados con 560 µL del buffer mix (buffer 

AVL + buffer carrier RNA AVE) y homogenizados por 15 segundos mediante vortex 

(VORTEX MIXER), posteriormente se incubo a 25ºC por 10 minutos para finalmente 

agregar 560 µL de etanol (96 % - 100%). Posteriormente, 630 µL de la mezcla anterior 

fue colocada en una minicolumna QUlamp y centrifugada a 6000 X g (7500 RPM) por un 

minuto para que el RNA se una a la membrana de las columnas. Las columnas fueron 

lavadas adicionando primeramente 500 µL del buffer AW1 y posteriormente con 500 µL 

del buffer AW2. La elución del RNA se realizó adicionando 60 µL de buffer AVE y 

centrifugando a 6000 X g (7 500 RPM) por 1 minuto, para finalmente almacenarlo a -20 

ºC. 

Síntesis de DNA Complementario y Amplificación del gen Parcial ORF1 

La síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizó a partir de RNA utilizando el kit 

QIAamp® DSP Viral RNA Mini Kit 50 (QIAGEN, Gerrnany). Brevemente, se mezclaron 

10 ng de RNA con 1µL (1µM) del oligonucleótido ex1emo SLV5317, se incubó a 95ºC 

por 5 min y posteriormente se adicionaron 7 µL de la siguiente mezcla: 2 µI de Buffer M­ 

MLV RT 5X (PROMEGA®), 1 .3 µI de MgCI, (25 mM), 3.2 µI de dNTPs (dATP, dGTP, 

dCTP, dTIP) y 2 U de RT M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 
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Transcriptase, PROMEGA®). Finalmente, la mezcla anterior se incubó a 42ºC por 60 

min, seguido de 10 mina 72ºC y se almacenó a -20ºC. 

La región parcial de la cápside ORF1 fue amplificada por medio de PCR en un 

termociclador (ProFlex PCR System, Applied Biosystems) usando oligonucleótidos 

específicos diseñados en base a la secuencia nucleótidica para sapovirus (KP29867 4.1 ). 

La reacción de PCR fue a un volumen final de 12.5 µI conteniendo: 6.5 µL de PCR Master 

Mix (PROMEGA®), 1 µL de cDNA equivalentes a 25-100 ng de RNA, 0.25 µL (25 µM) 

del oligonucleótido sentido "SLV5749" (CTCGCCACCTACRAWGCBTGGTI) y 0.25 uL 

(25 µM) del oligonucleótido anti sentido "SLV5317" 

(CGGRCYTCAAAVSTACCBCCCCA). Las condiciones del programa de PCR fueron las 

siguientes: 94ºC por 3 min, 35 ciclos de 3 etapas a 94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 

segundos y 72ºC por 1 min, finalmente un ciclo de 72ºC por 7 min (Romaní y col., 2012). 

El producto de PCR fue separado por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 

1 .5% teñido con SYBR® Safe DNA Gel stain (invitrogen) y visualizado en un 

fotodumentador MiniBis Pro DNr (Bio-lmaging Systems). Finalmente, los productos de 

PCR fueron purificados a partir del gel de agarosa utilizando el kit comercial Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA®) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. 

Secuenciación y Análisis de las Secuencias 

Los productos de PCR fueron secuenciados por el método Sanger en la Unidad de 

Síntesis y Secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología de la Universidad 

Autónoma de México en Cuernavaca, Morelos. Para demostrar que las secuencias 

nucleótidicas obtenidas corresponden a sapovirus, estas se compararon con las bases 

de datos del GenBank usando el algoritmo BLAST (NCBI) 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Por otro lado, para determinar el genogrupo 

correspondiente, se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias nucleótidicas 

obtenidas con las depositadas en la base de datos del GenBank (Tabla 2) usando el 
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programa BioEdit Sequence Alignment Editor 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdiUbioedit.html). Finalmente, las secuencias alineadas 

fueron analizadas utilizando el programa MEGA 7.0 (http://www.megasoftware.neU) para 

realizar el estudio filogenético. Los grupos de datos generados fueron analizados por el 

método de máxima verosimilitud en base al modelo Tamura-Nei (1993) con 1.000 

bootstrap. 

Tabla 2. Secuencias utilizadas en el alineamiento múltiple reportadas en el GenBank. 

Nº Procedencia Genotipo Nº de Acceso (GenBank) 

1 Venezuela Gl.1 GU296663.1 
2 Japón Gl.1 FJ823082.1 
3 India Gii KU317449.1 
4 Japón Gll .1  LC081177.1 
5 Aichio Gll.1 LC086705.1 
6 PHL Gll .1  KP067430.1 
7 Brasil GII I  GU013771.1 
8 Angelholm GIV.1 00125333.1 
9 Sapporo GIV.1 00125333.1 

10 Japón GIV.1 00058829.1 
11  Japón GIV.1 00366346.1 
12 California GV.4 JN420370.2 
13 Tailandia GV.1 AY646856.2 
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RESULTADOS 

Análisis de la Severidad de la Gastroenteritis 

El análisis de la severidad de la gastroenteritis se realizó en base a 1 1 8  muestras. Del 

total de los casos, 64 (53.85%) se asociaron a niños y 54 (46.15%) a niñas. Donde ambos 

géneros 1 1 8  (100%) presentaban diarrea entre uno y cuatro dias de duración, 55 (46%) 

vómito y 46 (39%) fiebre. Con respecto a la edad de los menores, 84 (72%) eran menores 

de dos años (Figura 3). Los niños menores de 1 año presentaron mayor incidencia en la 

sintomatologia con respecto a la gastroenteritis. El análisis de severidad de la 

gastroenteritis mostró que 85 (72.03%) se asocian a casos de severidad leve, 26 

(22.03%) moderados y 7 (5.98%) a casos severos (Tabla 3). 
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DESHIDRATACION 

Figura 3. Severidad de la gastroenteritis en niños. Descripción de la sintomatologia 

presente en los niños menores de cinco años con gastroenteritis en el Hospital General 

de Navojoa y en el Hospital del niño y la mujer. 
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Con respecto a la severidad de la gastroenteritis ocasionada por sapovirus, se observó que 

los pacientes eran niños con edad que oscila entre los 4 meses y 5 años, incluyendo una 

sintomatología clínica de diarrea moderada (100%), fiebre (16%), deshidratación leve (33%) y 

en menor caso vómitos (16%) (Tabla 4). Según la escala propuesta por Ruuska y Vesikari, el 

67% de los casos positivos para sapovirus se posicionan en una severidad leve, mientras que 

el 33% en una severidad moderada. 

Tabla 4. Aspectos clínicos de los niños que presentaron gastroenteritis a causa de 

sapovirus. 

Edad Sexo Diarrea Vómito Temperatura* Deshidratación Severidad de la 
(dias) (dias) (ºC) gastroenteritis** 

4m M 1-4 o 37 Leve Leve 

36m F 2 o 37 Sin deshidratación Moderado 

12m F 2-3 o 37 Leve Leve 

60m M 3 o 38.5 Sin deshidratación Leve 

24m M 3 40 Leve Leve 

12m M 6 o 37 Leve Moderado 

•en niños se considera Fiebre >38ºC 

** Escala de severidad de gastroenteritis de Ruuska y Vesikari 
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Amplificación del gen de la cápside de sapovirus 

De las 1 1 8  muestras analizadas solo en 6 (7 %) amplificó el fragmento esperado de -434 pb 

correspondiente a la región parcial del marco de lectura ORF1 codificante para la proteína 

principal de la cápside VP1 (Figura 4 ). 

500 PB 

400 PB 

300 PB 

200PB 

100PB 

1 .2 3 4 s 6 7 8 

Figura 4. Amplificación del gen de la cápside VP1 de sapovirus, carril 1 :  Marcador de pares 

de bases (100pb DNA Ladder, Promega); carril 2-7 amplificación del segmento de la cápside 

( 434 pb ); carril 8 Control negativo. 

Por otro lado, el producto de PCR que amplificó para el gen de la cápside de sapovirus fue 

enviado y secuenciado al Instituto de Biotecnología de la UNAM. En el análisis de secuencias 

a nivel de nucleótidos de 2/6 de las muestras positivas para sapovirus secuenciadas, nos 

revelo que 1 pertenece a sapovirus genotipo Gl.1 con una identidad del 100% con cepas de 

sapovirus aisladas en Venezuela (GU296663.1) y Japón (FJ823082.1) y 1 a sapovirus Gll.1 

con una identidad del 96.7% con cepas aisladas en la India (KU317449.1) y Japón 

(LC081177.1) (Tabla 5). 
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El análisis filogenético de las 2 secuencias parciales de sapovirus aislados en este estudio, 

indicaron que una se agrupa al genogrupo Gl.1 misma que se ubica en el grupo de cepas 

aisladas en Venezuela y Japón con un porcentaje del 99% (Figura 5). Por su parte, la cepa del 

genogrupo GI I aislada en este estudio, se relacionó con el clúster correspondiente a cepas de 

sapovirus Gll .1  aisladas en India, Filipinas y Japón con un porcentaje del 99% (Figura 5). 
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DISCUSIÓN 

Sapovirus es uno de los agentes virales que comúnmente se asocian a infecciones 

gastrointestinales en niños menores de cinco años (Gutiérrez y col., 2010; Gomez y col., 2012). 

La detección de este virus se realiza actualmente por síntesis de cDNA y PCR del genoma 

viral; esta prueba ha permitido que sapovirus sea descrito como un patógeno emergente y 

poco frecuente en México y en otras partes del mundo como Japón y Canadá entre otros 

(Chiba y col., 2000; Phan y col., 2007; Farkas y col., 2004; Pang y col., 2009; Sdiri-Loulizi y 

col., 2010). 

A pesar de que la incidencia real de sapovirus ha sido difícil de estimar por el reducido 

número de reportes disponibles a nivel mundial; estudios recientes han descrito que este virus 

juega un papel importante en términos de salud infantil (Zhou y col., 2016). Por tal motivo, el 

objetivo del presente estudio fue detectar y detenminar el genotipo de las cepas de sapovirus 

en niños con gastroenteritis menores de cinco años en la región del sur del estado de Sonora. 

Los resultados indicaron que sapovirus se presentó con una incidencia del 7% (6/118) de las 

muestras analizadas, principalmente en muestras de niños menores de dos años, la cual 

presenta un aumento en la incidencia en comparación con estudios realizados en la Ciudad 

de México en el año 2010 y 2012, en la cual la incidencia de sapovirus oscila entre 0.25-1% 

(Gutierrez y col., 201 O: Gomez y col., 2012). Este es el primer estudio en el estado de Sonora 

donde se describe la presencia de sapovirus asociado a casos de gastroenteritis en la 

población infantil. 

Para determinar la severidad de los casos de gastroenteritis por sapovirus en niños 

menores de cinco años, se realizó un análisis de cada uno de los síntomas en base a la escala 

propuesta por Ruuska y Vesikari (1991). El análisis de la severidad de la gastroenteritis de las 

1 1 8  muestras en total indicó que el 72.03 % (85/118) de los casos se asociaban a severidad 

leve, 22.03% (26/118) moderados y 5.98% (7/118) a casos severos. Por su parte, los casos 

positivos para sapovirus se asociaron a severidad leve en un 66% (4/6) y a una severidad 

moderada en el 34% (2/6). En promedio la gastroenteritis por sapovirus fue de 8 puntos 

respecto a la escala. En comparación con otros estudios en la región sobre otros agentes 

virales causantes de gastroenteritis en niños menores de cinco años, la severidad de la 

gastroenteritis ocasionada por sapovirus es más leve que la ocasionada por rotavirus y 
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norovirus, lo cual concuerda con lo mencionado por diferentes autores (Pang y col., 2009; Oka 

y col., 2015). 

Al realizar el análisis de secuencias de las dos muestras positivas para sapovirus se 

observó que una de las cepas pertenecía al genotipo Gl .1 ,  la cual es una de las cepas más 

reportadas y asociadas a diarreas agudas en países como Tailandia, Japón y Pakistán (Sdiri­ 

Loulizi y col., 2011 ). Por su parte, el análisis de otra de las cepas de sapovirus revelo que 

pertenece a cepas GII. I ,  la cual no se ha reportado en México y ha sido reportada en pocos 

países como Japón y Brasil (Aragáo y col., 2010; lritani y col., 2015). Aunque los casos de 

sapovirus se asociaron en su mayoría a gastroenteritis leves; este virus no deja de 

considerarse como un patógeno presente en la región como agente causal de diarrea en niños 

afectando su calidad de vida y su desarrollo. Aunado a lo anterior, la detección de genotipos 

poco comunes es indicador de la variabilidad genotípica del virus y del riesgo potencial de 

brotes infecciosos de sapovirus asociados a casos de gastroenteritis severa. Por tal motivo, la 

determinación de la incidencia y la variación de genotipos de sapovirus son importantes para 

el estudio del virus y el planteamiento de mejores estrategias de detección y prevención. 
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CONCLUSIÓN 

De las 1 1 8  muestras analizadas, 6 muestras fueron positivas para sapovirus (7%), mientras 

que el análisis de secuencia de 2/6 de las muestras revelo la presencia de sapovirus Gl .1  y 

Gll .1 ,  siendo esta última poco reportada a nivel mundial y reportada en México por primera 

vez. El análisis filogenético, indico que las cepas reportadas en este trabajo, se ubican en el 

mismo grupo de cepas circulantes en Venezuela, la India y Japón. La severidad de la 

gastroenteritis ocasionada por sapovirus con respecto a los casos positivos, tiene una 

severidad leve, pero no se descarta el posible aumentó de dicha severidad, dejando en claro 

la importancia de seguir monitoreando a nivel molecular las cepas circulantes de sapovirus en 

el país. 
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Anexo 1 

Encuesta 

IDENTIFICACIÓN: 

NOMBRE: 
Apellido paterno Apellido materno Nombre (s) 

FECHA DE NACIMIENTO: __} __} __ 
dd mm •• MUNICIPIO: ESTADO: 

GENERO: M 
-- 

F 
-- 

EDAD:___}__} __ 
Año Mes Oía 

DOMICILIO ACTUAL: 
Calle y número Colonia y/o Localldad Municipio/Estado 

DATOS DE LA UNIDAD TRATANTE: 
NOMBRE: CLAVE: 

¿El niño está en una guardería? Sí __ Nombre de la guardería: No 
-- 

ANTECEDENTES Evacuadones en 24 hrs D Deshidratación 
D ¿SE ALIMENTA DE PECHO D l. 1 - 3  pordia l. Sin deshidratación 

MATERNO? 2. 4 - 5  por día 2. Leve 
l. Si 3. > 6 por día 3. Moderada/severa 
2. No Otro: 

Tratamiento D Edad de Inicio Días con vómito 
D 

l. Ninguno 
Edad de termino l. No vómito 2. Medicamente supervisado 

2. 1 día 3. Hospitalizado 
CARACTERISTICAS CLÍNICAS 3. 2 días 
FECHA DE INICIO 4. 3 días Vacuna contra rotavirus: 

1 1 1 1 1 1 1 Otro: Rotarix (si/no) 

Día Mes Año li dosis: 
-- 

Fecha: 

Episodios de vómito en 24 hrs. 2<H dosis: 
-- 

Fecha: 
EVACUACIONES: l. cero D 
l. Liquida D 2. 1 Por día Rotateq (si/no) 

2. Pastosa 3. 2-4 por día 
li dosis: 

-- 
Fecha: 

3. Formada 4. > 5 días 2d• dosis· 
-- 

Fecha: 

Otro: 
3ª dosis: 

--- 

Fecha: 

SÍNTOMAS Datos de laboratorio: 
Números de días con diarrea 

D 
Temperatura en ºC 

D l. 1-4 días l .  37 ºC Fecha de toma de muestra: 
2. 5 días 2 .  3 7 . 1  ºC - 3 8 . 4  ºC 1 1 1 1 1 1 1 

3. > 6 dias 3. 3 8 . 5  ºe 3 8 . 9  ºe Día Mes Año 
Otro: 4 .  >39 ºe 

Resultado: 

Observaciones: 

Responsable de la Información: 

Nombre:_ Teléfono: 

Dirección: 
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Anexo 2 

Tabla severidad de la gastroenteritis de Ruuska 

Tabla que resume cada uno de los síntomas de la gastroenteritis, la frecuencia de cada uno y 

el puntaje especifico asignado de acuerdo a la escala de Ruuska y Vesikari, 1991. La 

sumatoria de los puntos en un caso determinado puede asociarse a la severidad de la 

gastroenteritis una puntuación :510 se relaciona con casos de gastroenteritis leve, ;,,11  casos 

moderados y ;,,15 severos. 

:r T.ac,uationtt en 24 h 

Ip:isodios dPTómiro eu 24:h 

Tr.n:.alUP.oro 

JJRI:,C111?iClf.A !P0\10S 

<1 q 

l-4 l 

s 2 

6 3 

1-3 1 

4-S 2 

x5 3 

J;o v&::ú.1:o� o 

l 1 

2 2 

3 3 

o o 

� 

2--! 2 

>5 3 

37 •e o 

37.1 •e - 38.4 •e 1 

29 .. 5 •e 39.9 •e 2 

>3!5- •e 3 

1'ada o 

=� 2 

},fodua<la'= 3 

Nugnuoill ouo o 

MnlÍGllllfnlt SU.Pffii'3do l 

HospiJalizado 2 
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Anexo 3 

Solicitud de Secuenciación 

UNIDAD DE SlNTESlS 'll :S:leCIIJENCJACION OE ONA �USS:l>NA) DEL S1il11'!UTO OE 

IBIOTECMOLOO.IA IDE U IUllM/111 

Sollci.ta:nui.:. small:. T.fll. _ 

nsfiloo'611.: ID.11p9.11d.eltcla:. _ 

ILl.lle.r acadílmko:_ Feo'ha del sollcllll4: _ 

NOTA: N>estro-- de CJWllee ......-- alreded« de ñlOpari:5 de ba.es a  parir  
detallase SD,<le5deele:c!P-m03' deldlgo...-.par:ael �oe1eo.-. 

SZI.ECCIDrU" T�c:.aDO Boc�:rce de �.e rk>e:!:tce ée 
'lttflO a.e NJJJI e tr.tip , e , a , ceeeceeee s , a 1 :i,go ,,. T.il 

Xi t t::�da pera la 
pclX'iftced.á.G. del llD. 

1 l?Cll i?lá--a:ido ·--- ------- ------ --------- 
:2 Kll. el.é:-<:ida ------- ------ --------- 
3 IE'Cll E'lé-;,rido ------- ------- ---------- 
4 eoc:a e�do ------- ------- ·---------- 

� "°' ".V-=ida --- ------- ------ --------- 
6 ?01. P�d.o --- ------- ------- ---------- 
7 PO!. Pl.ó-=ida --- ------- ------- ---------- 
8 E'Oi Pli=ida ·--- -------- ------- ---------- 
9 E'Oi l?li.=ida --- ------- ------- ---------- 
10 E'Oi Pli=ida --- ------- ------- ---------- 
11 =-ca o?li-.ccido ··--- ------ --------- 

!? E'Oi Pli=ida ·--- ------- ------ --------- 
11 �ca eJJíO--cido ·--- ------- ------ --------- 

1, "Cll !?�do·--- ------- ------ --------- 
JS li?CB. i?l,ii-eido ------- ------- ---------- 
li E"Cll eli:-aido ---- -------- ------- ---------- 
17 E"Cll eli-.ctida ------- ------- ---------- 
1a POI !:'Já--aido ------- ------ --------- 
s·; n:i,.ta,; algo ,J!Xlr.añn en b se:ouenc:ias, ¡po;rmw inlíimlana.s dftlltilmllllle a ta l!XIBIJSión 

2771.2 o emall � para tr.atar dJ> re.solvercel [JJrdlbma. 

IPREPAIRACIOH DE LA MUESTRA: 
La mez<&a t1HJVOlltp.., __ _.,,,,....,..........,.....,de 15 p,J."".., IUIIOe¡,pe,ldodoe ¡,a plana de 
0.2 mi para FCR. .., anote,Jooes en la &a,.aa- Oic:ha meu&a <1e1>e ""'1leller 10 ,.,._ del ..., <!legído para 
� fp<lJ '*""1JIO, 1 ¡j de '>QfuQGn de dligG 10 p&l,I {PnlOl/pll)J y 31J0.<511!! ng de pla!!n*5C ol !SU - "" 
de 3-5 KI>. Si el ple..- e5 del dollle de lamalli:>, ....... .,... oe deben "'1iregar 600-1000 ng. !En caso de 
prllduOIDS de PCR. álQs IS<' del>en pmllear p<lJ gel y "'*"961 1(1)-1211 ng. me?llla«W """ 10 ¡,rnota,l d2 digo. 
en el llll<lno .......... 1IRal de 16 p,J. Lil <Oalda<l del proc,!'lO de � dep!nd:e J)IWipalrJJente de ta 
llalltl811 � CWllod.aG del ONA � A1ie5 de """'81" w ............ ,w, � analz.alla5 por 9f1 y 
ouana-lk:ar&as por nanodrop. La cuanlllieaclón ,,.,. gel e.s tS&qellva y m d:ebe usa/'JI! par.a "5lllnar la 
""'"""WIICIM de DNA. 

L11 IJIS3CWA puetle adldonar lm ongonu,;ir.-.oa, 
rn1�-..a fORVl."iiló :;-�n nccc.,,GTcACG rrc u,.3· 

m131pUC� 5'-TTGlCAGCGC.-.TAACA .. TTTC-:3" 
l7 PRIIAE!R 5"-TM TACGI\C tC.-.CTA lAGGG-3" 
SK F'Rlt.ER 5· -cGC TCT N». AC1 AGT GGA rccr 

't.l AAIIAE!R 5'-CCCAnTMCCt: TC.-.CTAA..C-3" 
KSPRlt.11:11 5'-TCGAGG TCGACG GTA TCG-::r 
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