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RESUMEN

La gastroenteritis aguda es una infeccion de la porcion proximal del intestino delgado y del
colon; afecta comUnmente a nifos menores de 5 afios. 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 nifios menores de cinco afios. Sapovirus se clasifica actualmente en 14
genogrupos {GI-GXIV), de los cuales G, Gii, GIV y GV son lo que se asocian a infecciones en
humanos. En el presente trabajo, se detectd y analizé el genotipo de las cepas de sapovirus
en ninos menores de cinco anos con gastroenteritis atendidos en el Hospital del Nifio y la Mujer
en Cd. Obregon y en el Hospital General de Navojoa. Se realizd una extraccion de RNA
genomico a partir de muestras de heces de nifios con gastroenteritis y posteriormente se llevd
a cabo la sintesis de DNA complementario {cDNA) y la amplificacion por PCR de la region
codificante de la capside VP1 (ORF 1) de sapovirus. El producto de PCR fue purificado y
posteriormente secuenciado. De un total de 118 muesiras de heces de nifos 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 analisis de secuencia indico que dos de las muestras
positivas para sapovirus eran genoctipo GL.1 (1) y GIl.1 (1). Esta ultima cepa de sapovirus
{Gll.1) no ha sido identificada en México, sin embargo, en otros paises como en la India y
Japon se reporta con una prevalencia del 2.7%, donde ha sido asociada a infecciones
gastrointestinales severas. Por lo anterior queda establecido el aporte epidemiologico con
respecto que cepas de sapovirus causante de gastroenteritis circulan en la region del Sur del
Estado Sonora. La deteccion de cepas emergentes causantes de gastroenteritis como en €l
caso de sapovirus deja en claro la necesidad de mas estudios de monitoreo epidemiologico y
caracterizacion molecular de este virus, debido a que su estudio epidemiolégico puede
contribuir con el planteamiento de nuevas estrategias preventivas conira enfermedades

gastrointestinales causadas por sapovirus.



INTRODUCCION

La gastroenteritis se define como una inflamacion del revestimiento gastrico e intestinal,
atribuible a una infeccién causada en un 70% por agentes virales, de los cuales sobresalen
rotavirus, sapovirus, norovirus, adenovirus entéricos y astrovirus. Este padecimiento afecta
principalmente a nifitos menores de cinco afios y adultos de edad avanzada, ocasionandoles
un cuadro clinico de diarrea, vomito y fiebre (Hostetler, 2004; Riechmann y col., 2014; Olivart
y col, 2017). Las enfermedades gastrointestinales son un problema a nivel mundial, sobre
todo en paises en vias de desarrollo, donde los indices de mortalidad son elevados (Martinez
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 afio reporté 4,556 decesos
causados por infecciones intestinales en las mismas fechas (Hernandez y col., 2011). Entre
los virus causantes de gastroenteritis sapovirus ha emergido a nivel mundial en donde, se ha
incrementado el nimero de brotes y casos esporadicos de gastroenteritis aguda en nifios
menores de cinco afios. Debido a que se han realizado pocos estudios de sapovirus es dificil
establecer correlaciones o conclusiones sobre las tasas de incidencia, deteccién y prevalencia
general. Sin embargo, de los estudios realizados se ha observado que la infeccion por
sapovirus es mas frecuente en nifos pequenos que en adultos (Hansman y col., 2007; Svraka
y col., 2010).

Los brotes de gastroenteritis aguda ocasionada por sapovirus pueden variar de una
region geografica a otra, lo que podria generar la presencia de este virus durante todo el afio.
Aunado a esto, el vius es capaz de presentar mutaciones y re-arreglos genéticos, que
permiten su evolucion y generacién de cepas emergentes, aumentando su virulencia con
capacidad de producir casos de gastroenteritis mas severas, por lo cual es importante el
monitoreo y caracterizacion de este tipo de virus causante de gastroenteritis aguda en Mexico,
asi como sus variaciones y la severidad de la diarrea ocasionada, ya que esto podria contribuir

a la creacion de estrategias preventivas eficientes (Olivart y col.,, 2017).




ANTECEDENTES

Gastroenteritis

La gastroenteritis aguda es un sindrome diarreico atribuible a una infeccion de la porcion
proximal del intestino delgado o del colon. Este padecimiento se encuentra entre las
enfermedades infecciosas mas comunes a nivel mundial, y se asocia a una elevada
morbimortalidad, particularmente en nifos, adultos mayores, individuos desnutridos o
inmunosuprimidos (Clivart y col., 2017).

Cada nifo menor de 5 anos de edad presenta promedio tres episodios anuales de
diarrea aguda, acompafiado o no de cefalea, deshidratacion y vomito. 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 afio.
Otras consecuencias directas de la diarrea infantili son desnutricion, disminucion del

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

De acuerdo ala Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2013, existen alrededor
de 2,000 millones de casos de enfermedades diarreicas a nivel mundial cada afo, y 1.9
millones de nifios menores de 5 afnos de edad fallecen por esta causa anualmente,
fundamentalmente en los paises en desarrollo. Esto asciende a 18% de todas las muertes de
nifios menores de cinco anos, y significa que mas de 5.000 nifios mueren cada dia como
resultado de enfermedades diarreicas a nivel mundial. De todas las muertes infantiles
provocadas por la diarrea, 78% ocurren en Africa y el sudeste Asiatico (Wilhelmi y col., 2003;
Farthing y col,, 2012; OMG, 2012).

La gastroenteritis en nifios ha sido un gran problema de salud a nivel mundial y una de
las principales causas de muerte en nifios en paises en vias de desarrollo, y puede ser de
origen bacteriano, parasitario y viral (Tabla 1). En Mexico segun el sistema nacional de
vigilancia epidemiologica (SINAVE) en 2011 se ha verificado 5437,299 de casos de
enfermedades infecciosas intestinales de los cuales una cuarta parte se presenta en nifios
menores de 5 anos, la gastroenteritis causada por virus representa mas del 70% de los casos.

De los agentes virales, rotavirus es el principal agente causal de gastroenteritis aguda en



lactantes y nifos pequefos a nivel giobal, seguido de norovirus y sapovirus (Efliott, 2007;
Ramani y Kang, 2009; Anderson, 2010).

TABLA 1. Principales agentes causantes de gastroenteritis

Tipo de Agente Infeccioso

Virus Bacterias Protozoos Helmintos
Rotavirus Campylobacter sp Giardia lambliia Ascaris L
Adenovirus Salmonellas Cryptosporidium sp Strongyloides
stercoralis
Astrovirus Shigella sp Entamoeba histolytica  Angyostrongylis C.
Calicivirus Escherichia coli Isospora belli Schistosoma
mansoni
Parvovirus Vibrio cholerae Dientamoeba fragilis Schistosoma
Jjaponicun
Cyomegalovirus Clostridium Blastocystis sp Capillaria P.
perfringens
Coronavirus Bacillus cereus Cyclospora Anisakis simple
e Cayetanensis

Fuente: modificado de: Diaz Mora y col., (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., 2013; Lu y col., 2015).



Sapovirus

Generalidades

Sapovirus fue detectado en 1977 en muestras de heces de nifios infectados de
gastroenteritis aguda en un brote epidémico que tuvo lugar en un orfanato en Sapporo,
Japon (Chiba y col.,, 2000). Sapovirus es parte de la familia Caliciviridae (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
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 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 nifios menores de dos afos, esto con respecto a los
demas Calicivirus humanos. Sin embargo, ka incidencia con la que se producen los
brotes de gastroenteritis causados por sapovirus no se conoce con exactitud (Farkas y
col,, 2000; Dominguez y col., 2009). Un estudio realizado en el 2010 en Brasil, reveld
una incidencia de sapovirus del 4.9% con respecto a los demas virus causantes de
gastroenteritis aguda. Por otro lado, se obtuvo una incidencia del 11.9% en un estudio
realizado en Iran en el 2012, utilizando un juego de oligonucledtidos especificos
SLv5317 (CGGRCYTCAAAVSTACCBCCCCA) y SLV5749
(CTCGCCACCTACRAWGCBTGGTT) codificantes para la proteina principal de la
capside VP1 (Aragéo y col., 2010; Romani y col., 2012).

La principal forma de contagio de sapovirus es la via fecal-oral, de persona-
persona, asi como el consumo de alimentos o agua contaminados. El periodo de
incubacion es de 12-48 horas para que la gastroenteritis se manifieste. El cuadro clinico
se caracteriza por la presencia de diarrea y vomito, aungue pueden presentarse otros
sintomas como: fiebre, dolor abdominal, nauseas, dolor de cabeza, enire ofros. La
enfermedad ocasionada por este virus usualmente se cura en una semana sin necesidad

de medicamento, convirtiendolo en un proceso autolimitado, aunque ocasionalmente
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puede presentarse como infeccion asintomatica (Dos Anjos y col., 2011; Hall y col., 2013;
Oka y col., 2015).

Clasificacion y Estructura

Sapovirus es un virus con envoltura y un didmetro de 30-38 nm, preseﬁtan 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 caol., 2016).

La clasificacion de sapovirus es con base a la secuencia del gen que codifica
para la capside (VP1). Segun esta clasificacion hasta el momento, se ha descrito que
sapovirus se divide en 14 genogrupos (GGI-GGXiV), de los cuales GG, GGli, GGIV y
GGV son lo que se asocian a infecciones en humanas (Farkas y col., 2004; Sdiri-Loulizi
y col., 2011; Matussek y col., 2015).

¥P1 Capside A)

VIRION o

Figura 1. A) Estructura de la particula viral (ViralZone, SiB Swiss Institute of
Bioinformatics, 2008). B) Micrografias electronicas de transmision de particulas de
sapovirus de muestras clinicas. (Oka y col., 2015).



Sapovirus cuenta con dos o tres marcos abiertos de lectura (ORFs), debido a un
mecanismo llamado “escaneo fugaz” (leaky scanning) el cual un codén de iniciacién débil
de ARNm es a veces saltado por el ribosoma en la iniciacion de la traduccion. Ademas
cuenta con Seis proteinas no estructurales (NS1-NS7) v la proteina principal de capside
(VP1) son codificadas por ORF1, mientras que ORF2 y ORF3 codifican para proteinas
que aun no han sido claramente definidas (Hansman y col., 2007; Svraka y col., 2010;
Oka y col, 2012). ORF3, se encuentra superpuesto en ORF1 y sélo esta presente en

ciertos genogrupos de sapovirus (Tse y col., 2012).
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Figura 2. Estructura del genoma de sapovirus (ViralZone, SIB Swiss Institute 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 mas de un 20% de variaciones
nucleotidicas en el gen de la céapside (Lu y col, 2015; Matussek y col, 2015). El
genogrupo comunmente encontrade en humanos es Gl, siendo el genotipo Gl.1 el
asociado a diarreas agudas en paises como México, Tailandia, Japon y Pakistan (Sdiri-
Loulizi y col., 2011). Recientemente se han identificado varias cepas recombinantes de
sapovirus, las cuales pueden generarse por tres formas de recombinacion:
intergenogrupo, intergenotipo e intragenotipo (Phan y col, 2007). Se propone que las

recombinaciones se originan debido al cruce entre la proteina VP1 y la polimerasa en

&




ORF1, ya que esta region es altamente conservada entre las cepas de Sapovirus
(Hansman, 2005; Phan y col., 2007; Chanit, 2009; Oka y col, 2015).

Replicacién

La cepa Cowden es la dnica cepa de los sapovirus entéricos porcinos de la cual se han
podido hacer cultivos celulares (Buesa y Rodriguez, 2016). Debido a que no se ha
descritc un cultivo celular in vifro disponible para Calicivirus humanos, su ciclo de
replicacion celular se deduce de cepas de Calicivirus animales que tienen una
organizacion similar del genoma y pueden propagarse en cultivos celulares (Buesa y
Rodriguez, 2016).

Los Calicivirus entéricos humanos se replican 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,
La union al receptor de fa céluia diana es mediada por carbohidratos, pero en el caso de
los genogrupos de sapovirus Gl y GIV no se ha observado interaccion con las proteinas
de unidn de {as hemoglobinas, como en el caso de norovirus, por lo que tal vez exista la
posibilidad de que los otros genogrupos puedan tener actividad de union a ellos (Shirato-
Horikoshi y col., 2007; Buesa y Rodriguez, 2016).

10



Patogénesis y Epidemiologia

Desde el 2010 a la fecha, sapovirus y norovirus han surgido como importantes agentes
etiologicos de la epidemia de las enfermedades diarreicas y esporadica en todos los
grupos de edades (Matussek y col, 2015). La gastroenteritis viral es una enfermedad
comin con alta morbilidad en todo el mundo, especialmente en los lactantes y los
ancianos (Oka y col, 2015). La mortalidad entre los nifios es mayor en los paises en
desarrollo que en los paises desarrollados (Svraka y col,, 2010). Estos virus también
estan asociados con brotes esporadicos de gastroenteritis en lugares como guarderias,
escuelas, hogares de anciancs orfanatos, y hospitales. Sapovirus afecta principaimente
a bebeés y nifios menores de cinco afios, en algunos casos puede provocar infecciones
asintomaticas. En comparacion 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 mas del 10% a nivel mundial (Matussek y col., 2015). Los Calicivirus
son una causa importante de enfermedades humanas, y se enumeran los agentes
patégencs en la categoria B de acuerdo con el Instituto Nacional de Alergia y
Enfermedades Infecciosas de clasificacion de los agentes patdgenos importantes para
la biodefensa. Sapovirus es cominmente encontrado tanto en alimentos como en el
agua contaminada, la cual ha sido implicada como la fuente principal de la infeccién (Dos
Anjos y col, 2012). E principal mecanismo de transmision es el directo (fecal-Oral), si
bien la transmision por el consumo de alimentos yfo agua contaminada es relevante; su
transmision se favorece por su persistencia en el medioambiente, por la ausencia de
inmunidad de larga duracion, por la baja dosis infecciosa (menos de 10 particulas
virales). E} reservorio y la fuente de infeccion son las perscnas con enfermedad aguda
(Oka y col., 2015).

11



Cuadro Clinico y Diagnéstico

Sapovirus infecta al intestino delgado proximal generando sintomas clinicos que incluyen
vomitos, dolor abdominal, deshidratacion moderada grave, mala absorcion de la lactosa
y en menor medida diarrea y fiebre (Dey y col., 2007). El cuadro clinico de presentacion
suele ser mas leve incluso que €l de norovirus y suele autolimitarse, por lo que es muy
rara la necesidad de hospitalizacion. El periodo de incubacion varia entre 1-3 dias
(Figura 4) y su duracion 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 varian de adultos jovenes a ancianos. Lo que sugiere menos
restriccion de edad para la enfermedad de lo anteriormente observado (Ishida 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 diagnostico
de solo puede realizarse por medio de técnicas de biologia molecular. Hasta el momento
no existen métodos inmunologicos comercializados para el diagnostico de las
infecciones por sapovirus, por lo que debe realizarse por técnicas de transcripcion
reversa acoplado a la reaccion en cadena de la polmerasa (RT-PCR) con
oligonuclectidos especificos de sapovirus o con oligonucledtidos comunes a norovirus y
sapovirus. Los genotipos de las cepas se determinan habituaimente por secuenciacion
de regiones amplificadas del gen de la ARN polimerasa y del gen de la capside (Murray,
2006; Svraka y col, 2007; Gonzéalez, 2007; Red, 2009). En la actualidad, con €l uso de
técnicas moleculares, sapovirus ha sido cada vez mas implicado como una causa muy

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

La deteccion de sapovirus causantes de gastroenteritis en nifios menores de cinco afios
en la region del sur de Sonora sera 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 nifios con gastroenteritis

menores de cinco afios en la region det Sur del estado de Sonora.

Objetivos Especificos

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

Ruuska y Vesikari.

e Determinar la incidencia de sapovirus en nifios menores de cinco afios con
gastroenteritis y su relacion con la severidad de la gastroenteritis en la region del

Sur del estado de Sonora.
» Identificar los genotipos correspondientes de las cepas circulantes de Sapovirus

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

gen codificante para la proteina VP1 de la capside en el marco de lectura ORF1.
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MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

Las muestras de heces fecales se recoiectaron del Hospital Regional de Navojoa y el
Hospital del Nifio y la Mujer en Cd. Obregén. Para € transporte de las muestras se
utilizaron refrigerantes para mantener la temperatura fria, sin utilizar preservadores, una
vez en el laboratorio se realizo una suspension de cada muestra recolectada (heces
diarreicas), en buffer de fosfatos (PBS) al 20% y posteriormente se almacenaron a -20°C

hasta su uso.

Criterios de inclusion y Exclusion

Se recolectaron muestras de heces de nifios con gastroenteritis. Para el criterio de
inclusién se considerd la edad del menor, no mayor a 5 afios, presentar 3 o mas
episodios diarreicos en un tiempo no mayor de 24 h, vémito, fiebre o uno de los sintomas
mencionados. Para lo anterior se aplicé un cuestionario en la recepcion de cada una de
las muestras donde se especificaba los sintomas que el paciente padecia (Anexo 1).
Como criterios de exclusion, se consideré que la gastroenteritis fuera de origen
bacteriano o parasitario y que €l infante tuviera mas 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.

Estimacion de la Severidad de la Gastroenteritis

La severidad de la gastroenteritis se determiné en base al analisis de ios sintomas 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 sintomas de la
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gastroenteritis como son diarrea, vomito, fiebre y deshidratacion, estimando ia 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 puntuacion <10 se relaciona con casos de gastroenteritis leve, 211

casos moderados y 215 severos.

Extraccion de Acidos Nucleicos

La extraccidon del RNA se realizd utilizando €l kit comercial QlAamp® DSP Viral RNA
Mini Kit 50 (QIAGEN, Germany) de acuerdo a las indicaciones del proveedor.
Brevemente, 140 L de la muestra fueron mezclados con 560 L del buffer mix (buffer
AVL + buffer carrier RNA AVE) y homogenizados por 15 segundos mediante vortex
(VORTEX MIXER), posteriormente se incubo a 25°C por 10 minutos para finalmente
agregar 560 uL de etanol (96 % - 100%). Posteriormente, 630 uL de la mezcia 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 L del buffer AW1 y posteriormente con 500 pL
del buffer AW2. La elucidbn det RNA se realizé adicionando 60 uL de buffer AVE y
centrifugando a 6000 X g (7 500 RPM) por 1 minuto, para finalmente almacenarlo a -20
RC,

Sintesis de DNA Complementario y Amplificacion del gen Parcial ORF1

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizd a partir de RNA utilizando el kit
QlAamp® DSP Viral RNA Mini Kit 50 (QIAGEN, Germany). Brevemente, se mezclaron
10 ng de RNA con 1pL (1uM) det oligonucleétido extemo SLV5317, se incub6 a 95°C
por 5 min y posteriormente se adicionaron 7 uL de la siguiente mezcla: 2 pt de Buffer M-
MLV RT 5X (PROMEGA®), 1.3 pl de MgClz (25 mM), 3.2 ul de dNTPs (dATP, dGTP,

dCTP, dTTP) vy 2 U de RT M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
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Transcriptase, PROMEGA®). Finalmente, la mezcla anterior se inobd a 42°C por 60
min, seguido de 10 mina 72°C y se almaceno a -20°C.

La region parcial de la capside ORF1 fue amplificada por medio de PCR en un
termociclador (ProFlex PCR System, Applied Biosystems) usando oligonucledtidos
especificos disehados en base a la secuencia nucledtidica para sapovirus (KP298674.1).
La reaccion de PCR fue a un volumen final de 12.5 pl conteniendo: 6.5 b de PCR Master
Mix (PROMEGA®), 1 uL de cDNA equivalentes a 25-100 ng de RNA, 0.25 pL (25 uM)
del oligonucleotido sentido “SLV5749" (CTCGCCACCTACRAWGCBTGGTT) y 0.25 uL
(25 HM) del oligonucledtido anti sentido "SLV5317”
(CGGRCYTCAAAVSTACCBCCCCA). Las condiciones del programa de PCR fueron las
siguientes: 94°C por 3 min, 35 ciclos de 3 etapas a 24°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos y 72°C por 1 min, finalmente un ciclo de 72°C por 7 min (Romani y col., 2012).
El producto de PCR fue separado por medio de electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% tefido con SYBR® Safe DNA Gel stain (invitrogen) y visualizado en un
fotodumentador MiniBis Pro DNr (Bio-Imaging 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.

Secuenciacion y Analisis de las Secuencias

Los productos de PCR fueron secuenciados por € método Sanger en la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Autonoma de México en Cuernavaca, Morelos. Para demostrar que las secuencias
nucleotidicas obtenidas corresponden a sapovirus, estas se compararon con las bases
de datos del GenBank usando el algoritmo BLAST (NCBI)
(https://blast.ncbi.nim.nin.gov). Por ofro lado, para determinar e genogrupo
correspondiente, se realizé un alineamiento multiple de las secuencias nucledtidicas

oblenidas con las depositadas en la base de datos det GenBank (Tabla 2) usando el
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programa BioEdit Sequence

Alignment

Editor

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

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

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

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

bootstrap.

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

N° Procedencia @notipo N° de Acceso (GenBank)
1 Venezuela Gl1 GU296663.1
2 Japon Gl.1 F.823082.1
3 India Gli KU3174491
4 Japon Gli.1 LC081177 1
5 Aichio Gll.1 LC086705.1
6 PHL Gil.1 KP067430.1
7 Brasil Gl GU013771.1
8 Angelholm GIV.1 DQ1256333.1
9 Sapporo GIV.1 DQ125333.1

10 Japon GIV.1 DQO58829.1

11 Japon GIV.1 DQ366346.1

12 California GvV4 JN420370.2

13 Tailandia GV.1 AY646856.2
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RESULTADOS

Analisis de la Severidad de la Gastroenteritis

El andlisis de la severidad de la gastroenteritis se realizé en base a 118 muestras. Del
total de los casos, 64 (53.85%) se asociaron a nifos y 54 (46.15%) a nifias. Donde ambos
generos 118 (100%) presentaban diarrea entre uno y cuatro dias de duracién, 55 (46%)})
vomito y 46 (39%) fiebre. Con respecto ala edad de los menores, 84 (72%) eran menores
de dos anos (Figura 3). Los nifos menores de 1 afio presentaron mayor incidencia en la
sintomatologia con respecto a la gastroenteritis. El analisis de severidad de la
gastroenteritis mostro que 85 (72.03%) se asocian a casos de severidad leve, 26
(22.03%) moderados y 7 (5.98%) a casos severos (Tabla 3).

60
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Figura 3. Severidad de la gastroenteritis en nifios. Descripcion de la sintomatologia
presente en los nifios menores de cince afos con gastroenteritis en el Hospital General
de Navojoa y en el Hospital del nifio y la mujer.
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Con respecto a la severidad de la gastroenteritis ocasionada por sapovirus, se observé que
los pacientes eran nifios con edad que oscila entre ios 4 meses y 5 afios, incluyendo una
sintomatologia clinica de diarrea moderada (100%), fiebre (16%), deshidratacion leve (33%) y
en menor caso vomitos (16%) (Tabta 4). Segun 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 clinicos de los nifios que presentaron gastroenteritis a causa de

sapovirus.
Edad Sexo Diarrea Vomito Temperatura® Deshidratacion Severidad de la
(dias) (dias) (°C) gastroenteritis*™
4m M 1-4 0 37 Leve Leve
36m F 2 0 a7 Sin deshidratacion Moderado
12m F 2-3 0 37 Leve Leve
60m M 3 0 385 Sin deshidratacion Leve
24m M 3 1 40 Leve Leve
12m M 6 0 37 Leve Moderado

*En nifos se considera Fiebre >38°C

** Escala de severidad de gastroenteritis de Ruuska y Vesikari
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Amplificacion del gen de la capside de sapovirus

De las 118 muestras analizadas solo en 6 (7 %) amplifico el fragmento esperado de ~434 pb
correspondiente a la region parcial del marco de lectura ORF1 codificante para la proteina

principal de la capside VP1 (Figura 4).
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Figura 4. Amplificacion del gen de la capside VP1 de sapovirus, carril 1: Marcador de pares
de bases (100pb DNA Ladder, Promega); carril 2-7 amplificacion del segmento de la capside
(434 pb); carril 8 Control negativo.

Por otro lado, el producto de PCR que amplifico para € gen de la capside de sapovirus fue
enviado y secuenciado al Instituto de Biotecnologia de la UNAM. En €l andlisis de secuencias
a nivel de nucleotidos 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 aistadas en Venezuela (GU296663.1) y Japon (FJ823082.1) y 1 a sapovirus GlI.1
con una identidad del 96.7% con cepas aisladas en l India (KU317442.1) y Japon
(LC081177.1) (Tabla 5).
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El analisis filogenético de las 2 secuencias parciales de sapovirus aislados en este estudio,
indicaron que una se agrupa al genogrupc Gl.1 misma que se ubica en el grupo de cepas
aisladas en Venezuela y Japon con un porcentaje del 99% (Figura 5). Por su parte, la cepa del
genogrupo Gl aislada en este estudio, se relaciono con el clister correspondiente a cepas de

sapovirus Gli.1 aisladas en India, Filipinas y Japdn con un porcentaje del 99% (Figura 5).
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DISCUSION

Sapovirus es uno de los agentes virales que comunmente se asocian a infecciones
gastrointestinales en nifios menores de cinco anos (Gutiérrez y col.,, 2010; Gomez y col., 2012),
La deteccion de este virus se realiza actualmente por sintesis de ¢cDNA y PCR del genoma
viral, esta prueba ha permitido que sapovirus sea descrito como un patogeno emergente y
poco frecuente en México y en otras partes del mundo como Japén y Canada 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 gue la incidencia real de sapovirus ha sido dificil de estimar por el reducido
namero 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, €l
objetivo del presente estudio fue detectar y determinar el genotipo de las cepas de sapovirus
en nifios con gastroenteritis menores de cinco afios en la region del sur del estado de Sonora.
Los resultados indicaron que sapovirus se presentd con una incidencia del 7% (6/118) de las
muestras analizadas, principalmente en muestras de ninos menores de dos afnos, la cual
presenta un aumento en la incidencia en comparacion con estudios realizados en la Ciudad
de México en el ano 2010 y 2012, en la cual la incidencia de sapovirus oscila entre 0.25-1%
(Gutierrez y col,, 2010: 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
poblacién infantil.

Para determinar la severidad de los casos de gastroenteritis por sapovirus en nifos
menores de cinco anos, se realizé un analisis de cada uno de los sintomas en base a la escala
propuesta por Ruuska y Vesikari (1991). El analisis de la severidad de la gastroenteritis de las
118 muestras en total indicé 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 comparacion con otros estudios en la regidn scbre otros agentes
virales causantes de gastroenteritis en ninos menores de cinco anos, la severidad de la

gastroenteritis ocasionada por sapovirus es mas 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 andlisis de secuencias de las dos muestras positivas para sapOvirus se
observé que una de las cepas pertenecia al genotipo Gl.1, la cual es una de las cepas mas
reportadas y asociadas a diarreas agudas en paises como Tailandia, Japon y Pakistan (Sdiri-
Loulizi y col, 2011). Por su parte, el analisis de ofra de las cepas de sapovirus revelo que
pertenece a cepas Gli.|, la cual no se ha reportado en México y ha sido reportada en pocos
paises como Japdn y Brasil (Aragdo y col., 2010; Iritani y col,, 2015). Aunque los casos de
sapovirus Se asociaron en su mayoria a gastroenteritis leves; este virus no deja de
considerarse como un patégeno presente en la region como agente causal de diafrea en nifos
afectando su calidad de vida y su desarrollo. Aunado a lo anterior, la deteccion de genotipos
poco comunes es indicador de la variabilidad genotipica del virus y del riesgo potencial de
brotes infecciosos de sapovirus asociados a casos de gastroenteritis severa. Por tal motivo, la
determinacion de la incidencia y la variacion de genotipos de sapovirus son importantes para

el estudio del virus y el planteamiento de mejores estrategias de deteccion y prevencion.
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CONCLUSION

De las 118 muestras analizadas, 6 muestras fueron positivas para sapovirus (7%), mientras
que ¢l analisis de secuencia de 2/6 de las muestras revelo la presencia de sapovirus Gl.1 y
Gll1, siendo esta Ultima poco reportada a nivel mundial y reportada en México por primera
vez. Bl andlisis filogenético, indico que las cepas reportadas en este trabajo, se ubican en el
mismo grupo de cepas circulantes en Venezuela, la India y Japdén, La severidad de Ia
gastroenteritis ocasionada por sapovirus con respecto a los casos positivos, tiene una
severidad leve, pero no se descarta el posible aumento de dicha severidad, dejando en claro
la importancia de seguir monitoreando a nivel molecular fas cepas circulantes de sapovirus en

el pais.
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Anexo 1

Encuesta
IDENTIFICACION:
NOMBRE:
Apellido paterno Apellido materno Nombre (s}
FECHA DE NACIMIENTO: / /
dd mm = MUNICIPIO: ESTADO:
GENERO: M F EDAD:__ [/ [

DOMICILIO ACTUAL:

Afo Mes Dia

Calle y nimero

DATOS DE LA UNIDAD TRATANTE:

Colonia yfo Localidad

Municipio/Estado

No

NOMBRE: CLAVE:
¢El nifio estd en una guarderfa? Si___ Nombre de la guarderia:
ANTECEDENTES Evacuaciones en 24 hrs
¢SE ALIMENTA DE PECHO [__—I 1 1-3pordia
MATERNO? 2. 4-5 por dia

151 3. > 6porda

2. No Otro:

Edad de Inicio Dias con vémito

Edad de termino

Deshidratacién

1. Sin deshidratacién
2 leve

3. Moderada/severa

Tratamiento
1 Ninguno

1 U]

1 No vomito 2. Medicamente supervisado
= 2 1dia 3. Hospitalizado
CARACTERISTICAS CLINICAS 3 7 dias
FECHA DE INICIO 4, 3dias Vacuna contra rotavirus:
e e | | | otro: Rotarix {si/no) '
Dia Mes Ano 12 dosis: Fecha: |
Episodios de vomito en 24 hrs. 2* dosis: Fecha
EVACUACIONES: 1 cerc .
| 1 Liquida :l 2. 1por dia Botateq {si/no)
2. Pastosa 3 24 por dia 1:.dOs|s: Fecha:
3. Formada F A = 5 dias 2™ dosis: Fecha:
. ¥ dosis: Fecha:
Y | Otro:
S'FTOMAS o . Datos de laboratorio:
Numeros de dias con diarrea Temperatura en °C
1 14 dias I:] RS G Fecha de toma de muestra:
2. Sdias 2 Bt Re =y 38 J CE .[ ! j .'. 1 'E !
3. >6dias 31, 38LE) Be BBLIY) ¥ Dia Mes Afio
Otro A3 6
Resultado:
" Observaciones: e = T
|
!
| Responsable de la informacidn: |
| Nombre:_ _ Teléfono: |
il Direccién: |




Anexo 2

Tabla severidad de la gastroenteritis de Ruuska

Tabla que resume cada uno de los sintomas 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 puntuacion <10 se relaciona con casos de gastroenteritis leve, 211 casos

moderados y 215 severos.

SINTOMATOLOGIA FRECUINCIA FONTOS
< q
Dins con dizorea i) 1
3 2
6 3
Evacoaciones en 24 h 3-3 1
45 2
=6 5]
%o wémitos 0
Dias ton voumito 1 1
2 2
3 3
D 1}
Ipisodios devémito ep 240 2l 1
2-4 2
»5 3
8% G 0
Temperatura en *C 37.1 “c - 38,4 *c 1
22.5 °C 32,9 C 2
338 *°C 3
L o Fada 0
Deshidraracion £ g
Moderada seentn 3
T rinamento 'Ningnnou ot 0
hiedicanwnie supenisado 1
Hospitalizads 2
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Anexo 3

Solicitud de Secuenciacién

UNIDAD DE SINTESIS ¥ SECUENCIACION DE DNA (USSDNA) DEL INSTITUTD DE

BIOTECHOLOGIA DE 1A UMAM
Soficitante: emall: Tsl.
instiucion: Depandancia:
Lidar acadamice: Focha de soliciud:

MOTA: NuesTo setuentadar Msomation de ONA lee camectaments alredadar de 700 pares de bases a partr
de fabass 50, dadde o extramn 3’ del cbgo uSado para el PANCES G025 AEISICACKN.

SILECCIONGE  Tazado Bochre de Naestr=  gocbwre de Kit gzado para 1la
TIPC DE AN jggm) {4 a T caractrres) Oligo ¥ Ta oartficaciss del oONA

Pla= cido
2ld=cido
Slé=xidn
Flé=maido

Slézaido

Plé=xidn

2lézgidn

2lézxido

2léwxidn

?lé=zido

Plé=zzido

2lézzido

2lé=z cido

2li=gxido

i& 2léz gido

§i not=s algo exiraio en WS secuencias, por favor infivmanos divectamente a k2 extension
27712 0 emall {fay@ibt emavm.ex) para batar de resolver sl problema.

PREFARACION DE LA MUESTRA:
La mezda DMANNGO se debe aniregar an un wolumen dnal de 16 xl, an un Wk sopendaort de e plana de
0.2 ;i para PCR, s anolasianes 20 @ taga. Dhche mezaa dabe conlensr 10 pmnias del okgo slegeda para
eCUSNCEAr o Semiplo, 1 4l de soutdr de akga 10 M (prackieli ¥ 360-500 ng de pASTINo 3 5U LRaNo 5o
de 3-5 Kb S o pleamedo 25 del doble de tamafio, enlonces se deben sniregar 500-1000 ng £n caso de
pmchucins de PCH, 2eias 5o deben punficar pov gel y enregss 100-120 ng, mezdados con 10 amokaa de olgo,
£n o mamo volumen final de 6 pl La cabdad 42 proceao de seaencackn depends princcaimente de ka
calidas y canbiad del ONA entragado. Anies de aimar ks Meesas, 52 fEcomienda anakzanas por gel
cuansbhcartas pol nancdrop. La cuanihcacion por gel 232 subjelive ¥ nO oebe usanme para esbmar La
ootcEnuacidn de DMA.

La US30MA puede adickonar ks aligonmitie okgos.

m1 ¥ iC -8 FORYIARD FETT TTCCCAGTCALCG TTG TA3

WM ey o B W N =

gidadadddaddadddddd

M1 ¥pUCREVERSE 5-TIGTGAGCE GATAAC ARTTTC- 3
T7 PRUAER TAA TACGAC TLACTA TAGGE-3
S FRILER 5 -CGC TCT AGA ACT AGT GGEA TC-3
T3 PRIMER 5 -CGCATTTAACCE TCACTAAMS T
KIPRIMER 5 -TCEAGHE TOEACS GIA TCG-T
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