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RESUMEN

Las enfermedades diarreicas constituyen uno de los problemas de salud mas
graves en el mundo, y sélo algunos de los agentes causales son identificados.
Segun datos internacionales, norovirus es uno de los agentes etioldgicos mas
importantes de diarreas en nifios y adultos. Sin embargo, en Sonora, no se
tienen estadisticas de la presencia de este patdgeno. Esto se debe a que no se
realiza la busqueda rutinaria, porque se carece de métodos sensibles y
especificos para la detecciébn de norovirus. Este patégeno es genéticamente
diverso, y se clasifica en cinco genogrupos (GI-V), de los cuales Gl, Gll y GIV,
afectan a humanos. El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia y
genogrupos de norovirus en niflos y adultos con gastroenteritis que acudieron a
hospitales de Hermosillo, Sonora. El disefio del estudio fue de tipo transversal.
Se recolectaron muestras de heces diarreicas de nifios y adultos (n = 100) con
sintomas de gastroenteritis viral de cuatro principales hospitales de Hermosillo,
Sonora. Ademas, se llevo a cabo la recoleccion de los datos demograficos y del
historial médico de los pacientes. El trabajo se dividid en tres etapas. En la
primera, se llevé a cabo la deteccion de norovirus por la reaccidén en cadena de
la polimerasa de transcriptasa inversa convencional (RT-PCR). En la segunda
etapa, la identificacién de genogrupos por RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) y
en la tercera etapa la secuenciacion de cepas seleccionadas. Se obtuvieron 77
% de muestras positivas a norovirus. Sin embargo, solo en el 10 % de las
muestras fue posible determinar el genogrupo, y se encontré que Gl fue el

genogrupo predominante.

Palabras claves: norovirus, enfermedades intestinales, RT-PCR en tiempo

real, Sonora.
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ABSTRACT

Diarrheic diseases are one of the most serious health problems in the world, and
only some of the causal agents are identified. According to international data,
norovirus is one of the most important etiological agents of diarrhea in children
and adults. However, in Sonora, no statistics are available on the presence of
this pathogen as a causal agent, since no routine screening is performed on
regular basis, because of lack of sensitive and specific methods for the detection
of norovirus. This pathogen is genetically diverse, and is classified in five
genogroups (GI-V), of which GI, Gll and GIV affect humans. The aim of the
study was to determine the prevalence and predominant norovirus genogroups
in children and adults with gastroenteritis in hospitals from Hermosillo, Sonora.
The study design was cross-sectional. Diarrheic stool samples of children and
adults (n = 100) with symptoms of viral gastroenteritis attending four of the major
hospitals in Hermosillo, Sonora were collected. Demographic data and medical
history of patients were also recorded. The work was divided into three stages.
In the first one, a screening for positive samples to norovirus was carried out by
conventional reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) for
determination of prevalence. In the second stage, identification of genogroups
by real time RT-PCR (RT-gPCR) was performed; and in the third stage,
sequencing of selected strains (analysis of phylogenetic tree) was done. The
results show 77 % of positive samples for norovirus, the majority of children. It

was found that genogroup GlI predominates among positive samples.

Key words: norovirus, intestinal diseases, real-time RT-PCR, Sonora.

xii



l. INTRODUCCION

De acuerdo a datos internacionales, norovirus (NoV) es uno de los agentes
etiologicos méas importantes de diarreas en adultos, debido a su prevalencia en
paises desarrollados. Por ejemplo, NoV es responsable de aproximadamente
21 millones de casos anuales en los Estados Unidos. Sin embargo, en México
se tienen pocos datos de la prevalencia de este patdgeno ya que no se realiza
la deteccion rutinaria del agente causal. Se presume entonces, que de las
estadisticas de infecciones intestinales no clasificadas, un namero importante
sea a causa de NoV y su prevalencia sea similar a la de estos paises
desarrollados.

Norovirus es antigénica y genéticamente diverso. Basado en la
secuencia completa de genes de la cépside (VP1) se han propuesto cinco
genogrupos (GI-V), de los cuales GI, GIl y GIV, afectan a los humanos
causando gastroenteritis. Se transmite de manera fecal-oral a través de agua y
alimentos. Su deteccién es de gran importancia por su alta infectividad ya que
se requieren tan solo 10 particulas virales para producir una infeccion. La
infeccion por este patégeno ocurre en todo el afio, pero es mas comun en el
invierno. Su periodo de incubacion es corto (48 horas) y la diarrea dura hasta
tres dias con periodos de vomito explosivo y dolor abdominal.

En particular, NoV es reconocido como la causa mas importante de
gastroenteritis no bacteriana aguda en los seres humanos de todas las edades.
Ademas, es responsable de al menos el 50 % de todos los brotes de
gastroenteritis a nivel mundial; sin embargo, la prevalencia de este agente es
raramente registrada por los laboratorios en los paises en desarrollo.

Es por esto, que se requiere desarrollar una herramienta diagnostica
eficaz para la identificaciéon de NoV sin perder la sensibilidad. En este sentido,
se puede implementar el uso de la tecnologia de RT-gPCR, debido a que esta

1



técnica es mas sensible que la RT-PCR convencional, ya que detecta
concentraciones mas bajas (menor a 5 copias) y su precisién (desviacion
estandar >2 %). Ademas, con la RT-gPCR se tiene la posibilidad de incorporar
varios fluorocromos, lo que permite la deteccion de dos diferentes regiones del
genoma de NoV, y por lo tanto, en una misma reaccién se pueden determinar
los genogrupos de importancia en humanos.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se plantea realizar la
identificacion y caracterizacion molecular de cepas de NoV en diarreas de nifios
y adultos en Sonora. Con los resultados obtenidos, se contribuira con datos
epidemioldgicos de las cepas de NoV en México y Sonora; informacion que

actualmente se desconoce.



Il ANTECEDENTES

Caracteristicas Generales de Norovirus

Los virus son los patdgenos mas comunes que causan gastroenteritis a nivel
mundial, en nifios y adultos. Entre los mas comunes estan los adenovirus
entéricos, astrovirus, rotavirus, sapovirus y recientemente norovirus (Dennehy,
2011; Eckardt y Baumgart, 2011; Monroe, 2011).

Norovirus pertenece a la familia Caliciviridae. Los géneros representativos
de este grupo son vesivirus, lagovirus, sapovirus y norovirus. Las caracteristicas
principales de los calicivirus es que son esféricos, pequefos (miden entre 28 y
35 nm), no envueltos y contienen un genoma de RNA de cadena sencilla de
polaridad positiva (Koopmans et al., 2002). Esta familia de virus, es una causa
comun de diarrea aguda en todo el mundo (Gémez-Santiago et al., 2012).
Ademas, los calicivirus han sido encontrados en la mayoria de los animales
domésticos y silvestres, como cerdos, conejos, gallinas y anfibios (Ushijima et
al., 2011).

La estructura de los viriones de calicivirus exhibe una simetria
icosaédrica. La capside contiene 90 dimeros de la proteina de cépside que
forma una cubierta de la cual salen 90 capsémeros a modo de protuberancias
de forma arqueada. Estos capsdmeros se encuentran dispuestos de tal manera
gue forman 32 cavidades que son las que dan la apariencia de célices en la
superficie de la particula viral. La auto-ordenacion de la proteina de la capside
VP1 en pseudo-particulas virales (VLP) es un proceso eficiente que no requiere
RNA ni la proteina menor de la capside (VP2). Esta caracteristica es de gran
utilidad, ya que las VLP recombinantes (VLPr) expresadas en el sistema

baculovirus se han utilizado como un sustituto de los viriones nativos. La



estructura atémica del VLPr de NoV se ha determinado mediante cristalografia
de rayos X, definiendo dos dominios principales en VP1: la cubierta S y la
protuberancia P (Figura 1). El dominio S forma la parte interna de la cépside
qgue envuelve al genoma de RNA y mantiene los contactos icosaédricos de la
estructura en T = 3, mientras que el dominio P forma las protuberancias de
estructura arqueada que surgen de la cubierta y que contienen los dimeros de
contacto (Torner-Gracia, 2008; Wilhelmi et al., 2003).

Dominio-P2

Dominio-P1

Dominio-
S(cubierta)

Dominio-N
(terminal NH2 del
dominio_S)

N S P1 P2 P1
(10-49) (50-225 (226-278) (279-405) (406-520)

cubierta > protuberancia

Figura 1. Cristalografia de rayos X de la estructura de la capside de norovirus.
En detalle, se muestra la estructura de las subunidades. Los residuos de los
aminoacidos correspondientes a estos dominios se encuentran esquematizados
en la parte inferior (Torner-Gracia, 2008).

Al comparar las secuencias, se observa que el dominio S completo
(aminoéacidos 1-225) esta relativamente conservado. El dominio P unido al S
corresponde a la fraccién C-terminal de la VP1 y es de naturaleza variable. El
dominio P se encuentra dividido en el subdominio P1 formado por la secuencia
de aminoé&cidos 226-278 y 406-520. El subdominio P2 estd formado por la
secuencia 279-405. Este ultimo corresponde a la region VP1 con mayor



variabilidad secuencial y le confiere especificidad antigénica y de unién a
receptores (Lochridge et al., 2005; Tan et al., 2003).

Proteinas Virales

Dentro de las proteinas estructurales en los viriones maduros de calicivirus, se
encuentran tres: VP1, VP2 y VPg. La principal proteina estructural es VP1, de
aproximadamente 60,000 daltons y se encuentra presente en 180 copias (90
dimeros) por virién. La predominancia de VP1 en la formacion de la estructura
de la capside virica es consistente con su papel como determinante del fenotipo
antigénico y en las interacciones del virus con las células huéspedes. Los
antigenos claves se encuentran en la proteina principal de la capside VP1.
Ademas, esta proteina, se ha empleado para investigacion y desarrollo de
métodos diagnosticos, estudios estructurales, relaciones antigénicas y como
candidato potencial para el desarrollo de vacunas, entre otras (Torner-Gracia,
2008).

La proteina estructural VP2, de 12,000 a 29,000 daltons, es considerada
de menor proporcién porque solo esta presente en dos copias del viridon y su
funcion no esta bien definida. Se cree que la presencia de VP2 aumenta la
eficiencia de la expresion de VP1 y mejora la estabilidad y maduracién de la
particula viral (Bertolotti et al., 2003).

La VPg esta unida por enlaces covalentes al RNA gendémico de las
células infectadas. Su presencia es minoritaria con una o dos copias en el virién
y es probable que su funciébn sea como una proteina no estructural durante la
replicacion (Torner-Gracia, 2008).

Dentro de las proteinas no estructurales, se han identificado siete, NS1-
NS7, algunas con funcion desconocida. En el caso de NS3, tiene funcion de
nucleotido-trifosfatasa (NTPasa) que hidroliza al NTP. La funcion de NS5 es de
VPg, presente en viriones y complejos de replicacion de membrana unida por
enlace covalente a RNA. La NS6 tiene funcion de proteinasa e intermediaria
entre el anclaje y la liberacion de proteinas expresadas en ORF1, asi como en

el anclaje de la proteina precursora de la capside (PreVP1l). La NS7 tiene
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funcion de polimerasa dependiente de RNA, interacciona con VPg, PreVP1 y
VP2 y se encuentra presente en complejos de replicacion de membrana con
extremo carboxiterminal en un punto con actividad de anclaje (Prasad et al.,
1999; Torner-Gracia, 2008).

Variantes Genéticas de Norovirus

El género NoV es altamente diverso dentro de la familia Caliciviridae.
Actualmente, comprende 5 genogrupos: GlI, GlI, Glll, GIV y GV, en base a su
analisis de la secuencia de los genes que codifican para las proteinas
polimerasa (RdRp) y de la capside (VP1). Solo los genogrupos Gl, Gll y GIV se
han detectado en humanos. Estos tres genogrupos pueden subdividirse en 32
genotipos o clusters: 14 genotipos en Gl, 17 en Gll y 1 en GIV. La homenclatura
del genotipo primeramente se designa al genogrupo al cual pertenece (ya sea
Gl 6 GIl), seguido de un punto para separar y posteriormente denominar el
cluster del cual se esté tratando. Por ejemplo, NoV GIl.2 pertenece al
genogrupo Il, del genotipo 2. Ademas, los genotipos suelen denominarse por el
nombre del lugar de origen de su identificacién. Por ejemplo, los virus Norwalk,
Southampton y Desert Shield corresponden a genotipos del genogrupo |
(designados Gl.1, GI.2 y GI.3, respectivamente), y los virus, Hawaii, Snow
Mountain, México y Sydney corresponden a genotipos del genogrupo Il
(designados Gll.1, GIll.2, GII.3 y GIl.4, respectivamente). La mayoria de los
casos clinicos estan originados por cepas de los genogrupos | y 1l (Bellido et.
al., 2007; Gémez-Santiago et al., 2012; Torner-Gracia, 2008; Yu et al., 2014).

Dentro de los genotipos de NoV mas infectivos se encuentra Gll.4, el
cual ha sido la causa predominante de las grandes epidemias de gastroenteritis
aguda en muchos paises desde mediados de la década de 1990, y el brote de
epidemias por Gll.4 ha aumentado en los ultimos afios. En general, se estima
que el genotipo Gll.4 es el responsable de 60 a 80 % de todos los brotes de
gastroenteritis asociados a NoV en todo el mundo (Yu et al., 2014).

Lo anterior se ha visto reflejado a lo largo de la historia. Por ejemplo, en

el trabajo de Bok y colaboradores (2009), se reporta que la primer cepa
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documentada de NoV GIl.4 fue en 1987, en Washington, D.C., cuando se
comenzaron a utilizar los métodos moleculares. Sin embargo, en el estudio que
realizaron, analizaron por RT-qPCR, muestras de heces de nifios entre los afios
1974 y 1991 de un hospital infantil de Washington. Encontraron que el genotipo
de NoV GIl.4 ha estado circulando por mas de tres décadas, ya que
encontraron estas cepas en muestras desde 1974.

Por otro lado, en el trabajo de Tu y colaboradores (2008), se reportaron
seis genotipos diferentes de GIl en muestras tomadas en 2006, en Australia y
Nueva Zelanda. Encontraron que NoV Gll.4 predominé con el 86 % del total de
muestras analizadas, siguiéndole GII.3 con el 9 % y GIl.12 con el 2 %. Cabe
sefalar, que este estudio lo dividieron en dos partes: recolectaron y analizaron
muestras los primeros seis meses del afio 2006, el cual lo denominaron 2006a y
después se hizo lo mismo el resto del afio, denominandolo 2006b. Como otro
hallazgo encontraron dos variantes nuevas de NoV GIl.4, una en el primer
periodo del estudio (2006a) y la otra variante en el segundo periodo (2006b).
Por lo anterior, concluyeron que las gastroenteritis asociadas a NoV iban en
aumento a nivel mundial.

Segun datos de los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en ingles) en Estados Unidos, en el periodo
de septiembre de 2013 a mayo de 2014, se registroé que 58 % de los brotes de
gastroenteritis fueron causados por NoV Gll.4, también denominado Sydney.
Otros genogrupos en orden de prevalencia fueron GI.3 con el 16 %, y GII.13
con el 5 %. Por lo anterior y dado que NoV es considerado como una de las
principales causas de gastroenteritis a nivel mundial, existen apartados
especiales en las paginas web de CDC y el Instituto Nacional de Salud Publica
y Medio Ambiente de Alemania (RIVM, por sus siglas en aleman) para el
estudio y la vigilancia epidemiolégica de dicho patdogeno denominadas Calicinet

(http://www.cdc.gov/norovirus/reporting/calicinet/) y Noronet (http://www.rivm.nl

/en/Topics/N/NoroNet), respectivamente.

Se estima que la variabilidad genética de NoV es altamente elevada. Por

ello, la deteccion simultanea de un mismo genotipo en diferentes pacientes


http://www.cdc.gov/norovirus/reporting/calicinet/

vinculados epidemiolégicamente se considera que indica la exposicion a una
fuente comudn. Ademas, para la identificacion de NoV por RT-PCR
convencional, la mayoria de los cebadores o primers descritos en la literatura
amplifican secuencias de la region de la RNA polimerasa viral, la mas
conservada del genoma. A pesar de varios esfuerzos realizados para
desarrollar cebadores universales o degenerados que pudieran detectar todas
las cepas de NoV humanos circulantes, esto aun no se ha logrado (Bellido et.
al., 2007; Torner-Gracia, 2008).

Manifestaciones Clinicas

Las infecciones por norovirus ocurren en todo el afio aunque es mas comun en
el invierno, es por ello que se le conoce como la “enfermedad de los vomitos
invernales”. El periodo de incubacion es corto de 12-48 horas, después de ese
tiempo aparecen nauseas, diarrea y vémito explosivo caracteristico. El
comienzo de los sintomas puede ser gradual o abrupto. La mayoria de las
personas experimenta primero dolores abdominales, con nauseas o sin ellas.
También se observan mialgias, astenia y cefaleas ocasionales. Cerca de la
mitad de los casos presenta fiebre de bajo grado (38.3 °C a 38.8 °C). Las
manifestaciones persisten habitualmente entre 48 y 72 horas y remiten sin
secuelas (Bellido et. al., 2007; Koopmans y Duizer, 2004).

En general, las heces diarreicas son de una cantidad moderada, con 4 a
8 deposiciones durante 24 horas. No contienen sangre ni moco, y pueden ser
acuosas; tampoco se observan leucocitos fecales. La enfermedad normalmente
es leve y autolimitante, pero puede llegar a debilitar al paciente (Bellido et al.,
2007; Koopmans y Duizer, 2004).

Transmision

El principal mecanismo de transmision es el fecal-oral, siendo el contacto
directo de persona a persona muy eficiente. Es poco probable que este grupo
de virus sea transmitido por via aérea. Sin embargo, se ha implicado el vomito

como via de transmisibn de estos virus. En este caso, la transmisién se
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produciria a través de los aerosoles generados durante la emision del vémito
(Kapikian, 1997; Treanor y Dolin, 2005).

Se ha encontrado que la maxima eliminacion de NoV es por las heces.
Este patdégeno, se elimina en los primeros dias tras la infeccion, pero puede
continuar incluso después de tres semanas, especialmente en nifios pequefios.
Ademas, las personas con inmunodeficiencias pueden eliminar el virus de forma
cronica, aunque no se ha comprobado la transmision de la infeccion por
contacto con un eliminador crénico. Las personas sin sintomas pueden eliminar
la misma cantidad de virus que las personas enfermas. Se calcula que
aproximadamente el 50 % de las infecciones por norovirus son asintoméaticas
(Wilhelmi et al., 2003).

La infectividad de NoV se mantiene hasta 3 horas a un pH de 2.7 a
temperatura ambiente, con tratamiento con éter al 20 % a 4 °C o incubando a
60 °C por 30 minutos. Resiste el tratamiento con hipoclorito de sodio entre
3.75-6.25 g/L (cloro libre residual 0.5 a 1.0 mg/L), concentracion habitual en el
agua potable y suficiente para inactivar otros virus entéricos. Sin embargo, se
inactiva con 10 mg/L de cloro libre, considerada como la concentracion para
descontaminar agua no potable. NoV es mas resistente a la cloracién que
rotavirus o poliovirus (Torner-Gracia, 2008). La resistencia de NoV a un pH
acido por un periodo de tiempo prolongado a temperatura ambiente, explica
cOmo es que sobrevive al paso por el medio acido del estbmago.

Este grupo de virus ha sido frecuentemente identificado como causa de
brotes transmitidos a través del agua y los alimentos contaminados a partir de
los aportes de los propios manipuladores. ElI consumo de productos frescos,
como frutas y verduras utilizadas para las ensaladas, las carnes mal cocidas o
mariscos crudos, son reconocidos como vehiculos de transmision de NoV
(Esseili et al., 2012). Este hallazgo también ha sido corroborado en un estudio
previo realizado por nuestro grupo de trabajo, donde se detectaron particulas
virales de NoV en vegetales frescos de empacadoras del norte del estado de
Sonora. Los resultados mostraron que los vegetales contenian de 102 hasta 10°
copias de RNA/g de NoV. Esto significa que existe el riesgo latente de infeccion



por NoV tras el consumo de verduras crudas en nuestra region, y de desarrollar
gastroenteritis por NoV (Félix-Valenzuela et al., 2012).

Asi mismo, en Sonora, los malos habitos alimenticios de los habitantes
inciden directamente en las enfermedades de tipo gastrointestinal. Ademas,
estas enfermedades ocupan el tercer lugar entre las consultas médicas,
teniendo prevalencia mas alta en mujeres (Duarte, 2012).

El nivel de pobreza, el crecimiento demografico y los factores de
urbanizacién continuos, han dado lugar a la aparicion dominante de la comida
conocida como "alimentos de venta callejera” (Sina et al., 2011). La industria de
los alimentos vendidos en la calle ofrece comidas baratas listas para consumir a
la poblacién de los paises en desarrollo, como México (Estrada-Garcia et al.,
2002). Sin embargo, poco se sabe acerca del papel de los alimentos en la
transmision de gastroenteritis ocasionadas por norovirus.

En general, los alimentos de venta en la calle son productos ya
elaborados listos para vender por los comerciantes ambulantes que se
desplazan de un lugar a otro. Debido a su costo relativamente bajo, la comida
callejera representa una de las formas méas econémicas de alimentacion entre
los trabajadores publicos de bajos salarios, estudiantes y artesanos.
Desafortunadamente no hay un estandar higiénico que se respete durante su
manipulacion o venta (Sina et al., 2011).

La seguridad de los alimentos de venta callejera depende de varios
factores, incluyendo la calidad de los diferentes utensilios, las practicas de
higiene durante su manipulacién, la conservacion y su distribucion (Sina et al.,
2011). Ademas, la poca informacion disponible sobre los vendedores callejeros
de alimentos indica que es limitada su educacion y casi nulo su conocimiento de
las préacticas higiénicas (Arambulo et al., 1995). Desafortunadamente, estos
factores higiénicos son generalmente ignorados en el proceso de venta que
conduce a enfermedades tales como la gastroenteritis y las diarreas de origen
microbiano (Sina et al., 2011).

Actualmente, NoV es responsable de aproximadamente 21 millones de

casos anuales en los Estados Unidos, de los cuales 5.5 millones son
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transmitidos por los alimentos (Monroe, 2011). La diversidad de los alimentos
ofrecidos en las calles, es inmensa y se origina en la amplia gama de grupos
étnicos indigenas foraneos y sus caracteristicas culturales (Arambulo et al.,
1995). Por ello, las infecciones virales transmitidas por los alimentos y el agua
son cada vez mas numerosas. Este incremento se debe a las diferentes formas
de preparar los alimentos, y debido a su disponibilidad, el consumo es alto.
Como resultado, pueden ocurrir grandes brotes debido a la contaminacion de
los alimentos por una sola persona o en una misma fuente (Koopmans et al.,
2002).

La diversidad de la comida de la calle aumenta el riesgo potencial y crea
la necesidad de clasificar los tipos de alimentos vendidos en funcién de su
composiciéon. Por ejemplo, los productos de origen animal tienen un contenido
elevado de proteina y de humedad, un pH relativamente alto y una cantidad
comparativamente grande de ingredientes. Por consiguiente, tienen una mayor
manipulacion, y debido a ello, son los que entrafian los riesgos mas altos de
transmision de infecciones (Ardmbulo et al., 1995).

Particularmente, también estan implicados aquéllos alimentos que tienen
contacto con agua contaminada con NoV y se consumen después de la
manipulacion sin recibir ningun tratamiento adicional. Por ejemplo, los moluscos
bivalvos como las ostras o las almejas, son capaces de filtrar y concentrar los
microorganismos del agua contaminada. Ademas, los NoV son estables dentro
de un rango de temperaturas ya que sobreviven a la congelacion, la
refrigeracion y el calentamiento de hasta 60 °C. De ahi que también se puedan
encontrar en hielos elaborados con agua contaminada, como los raspados, 0
bien que la superficie del mismo hielo se haya contaminado (Cannon et al.,
1991; Khan et al., 1994).

Prevalencia de las Principales Enfermedades Intestinales
en México y en Sonora

Las enfermedades diarreicas constituyen uno de los problemas de salud mas

graves en el mundo, afectando principalmente a nifios menores de 4 afios y
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adultos entre 25 y 44 afios. En México, solo se han identificado algunos de los
agentes causales. La Secretaria de Salud (SSA) registréo 1°108,142 casos en
2011 cuya etiologia fue definida y mas de 6 millones fueron agrupados como
“‘infecciones intestinales por otros organismos y las mal definidas” (Tabla 1), es
decir aquellas donde no fue posible identificar a un patégeno especifico. Este
grupo de enfermedades no definidas fue la segunda causa de morbilidad en
2011 y de acuerdo a los datos de los ultimos 3 afios de la misma Secretaria, ha

tendido a aumentar (http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/infoepid

/publicaciones/2012/ver ejecutiva 2011.pdf).

Tabla 1. Niumero de casos de infecciones intestinales de nifios y adultos en
México, 2011 (SUIVE, 2011).

Poblacion
Enfermedad General Masculina Femenina
Definidas 1’108,142 463,728 644,414
No definidas 6°026,947 2'705,498 3'321,449
Total 7'135,089 3'169,226 3'965,863

En Sonora, se registraron 180,328 casos de enfermedades intestinales no
definidas, pero s6lo 17,062 casos fueron clasificados con etiologia conocida
(Tabla 2). Lo anterior, nos indica que hay 163,266 casos de enfermedades
intestinales que podrian ser atribuibles a virus, y que de éstos, posiblemente la

mayoria se deban a norovirus (NoV) (http://www.epidemiologia.salud.gob.

mx/doctos/infoepid/ publicaciones/2012/ver ejecutiva 2011.pdf).
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Tabla 2. Numero de casos de infecciones intestinales de nifios y adultos en
Sonora, 2011 (SUIVE, 2011).

Poblacion
Enfermedad General Masculina Femenina
Definidas 17,062 7,388 9,674
No definidas 180,328 81,885 98,443
Total 197,390 89,273 108,117

En cuanto a la prevalencia de NoV en paises desarrollados, se tiene que en
Estados Unidos se han registrado 70,000 hospitalizaciones y 800 muertes
debido a este patégeno (Monroe, 2011). Ademds, en 2012, se reportdé un
aumento del 39 % de los casos en los brotes de enfermedades intestinales por
NoV, registrados en el periodo de septiembre (19 %) a diciembre (58 %).
También, en diciembre de 2012, se reportaron en la Unién Europea, 750,000
casos en Reino Unido y 10,000 casos en Alemania a causa de NoV

(http://www.cdc.gov/spanish/especialesCDC/Norovirus/).

Las infecciones intestinales representaron la segunda causa de
morbilidad en el pais en 2011. El Instituto Mexicano del Seguro Social y la
Secretaria de Salud reportaron en forma conjunta mas del 74.4 % de los casos
de dichos padecimientos. También, cabe sefalar que la incidencia nacional
(4,837.85 casos por cada 100,000 habitantes) se incrementd por tercer afio
consecutivo, aun cuando fue 7 % menor a lo registrado en el afio 2000. Todo
esto nos indica que la tendencia no parece mostrar cambios significativos en su
comportamiento (SUIVE, 2011).

Enfermedades Intestinales Definidas

Se dice que una infeccion o enfermedad es definida, cuando se conoce (0
define) clinicamente el agente causal bioldégico que la produce en el ser
humano. El nimero de casos de estas enfermedades se ha ido registrando
gracias a las vigilancias epidemioldgicas en las distintas instituciones del sector

salud.
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En México, se han identificado pocos agentes causales de las
enfermedades intestinales. La Secretaria de Salud registré en 2011, 1°108,142
casos cuya etiologia fue definida (Tabla 3). La amebiasis intestinal, por ejemplo,
es un padecimiento cuya frecuencia ha ido descendiendo en nuestro pais
(Figura 2). También se puede observar este descenso en el resto de las
infecciones, con excepcion de las intoxicaciones alimentarias bacterianas y la
fiebre tifoidea, se han mantenido constantes, comparadas con otros afios
(Figura 3).

Tabla 3. Principales infecciones intestinales definidas, en México, 2011
(SUIVE, 2011).

Poblacion
General Masculina Femenina

Enfermedad Casos Incidencia* Casos Incidencia* Casos Incidencia*
Amebiasis 419,564 384.15 183,224 341.87 236,340 424.88
intestinal

Otras 311,230 284.96 136,875 255.39 174,355 313.45
helmintiasis
Paratifoidea y 122,345 112.02 39,535 73.77 82,810 148.87

otras
salmonelosis

Otras por 78,531 71.90 35,232 65.74 49,299 77.84
protozoarios

Ascariasis 77,950 71.37 35,080 65.45 42,870 77.07
Fiebre tifoidea 48,055 44.0 13,861 25.86 34,194 61.47
Intoxicacion 44 467 40.71 19,921 37.17 24,546 44.13
alimentaria

bacteriana

Total 1,108,142 981.10 463,728 845.36 644,414  1,121.08

* Tasa de incidencia por 100,000 habitantes

En la Tabla 3, se puede observar que la incidencia es mayor en el grupo
femenino que en el masculino en nuestro pais. Posiblemente esto se atribuya, a
gue las mujeres hacen mayor uso de los servicios de salud y acuden con mayor

frecuencia a la consulta, principalmente si estdn en edad reproductiva.
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Figura 2. Tendencia de casos nuevos de amebiasis intestinal en los Estados
Unidos Mexicanos 2000-2011 (SUIVE, 2011).
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Figura 3. Tendencia de casos nuevos de fiebre tifoidea en los Estados Unidos
Mexicanos 2000-2011(SUIVE, 2011).
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En el 2013, se publicaron registros nuevos en el Boletin Epidemiolégico en la
edicion en linea del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE).
De acuerdo a estos datos, se registraron 6'489,290 casos nuevos de
enfermedades infecciosas intestinales en el pais, en donde la amebiasis
intestinal predomina con 2’251,840 de casos. También cabe sefialar, que se
agregaron otras enfermedades que no habian sido registradas anteriormente en
dicho Boletin (Figura 4). En comparacibn con los casos totales de
enfermedades intestinales del afio 2011 (1’108,142), esta cifra va en aumento,
por lo que es indispensable tomar medidas para el control de las enfermedades
intestinales (SINAVE, 2013).
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Figura 4. Tendencia de casos nuevos de enfermedades intestinales de etiologia
conocida en los Estados Unidos Mexicanos de 2011 y 2013. Datos tomados de
SUIVE, 2011 y SINAVE, 2013.

Enfermedades Intestinales No Definidas o Mal Definidas

Las enfermedades intestinales clasificadas como mal definidas, son aquellas de
etiologia desconocida o mal diagnosticadas clinicamente. En estos casos, se

desconoce el organismo que produce dicha enfermedad en el ser humano, a
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pesar de visualizar los sintomas. Incluso le atribuyen la enfermedad a un
organismo de manera erronea. Es entonces cuando se hace un mal diagndstico
y por consecuencia, un mal tratamiento.

En México, de acuerdo a la Secretaria de Salud, en 2011 se registraron
mas de 5 millones de casos de enfermedades intestinales, clasificadas como
“‘infecciones intestinales por otros organismos y las mal definidas”. En ese
mismo afio, en Sonora, se registraron 180,328 casos de enfermedades
intestinales no definidas, pero solo 17,062 casos fueron clasificados con
etiologia conocida (Tabla 4). Lo anterior, nos indica que hay 163,266 casos de
enfermedades intestinales que podrian ser atribuibles a virus, y que de éstos,
un gran namero pueda deberse a NoV. Desafortunadamente, existen pocos
datos epidemioldgicos reportados de este patdgeno (Gomez-Santiago et al.,
2012).

Tabla 4. Principales enfermedades intestinales definidas o de causa conocida,
en Sonora 2011 (SUIVE, 2011).

Poblacion
General Masculina Femenina
Enfermedad Casos Incidencia* Casos Incidencia* Casos Incidencia*
Amebiasis 4,825 188.93 2,158 166.72 2,667 211.75
intestinal
OFra_s _ 8,151 319.16 3,588 277.19 4,563 362.28
helmintiasis
Paratifoidea y
otras 1,519 59.48 440 33.99 1,079 85.67
salmonelosis
Otras por 1,646 64.45 804 62.11 842 66.85
protozoarios
Intoxicacion
alimentaria 276 10.81 127 9.81 149 11.83
bacteriana
Total 17,062 640.83 7,388 551.50 9,674 731.28

* Tasa de incidencia por 100,000 habitantes
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Existen datos publicados en el 2013, en el boletin epidemiolégico en linea del
SINAVE, donde fueron registrados 36’292,211 casos nuevos de enfermedades
intestinales de etiologia desconocida en el pais. De estos casos sin identificar,
1’069,032 provienen del estado de Sonora, de los cuales s6lo se registraron
245,883 casos como enfermedades intestinales de etiologia conocida.
Comparando estos registros, con los acumulados del afio 2011 (Figura 5), el
namero de casos de enfermedades intestinales sin identificar también va en
aumento. Por lo que es de suma importancia implementar medidas de

prevencion mas eficiente y métodos 6ptimos para el diagndstico de estas

enfermedades.
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Figura 5. Tendencia de casos nuevos de enfermedades intestinales de etiologia

desconocida en México y Sonora en los afios 2011 y 2013. Datos tomados de
SUIVE, 2011 y SINAVE, 2013.
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Métodos para la Identificacion y Diagnéstico de Norovirus

A pesar de su elevada incidencia, s6lo una minoria de los brotes causados por
NoV llega a confirmarse mediante pruebas de laboratorio. La levedad de la
infeccion y la dificultad para disponer de procedimientos diagndsticos hacen que
esta enfermedad se infravalore. Para el diagndstico de brotes se recomienda,
idealmente, la obtencion rapida de muestras de heces liquidas o semisdlidas de
pacientes en la fase aguda de la enfermedad (48-72 horas tras el inicio) (Bellido
et al., 2003).

Existe una variedad de técnicas para detectar norovirus en muestras de
heces: microscopia electronica, aglutinacion de latex, inmunoensayos
enzimaticos y amplificacion por PCR. La diferencias de las prevalencias
publicadas de NoV podria deberse en primer lugar a la metodologia utilizada.
Por ejemplo, el inmunoensayo enzimatico de los kit comerciales, es el método
mas comun para el diagnostico de NoV, ya que ofrece simplicidad y buena
especificidad, pero es un método con baja sensibilidad. Un ejemplo de lo
anterior, es el método inmunoenzimatico ELISA RIDASCREEN, que tiene la
ventaja de ser facil, rdpido y de muy buena especificidad (97.5 %), pero su
sensibilidad es moderada (60 %) cuando se compara con RT-PCR (98 % de
especificidad y 93 % de sensibilidad). Otro método muy utilizado para la rapida
identificacion de NoV y de otros virus, es la aglutinacion de particulas de latex.
Este método, aunque tiene una sensibilidad y una especificidad del 90 %, aln
siguen siendo bajas en comparacién con RT-PCR (Dung et al., 2013; Milian et
al., 2010; Ochoa y Velapatifio, 2012; Vila et al., 2009).

Tipicamente, la sensibilidad en la deteccion viral en el material biol6gico
se puede aumentar usando métodos moleculares. Por ejemplo, la RT-PCR,
detecta concentraciones muy bajas de carga viral (10%-10* particulas virales por
mililitro de heces) en comparacion a los inmunoensayos enzimaticos (Dung et
al.,, 2013; Sanz et al., 2008). Ademas, la implementacion de RT-PCR es
considerada el estandar de oro para la confirmacion de las diarreas por

norovirus, ya que permite diagnosticar no soélo casos clinicos de infecciones por
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NoV, sino también detectar su presencia en muestras ambientales, agua,
alimentos y heces (Alvarado-Rios y Castillo-Aguilar, 2012; Sanz et al., 2008,
Torner-Gracia, 2008). Sin embargo, la variabilidad genética de estos virus hace
dificil el desarrollo de una prueba de amplificacion simple y genérica. Por ello,
se recomienda efectuar esta diferenciacion por técnicas de secuenciacion
gendmica para su confirmacion (Logan et al., 2006; Sanz et al., 2008).

Por otra parte, se sabe poco acerca de la caracterizacion molecular de
los calicivirus en todo el pais, principalmente NoV (GOmez-Santiago et al.,
2012). Debido a lo anterior, existen pocos estudios y datos epidemiologicos
sobre las enfermedades intestinales en el noroeste de México, principalmente
en Sonora. Este estado, es una poblacion representativa del Noroeste del pais,
con los indices de diarreas no diagnosticadas mas elevados de México (SUIVE,
2011). Por lo anterior, es imprescindible ampliar estudios sobre la incidencia y
prevalencia de NoV. Para ello, se requiere de la optimizacién de un método
para la identificacidon de cepas de este patégeno de importancia en humanos,
como una herramienta auxiliar diagnéstico de enfermedades intestinales. Estos
padecimientos son una de las principales causas de consultas médicas y
mortalidad en Sonora. Con los datos obtenidos, se contribuird con el
conocimiento de la epidemiologia de las cepas circulantes de NoV, en México y

Sonora.
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1. HIPOTESIS

Existe una alta prevalencia de norovirus en Hermosillo, Sonora similar a la de

paises desarrollados y el genotipo Gll.4 es la cepa predominante.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia y genogrupos de norovirus en nifios y adultos con

gastroenteritis que acuden a hospitales de Hermosillo, Sonora.
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V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la prevalencia de norovirus en heces diarreicas de nifios y
adultos que acuden a hospitales en Hermosillo, Sonora mediante RT-PCR

convencional.

2. ldentificar los genogrupos de los aislados de norovirus obtenidos mediante

RT-PCR en tiempo real.

3. Analizar la secuencia de nucleétidos de las cepas encontradas mediante

herramientas bioinformaticas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Céalculo de Tamafo de Muestra

El tamafio de muestra necesario para este estudio, se obtuvo mediante la
formula utilizada para calcular el tamafio de muestra para estimar una
proporcién. Dado que la prevalencia de gastroenteritis por NoV en paises
desarrollados, como Estados Unidos fue de 58 % (segun datos de CDC, en el
2012), se utilizé para el calculo una prevalencia igual o mayor a la de este pais,
por lo que se manejé una prevalencia esperada de 80 %. Ademas, se fij6 el
nivel de confianza al 95 %, con el a = 0.05 y el error admitido o precision fue del
8 %. Se obtuvo un tamafio de muestra de 96 pacientes, pero para fines

practicos de este trabajo, se redonde6 a 100 personas.

(1) n=-—;

Recoleccion de Muestras y Disefio Experimental

El disefio es de tipo transversal. Este tipo de estudios se dirigen
primordialmente a la frecuencia y distribucidon de eventos de la salud y
enfermedad dentro de una poblacion definida y en un periodo de tiempo.
Ademas, este diseflo se utiliza para explorar y generar hipo6tesis de
investigacién, asi como estimar la prevalencia de algunas enfermedades e
identificar posibles factores de riesgo. No involucran el seguimiento del paciente
(Hernandez y Velasco-Mondragon, 2000).

Se recolectaron muestras de heces de pacientes adultos (de 18 a 60 6
mas afos de edad) y/o nifios y adolescentes (entre 0 y 12 afios y entre 13y 17
afios de edad, respectivamente), del sexo masculino o femenino, que asistieron

a consulta en el periodo de agosto de 2013—-mayo de 2014, en los servicios de
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salud de Hermosillo, Sonora. Los criterios de inclusion fueron que los pacientes
presentaran diagnéstico clinico de gastroenteritis viral (diarrea explosiva, con o
sin vomito; nausea y dolor abdominal). Ademas, se llevé a cabo la recoleccion
de los datos demograficos y del historial médico de los pacientes de manera
escrita, llenado por el médico, para lo cual se utilizé el formulario descrito en la
Tabla 5. Las muestras fueron proporcionadas por el Hospital Infantil del Estado
de Sonora (HIES), el Hospital Regional Militar de Hermosillo, Sonora, el
Hospital General de zona no. 2 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
y el Centro Médico “Dr. Ignacio Chavez” del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado de Sonora (ISSSTESON).

Tabla 5. Formato para la recoleccién de datos del paciente.

CARACTERIZACION DE GENOTIPOS DE NOROVIRUS EN HECES DIARREICAS
COLABORACION CON CIAD

DATOS DEL PACIENTE

Nombre (iniciales del paciente):

Edad:

Sexo:

DATOS DE SALUD

Estado nutricional:

Vomito (Si/No):

Inicio de diarrea (Fecha):

Inicio de otros sintomas(Fecha):

Presencia de sangre en heces (Si/No):

Presencia de mocos en heces (Si/No):

DATOS DEMOGRAFICOS

Colonia donde habita:

OBSERVACIONES ADICIONALES

Manejo de las Muestras

Las muestras de heces fueron recolectadas en recipientes plasticos estériles
con tapa de rosca. En caso de pacientes hospitalizados o de infantes donde no
fue posible la recoleccion de heces, se tomaron aproximadamente 1 g de heces
mediante un hisopo de dacron y se almacenaron en el medio de transporte
Hanks SIGMA® (solucion de CaCl,, MgSQO,, KCI, KH,PO,4, NaHCOj3;, NaCl,

glucosa y rojo de fenol) adicionado con glicerol y antibioticos (penicilina 200
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U/mL, estreptomicina 200 pg/mL y anfotericina 10 pg/mL) ajustado a un rango
de pH de 7.2-7.6, para garantizar la viabilidad del virus y reducir el crecimiento
bacteriano. Todas las muestras obtenidas fueron transportadas en hieleras a
temperaturas de refrigeracion al Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD) donde se llevé a cabo el procedimiento experimental. Una
vez recibidas las muestras, se procedido a la extraccion del RNA viral y se

congelo6 para su uso posterior.

Preparacion de las Muestras

Para minimizar el tiempo de identificacién de NoV, se hicieron pools mezclando
cuatro o cinco muestras de heces. Para ello, se tomé una alicuota de un mL del
sobrenadante de cada muestra (tubo con medio de transporte inoculado con las
heces), y se agité suavemente por 15 segundos. En caso de que el medio se
observara turbio, se centrifug6 a 4, 500 rpm por 30 minutos, antes de hacer el

pool y se refriger6 a 4 °C, para su posterior uso.

Extraccion de RNA Viral

Se llevo a cabo la extraccion del RNA viral de cada pool de muestras, con el kit
comercial QlAamp™ Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se almacené a -20

°C hasta su uso para RT-PCR convencional.

Seleccidn de las Muestras e Identificacion de NoV Mediante
RT-PCR Convencional y PCR Semi-anidado
Para la identificacion de NoV, se realizé la RT-PCR convencional para cada
concentrado de muestras, utilizando el kit comercial OneStep RT-PCR kit
(QIAGEN®, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
primers especificos para la identificacion de NoV que se utilizaron, fueron los
descritos en la Tabla 6 (Vinjé et al., 2004). Los primers son afines a la union
ORF1-ORF2. En esta union, se encuentra el gen RdRp (ORF1) que codifica

para la polimerasa dependiente de RNA. Este gen a su vez, esta unido al gen
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VP1 (ORF2) que codifica para la proteina VP1, que conforma en su mayoria, la
capside del virus. Esta union, es la region conservada de NoV y sirve para la
identificacion del patégeno (Figura 6) (Vinjé et al., 2004). Las condiciones que
se utilizaron en el termociclador consisten en un ciclo para la transcripcion
reversa de 50 °C por 30 min, seguido de un ciclo para la activacion de la
enzima de 95 °C por 15 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos para la
desnaturalizacién, para la alineacion fue de 45 °C por un min, para la extension
de 72 °C por un min y un ciclo para la extension final de 72 °C por 10 min. El
equipo que se utilizé es MJ Mini™ Personal ThermalCycler (BIO-RAD®,
Berkeley, CA, Estados Unidos).

ORFI /_\ ORR2 ORF3
= p8 | NP [ p [ VPG | 3C [ RdRp H )| | | H IAAA,

Non-structural replicase proteins VPI VP2

Figura 6. Region conservada del genoma de norovirus. La parte encerrada con
una elipse, representa la region para la identificacion del patdgeno, que abarca
de 4,000 pb a 5,500 pb (Donaldson et al., 2010).

Posteriormente, el material genético obtenido de la RT-PCR convencional, se
sometié PCR semi-anidado, con los primers Mp 290 y Reg A (Vinjé et al., 2004)
descritos en la Tabla 6 y siguiendo las condiciones descritas por Leon-Félix et
al., 2010. Posteriormente, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.2
% tefiido con Biotium GelRed™ (Hayward, CA, Estados Unidos) utilizando
como soluciéon amortiguadora Tris-acetato-EDTA 1X (TAE 1X, Tris 40 mM,
acido acético 20 mM y EDTA 1 mM.) y el marcador de peso molecular Tracklt™
100 bp DNA Ladder (Invitrogen™, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Los geles
fueron visualizados utilizando el equipo Gel Doc™ (BIO-RAD®, Berkeley, CA,
Estados Unidos) con el programa ImageLab™ 2.0. Si la reaccion resultaba
positiva a NoV (banda de aprox. 316 pb) en algun pool, se procedio a realizar la
extraccion de RNA viral de cada una de las muestras individuales que

conformaron dicho pool, en caso contrario, se procedi6 a descartarlas.
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Tabla 6. Primers para RT-PCR convencional y PCR semi-anidado para
deteccion de NoV (Vinjé et al., 2004).

Tamafio
Primer S((e;:,u_er;f:)ia Orientacion Posicion pro((jiicto
(pb)
MJV 12 TAYCAYTATGATGCHGAYTA + 4553-4572
Reg A CTCRTCATCICCATARAAIGA - 4859-4879 327
Mp 290 GAYTACTCYCSITGGGAYTC + 4564-4583 316
Reg A CTCRTCATCICCATARAAIGA - 4859-4879

R =A/G, Y =C/T, y | =Inosina.

Determinacion de los Genogrupos de NoV por RT-gPCR

Para determinar los genogrupo | y Il de NoV, se utiliz6 RT-gPCR para cada
muestra identificada como positiva mediante PCR semi-anidado. Para lo cual
se utilizaron los primers especificos para genogrupo | y Il descritos en la Tabla
7 (Kageyama et al., 2003). Estos primers son afines al dominio S dentro del
ORF2, en donde se encuentra la region genética variable del virus, y por lo
tanto, la identificacion del genogrupo (Figura 7) (Yu et al., 2014). Para ello, se
utilizaron dos sondas TagMan® marcadas cada una con un fluoréforo diferente
para identificar cada genogrupo (VIC para Gl y FAM para Gll) (Pang et al.,
2005); ambas disefiadas por la compafia Integrated DNA Technologies®
(Coraville, IA, Estados Unidos). La reaccion de RT-gPCR se realiz6 con kit
comercial OneStep RT-PCR kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El equipo utilizado fue el SmartCycler® (Cepheid,
Sunnyvale, CA, Estados Unidos), modulo I-CORE™, para andlisis de los datos.
Las condiciones que se utilizaron en el termociclador consistieron en un ciclo
para la transcripcién reversa a 50 °C por 30 min, seguido de 95 °C por 10 min;
45 ciclos de un min a 95 °C y un min a 55 °C. Como controles positivos, se
utilizaron cepas donadas por la Dra. Ana Lorena Gutiérrez del Laboratorio de
Infectomica y Patogénesis Molecular, del Centro de Investigacion y de Estudios

avanzados del Instituto Politécnico Nacional.
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Tabla 7. Primers y sondas para RT-gPCR para diferenciacion de los
genogrupos de NoV (Kageyama et al., 2003).

Tamafo

Genogrupo Primer Secuencia Posicién de
grup (5-3) Orientacion producto
(pb)
RINGL ; "
o) VIC/AGATYGCGRTCYCCTGTCCA/ BHQ ; 5340 .
Gl COGLF CGYTGGATGCGNTTYCATGA + 5201 5
COGIR CTTAGACGCCATCATCATTYAC : 5375
(F;'J'\r‘ﬁf) FAMITGGGAGGGCGATCGCAATCT/ BHQ + 5048
Gll COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG + 5003 98
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA : 5100
R=A/G, B = CIGIT, Y = CIT y N= AICIGIT.
ORF1 OREF2 OREF3
S B2 e BB EE=2888 BE
L
g 8 8 8 8 8 R 8 8 8 8 8 ¥ &8 8
e wn —_ — o o0 o -+ W w O O ~ ~
| | | I I
0 =
< ~

C

Figura 7. Region variable del genoma de norovirus. La parte denominada con la
letra C representa el dominio S, el cual es la region utlizada para la
diferenciacion entre genogrupos y abarca de 5,000 pb a 5,500 pb (Yu et al.,
2014).

Cabe sefalar, que no se llevé a cabo la identificacion de NoV genogrupo IV
(GIV), dado que no se contaba con el control positivo del mismo. Ademas, no
se tenian los primers y la sonda especificos, para llevar a cabo la
estandarizacion del protocolo, para su identificacibn mediante RT-PCR y RT-
gPCR.

Secuenciacion

Para el proceso de secuenciacion, los productos de RT-gPCR no son
adecuados, ya que son secuencias muy cortas (84 pb para NoV Gl y de 97 pb
para NoV GllI). Por lo tanto, de las 77 muestras positivas a NoV, de manera
aleatoria se seleccionaron 16 (muestras 4, 6, 9, 19, 25, 28, 38, 43, 50, 68, 74,
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80, 85, 87, 96, 100, ademas del control positivo donado por la dra, Gutiérrez
denominado GM). Para estas muestras, se obtuvieron un fragmento de mayor
tamafo (823 pb) con los primers MJV12 (Vinjé et al., 2004) y COG1R
(Kageyama et al., 2003), dentro de la union de ORF1-ORF2, mediante RT-PCR.
A partir de estos fragmentos, se anidaron con los primers Mp290 (Vinjé et al.,
2004) y COGI1R (Kageyama et al.,, 2003) para obtener un fragmento de
aproximadamente 800 pb por RT-PCR. Posteriormente, estos productos de RT-
PCR se visualizaron en gel de agarosa al 2 %. Esta secuencia incluye las
regiones para diferenciar NoV Gl de NoV GlI.

Los productos de RT-PCR fueron purificados con el kit QIAEX® Il Gel
Extraction kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania) y se enviaron a la University of
Arizona Genetics Core (Tucson, Arizona) para realizar su secuenciacion,
mediante electroforesis capilar con el equipo Applied Biosystems 3730XL DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Este método
consiste en la creacion automatizada de una secuencia a partir de un templado
de DNA por medio de la union de dideoxinucleétidos marcados con
fluorocromos. La fluorescencia es leida por electroforesis y traducida en una
secuencia (Doorn et al., 2009). Una vez recibidos los electroferogramas sentido
y anti-sentido, se depuraron para obtener las secuencias consenso con el
programa Chromas Lite version 2.1.1 (Technelysium, Pty, Ltd), para su posterior
comparacién con secuencias de la base de datos de la Herramienta de
Blusqueda de Alineaciones Locales Béasicas (BLAST, por sus siglas en inglés)
proporcionado por el sitio web del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) (Bethesda, MD, Estados
Unidos).

Para el alineamiento de las secuencias obtenidas se utilizé el programa
BioEdit version 7.2.5 y para el arbol filogenético se utilizé el programa Mega
version 4.0, mediante el analisis de bootstrap de 1000 réplicas, y generado por
el método Neighbor-Joining. Este método, tiene la finalidad de unir las
secuencias mas cercanas (vecinas) tratando de minimizar la longitud total del

arbol (Saitou y Nei, 1987). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el
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método de méxima verosimilitud (Tamura et al., 2004) y se encuentran en las
unidades de numero de sustituciones de bases por sitio. Ademds, las
posiciones con alineaciones vacias y datos faltantes, fueron eliminadas con la
comparacion de secuencias por pares (opcidon pairwise deletion). Como
resultado, se obtuvo una secuencia final de 795 posiciones.

Los nimeros de acceso de GenBank incluidos en el analisis filogenético,
de los genes RdRp y VP1 de las cepas de NoV como referencia, fueron los
siguientes: AY134748 (GlI.2, virus Snow Mountain, Estados Unidos), DQ078829
(Gll.4,virus Sydney), GU299761 (GI.8, Estados Unidos), HM635108 (Gll.14,
Corea del Sur), HM635168 (Gll.2, virus Snow Mountain, Corea del Sur),
JX846929 (GI.3, virus Desert Shield), KJ196298 (GI.8, Japén), M87661 (Gl.1,
virus Norwalk), U07611(GlIl.1, virus Hawaii), U22498 (GII.3, virus México).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo

Se recolectaron 100 muestras de heces diarreicas, de las cuales 48 muestras
fueron proporcionadas por el Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES), 27
muestras del Hospital General de zona no. 2 (IMSS), 17 del Centro Médico “Dr.
Ignacio Chavez” (ISSSTESON) y 8 muestras del Hospital Militar Regional de
Hermosillo. Del total de muestras, 37 fueron del sexo femenino, 50 muestras del
sexo masculino y en 13 muestras no se obtuvo este dato.

En cuanto a la edad de los pacientes, se obtuvieron 62 muestras de
pacientes menores de edad (0-17 afios), 19 muestras de pacientes mayores de
edad (18-60 y mas afios) y 19 muestras de pacientes en el cual no se obtuvo
este dato. Se observé una edad promedio de 12.3 afios (Tabla 8). Cabe
sefialar, que el pico méas alto de obtencién de muestras fue durante el mes de
noviembre con 30 muestras; época que marca el inicio de la temporada de
bajas temperaturas (Figura 8). Estos datos concuerdan con la literatura, ya que
la gastroenteritis causada por NoV, predomina en la temporada de invierno o en
climas frios.

En la Tabla 8 se puede observar también que, como se esperaba, la
mayor parte de los pacientes procedian de Hermosillo con una proporcion del
20 %. Sin embargo, aun cuando los hospitales que proporcionaron las muestras
se encuentran en Hermosillo, dichos hospitales atienden también pacientes de
otras regiones cercanas al municipio, por lo que se pueden observar pacientes
de otras regiones. En segundo lugar se encuentra con el 8 % el Poblado Miguel
Aleman perteneciente a la zona rural de Hermosillo y en tercer término el

municipio de Suaqui Grande con el 7 % (Tabla 8).
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Tabla 8. Datos y procedencia de los pacientes que proporcionaron muestras

para el estudio.

Identificacion = ) T w . Identificacion £ Ie) - w .
S X T o Procedencia S X QS o Procedencia
Muestra » ) T Muestra 7 oy T
o (%] s o n s
I I
1 H F 2 Suaqui Grande 51 HM M 1
2 H M 13 Imuris 52 H F 0 Agua Prieta
3 H F 1 Suaqui Grande 53 H M 0 Hermosillo
4 H M 0 Miguel Aleméan 54 H M 0 Miguel
Aleméan
5 H M 3 Suaqui Grande 55 H F 6 Hermosillo
6 H F 4 Suaqui Grande 56 H M 0 Hermosillo
7 H F 1 Hermosillo 57 H F 1 Hermosillo
8 H M 0 Miguel Aleméan 58 H M 1 Caborca
9 H F 8 Suaqui Grande 59 H M 0
10 H M 3 Suaqui Grande 60 H M 0 Hermosillo
11 H M 6 Suaqui Grande 61 H M 0
12 H M 2 Hermosillo 62 H M 0 Hermosillo
13 H F 1 Miguel Aleman 63 HM M 31
14 H F 0 Agua Prieta 64 HM M 15
15 H F 1 Hermosillo 65 H M 0 Carb6
16 H M 1 Miguel Aleméan 66 H M 2 Hermosillo
17 H M 2 Navojoa 67 H M 4 Hermosillo
18 H M 0 Hermosillo 68 H M 0 Guaymas
19 H M 0 Miguel Aleman 69 H F 5 Hermosillo
20 H M 0 Magdalena 70 IM F 65
21 H M 10 Hermosillo 71 IM M 36
22 H F 0 Hermosillo 72 IM F 2
23 H F 17 Esqueda 73 IM F 79
24 | 74 IM F 10
25 | 75 IM F
26 | M 62 76 IM M 1
27 | M 53 77 IM F 95
28 | F 32 78 IM F 39
29 H F 0 Hermosillo 79 IM F 4
30 H M 0 Hermosillo 80 IM M 96
31 H M 0 Miguel Aleméan 81 IM F
32 HM M 27 82 IM F
33 HM M 8 83 IM F
34 | 84 IM M
35 | 85 IM M
36 | 86 IM M 2
37 | F 50 87 H M Carb6
38 | 18 88 H F 2 Pesqueira
39 | 25 89 H M 6 Hermosillo
40 | 9 90 H F 0 Miguel
Aleméan
41 | 53 91 IM F
42 | 4 92 IM M
43 | 38 93 M M
44 HM F 0 94 IM F 4
45 H F 1 Hermosillo 95 IM F
46 H F 1 Hermosillo 96 IM M
47 HM M 0 97 IM M 3
48 | 46 98 IM F 2
49 | 99 IM M 0
50 HM M 32 100 IM M 1

H= Hospital Infantil del Estado de Sonora, |= Centro Médico “Dr. Ignacio Chavez” (ISSSTESON), HM= Hospital Militar Regional de Hermosillo, IM= Hospital

General de zona No.2 (IMSS), F= Femenino, M= Masculino.
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Figura 8. Periodo de recoleccion de muestras de Julio de 2013 a Mayo de 2014.
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También cabe destacar, que los datos recolectados estan incompletos, debido a
gue estos fueron tomados por el mismo personal de los hospitales y debido a la
cantidad de pacientes que se atienden, es dificil llevar a cabo la recoleccion de
los datos demograficos de manera completa. Ademas, el Hospital Militar no
proporcioné estos datos debido a que sus cédigos de confidencialidad son
estrictos para la seguridad y proteccién de sus derecho-habientes.

Deteccién de NoV Mediante RT-PCR Convencional

Con las muestras obtenidas, se prepararon 22 pools. A cada pool se le extrajo
el RNA, y mediante RT-PCR convencional y PCR semi-anidado dirigido a la
regidbn conservada de NoV como se explicé previamente, se obtuvieron los
pools positivos. Posteriormente, a las muestras individuales que conformaban
un determinado pool positivo para NoV, se les extrajo el RNA viral, para llevar a
cabo el mismo procedimiento para identificar cudles fueron las muestras
positivas (Tabla 9). A continuacion, se muestra una imagen representativa del
producto de PCR semi-anidado de muestras positivas a NoV donde se observa

la banda esperada de 316 pb (Figura 9).

Determinacion de la Prevalencia de NoV

Del total de 100 muestras, 77 fueron positivas a NoV (77 %) por RT-PCR
convencional. Se observo que los nifios son los mas afectados por el virus,
principalmente los menores de uno a cuatro afios de edad (32 %) (Figura
6)(Molina, 2014); sin embargo, al conjuntar los datos con los hospitales de
procedencia, se observa que la mayoria de las muestras provienen del HIES.
De los datos de los pacientes donde se pudo determinar la edad, se observa
que los adultos también fueron afectados, dado que se observaron muestras
positivas al patégeno (19 %) (Figura 10). Por otra parte, durante el periodo de
recoleccion de muestras, se presentd un brote de diarrea en habitantes de
Suaqui Grande, Sonora, que al analizarlo para NoV, resultaron positivas. Estas
muestras, segun informacion proporcionada, provinieron de personas que

consumieron alimento ofrecido en un convivio, al que los pacientes asistieron.
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Del resto de los pacientes no se tuvo datos de posibles alimentos implicados en
la transmision del virus.

También, cabe sefalar que del total de pacientes que contestaron la
encuesta (para el caso de desnutricion 48 pacientes), el 19 % de ellos que
resultaron positivos a NoV, presentaron un grado de desnutricién (Figura 11).
Esta condicion, posiblemente se relaciona con el nivel socioeconémico y
demografico, ya que la mayoria de los casos provenian del HIES, el cual es un
hospital que atiende pacientes no sé6lo de Hermosillo, sino de municipios
aledafos. De estos casos, algunos provenian de las colonias pertenecientes a
la periferia del municipio o de poblaciones rurales. En estos lugares, por lo
general, las condiciones de higiene son pobres, debido al dificil acceso al agua
potable. Ademas, el hacinamiento es muy comun en este tipo de poblados, y
por lo tanto, facilita el contagio del patégeno de persona a persona.

Por otra parte, al relacionar otros signos clinicos de las personas que
resultaron positivas a NoV (ademas de las heces diarreicas), se tiene que del
total de pacientes que contestaron la encuesta (para el caso de este dato fueron
52), el 15 % de ellos presentaron vomito. A pesar de que este signo es uno de
los principales en personas con gastroenteritis causada por NoV, se presenté
en pocas personas, posiblemente debido a que estos pacientes so6lo eran
portadoras del patdgeno y aun no se manifestaba la enfermedad. Por otra parte,
de 55 pacientes que llenaron la encuesta, el 15 % presentaron sangre en
heces, y de 53 pacientes el 38 % presentaron moco en heces (Figura 11). Cabe
destacar, que estos ultimos signos son relevantes, ya que no es comun que se
presenten en personas infectadas por NoV segun la literatura. Aunque esta
reportado que estos dos signos, son muy comunes en una infeccion intestinal.
Por otra parte, en este estudio no se realizé la busqueda de otros posibles
patdgenos como causantes de gastroenteritis, por lo que no se debe descartar
gue existieran co-infecciones. De esta manera, los signos clinicos que no
concuerdan con la gastroenteritis tipica por NoV podrian haber sido

ocasionados por otros patégenos.
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Tabla 9. Resultados obtenidos de las muestras individuales por RT-PCR

convencional.

Identificacion NoV Identificacion NoV
Muestra (+/-) muestra (+/-)
1 + 51 +
2 + 52 -
3 + 53 -
4 + 54 -
5 + 55 -
6 + 56 -
7 + 57 -
8 - 58 +
9 + 59 +
10 + 60 +
11 - 61 +
12 + 62 +
13 + 63 -
14 - 64 -
15 + 65 -
16 + 66 -
17 - 67 +
18 + 68 +
19 + 69 +
20 - 70 +
21 - 71 +
22 - 72 +
23 - 73 +
24 + 74 +
25 + 75 +
26 + 76 +
27 - 77 +
28 + 78 +
29 + 79 +
30 + 80 +
31 + 81 -
32 - 82 +
33 + 83 +
34 - 84 +
35 + 85 +
36 - 86 +
37 + 87 +
38 + 88 +
39 + 89 +
40 + 90 +
41 + 91 +
42 + 92 +
43 + 93 +
44 + 94 +
45 + 95 +
46 + 96 +
47 + 97 +
48 + 98 +
49 + 99 +
50 + 100 +

+: positivo, -: negativo.
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M - + 1213 14 1516 17 18 19

Figura 9. Gel representativo de la deteccién de NoV por PCR semi-anidado. Se
muestra el producto de PCR de 316 pb. Carril M: marcador; carriles: - y +,
controles negativo y positivo, respectivamente. Carriles 12-19: muestras de
cada paciente, asignadas con el mismo namero.
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Figura 10. Namero de muestras positivas a NoV por rango de edades.
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Figura 11. Signos clinicos de los pacientes positivos a NoV.
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Identificacion de Genogrupos de NoV Mediante RT-gPCR

Para la identificacién de genogrupos de NoV, se utilizé la técnica de RT-PCR en
tiempo real. En esta técnica se utiliza sondas marcadas con fluorocromos como
medida de deteccion. Estas, se hibridan con la secuencia de interés (CDNA), y
conforme se van hidrolizando durante el proceso de amplificacion del cDNA,
emiten fluorescencia a cierta longitud de onda. Es decir, la intensidad de la
fluorescencia emitida, es proporcional a la concentracion de la secuencia de
interés. Esto se ve reflejado como una curva en la grafica, datos emitidos por el
software.

Como se menciono6 anteriormente, los resultados de la RT-PCR en tiempo
real se basan en la deteccion y cuantificacion de los fluorocromos a lo largo de
la reaccion de la PCR. Esto permite conocer la cantidad de fluorescencia
emitida durante la fase exponencial de la reaccion, donde un aumento
significativo del producto de la PCR se correlaciona con la cantidad inicial de
cDNA en estudio. Para obtener estos resultados, deben ser obtenidos los
valores umbral de ciclo (Ct). Previamente, un umbral adecuado debe ser fijado
de forma automatica (por el software) o manualmente (por el operador). Los
valores Ct son determinados por la identificacion del ciclo en el cual la emision
de la intensidad del fluorocromo se eleva por encima del ruido de fondo en la
fase exponencial de la reaccién de la PCR. En otras palabras, el valor Ct esta
representado por el ciclo en el cual la produccién de fluorescencia cruza el
umbral establecido. Es importante considerar que un valor Ct superior a 40
ciclos indica que no hay amplificacion y por consiguiente no deben incluirse en
los calculos.

Un ejemplo de lo anterior se muestra en la figura 12, en donde a 45 ciclos
se obtiene el producto final. La muestra 4 (M4 Gl), dio una curva con una Ct de
25.72, el cual indica que de los 45 ciclos de la amplificacion, en el ciclo 25.72
fue donde se comenzo a detectar NoV Gl, y por lo tanto la fluorescencia, por lo
gue la muestra fue positiva para Gl. De igual manera se puede apreciar para el

transcrito de NoV Gl (Trans. Gl), sélo que en éste, se observo una Ct de 25.95.

41



En cuanto al control negativo (C- GIl), de manera correcta, ho se observo
fluorescencia, y por lo tanto, se obtuvo una Ct de cero.

Para el andlisis de nuestras muestras, se marco la sonda para Gl con el
fluorocromo VIC y la sonda para Gll con el fluorocromo FAM, con la intencién
de que en una misma reaccion se pudieran detectar ambos genogrupos y con
esto, ahorrar reacciones. Sin embargo, s6lo se pudo lograr la deteccion de
manera separada, ya que al hacer la reaccion duplex, no se obtuvieron
productos en muestras conocidas positivas. Por esta razén se decidié correr las

muestras por separado (Figura 12).

Amplification Plot

M4 Gl
18.000 - (t=25.72
17,000
e — Trans. Gl
1 Ct=25.95
14,000
13,000
12,000
11,000
10,000
v 9,000
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[ 7.000
Threshold: 81100
5561 T 5 0 oo o O 1 e v R LSFRP Yeo S R S Sy 8 VO C-Gl
4,000 Ct=0
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4 "; 8 W 1‘.’ " !’n ‘.‘% ;;J 2 X 2 N8 j;J R M ;. H :;Zl .‘ L

Cycle

Figura 12. RT-gPCR de controles positivos de NoV Gl con sonda VIC. La linea
basal estd de color rojo, y representa el inicio de la reaccién por lo que no se
observa fluorescencia. El umbral o Threshold, esta representado por la linea
punteada de color azul, y esta nos indica cuando una muestra es positiva al
observarse una curva que cruza este umbral.
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Sin embargo, sélo se pudo detectar el genogrupo en 10 muestras, de las 77
positivas a NoV. Tres de ellas fueron genogrupo | (Gl) y siete fueron del
genogrupo Il (Gll) (Tabla 10). Estos resultados concuerdan con la literatura, ya
que se conoce que NoV GlIl, es el genogrupo mas comun que causa

gastroenteritis entre las poblaciones a nivel mundial (Yan et al., 2013).

Tabla 10. Identificacion de genogrupos de NoV en muestras positivas por RT-
gPCR.

Muestras positivas a Gl Muestras positivas a GlI
6

19

4 28
9 38
25 39
43
50

El nimero representa la identificacion de muestra de cada paciente.

Posiblemente, el hecho de haber podido determinar el genogrupo en tan pocas
muestras, se deba a que NoV es un patdégeno altamente mutagénico, pues se
ha reportado que existen heterogeneidades adn en la regién conservada del
genoma viral. Este hallazgo fue reportado por Vinjé y colaboradores (2000), y
encontraron que sélo una homologia de 64 % habia sido reportada en regiones
altamente conservadas dentro de un genogrupo.

Asi mismo, Atmar y Estes (2001) reportaron que la homologia de
nucleétidos podria ser tan baja como de 36 % en la helicasa 2C y hasta de 64
% en la polimerasa 3D entre diferentes genogrupos. De la misma manera,
Donaldson y colaboradores (2010), publicaron que dentro de un mismo
genotipo, existe un 69 - 97 % de similitud de nucledtidos a nivel genémico. Por
otra parte, en las proteinas estructurales como la VP1 son aun mas variables,
ya que dentro de un mismo genotipo de NoV, difieren hasta en un 40 % en la
secuencia de aminoacidos de la capside. Estas razones hacen dificil el disefio

de un solo juego de iniciadores o primers para la deteccibon de NoV.
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Otra posible razon de estos resultados, es que el material genético de
NoV es RNA de cadena sencilla, el cual es poco estable y corre el riesgo de
degradarse durante el tiempo de almacenamiento y disminuir el RNA de interés.
Esta condicion se puede evitar, realizando la transcripcion inversa de manera
separada, es decir, realizar la RT-PCR convencional en dos pasos, ya que de
esta forma es 100 veces mas sensible que la RT-PCR de un solo paso. Este
hecho se corrobord, en el trabajo de Pang y colaboradores (2005). Ademas,
almacenar el material genético como DNA, aumentaria la estabilidad y

confiabilidad para analisis posteriores.

Identificacion de Muestras Positivas a NoV para Secuenciacion

Para la secuenciacion de las 17 muestras seleccionadas, como ya se mencioné
anteriormente, se utilizaron los juegos de primers MJV12-COG1R, para obtener
el fragmento mayor (823 pb) y Mp290-COG1R para obtener fragmento anidado
del anterior, que genera un producto de 811 pb. Esta secuencia, corresponde a
la regidon ubicada entre los genes RdRp y VP1. En base a lo anterior, se
identificaron cinco muestras aptas para la secuenciacion (muestras 4, 6, 28, 43

y 50). Esto se puede apreciar a continuacion en la Figura 13.
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811 pb

M C ¢+ 6 28 43 50 4

Figura 13. Deteccion de fragmento de 800 pb para secuenciacion. Carril M:
marcador; carriles: C- y C+, controles negativo y positivo, respetivamente. Los
nameros presentados al pie del gel, corresponden al nimero de la muestra.
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Alineamiento de Secuencias

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias de las cinco muestras
identificadas, y se compararon con 10 secuencias de referencia, disponibles en

la base de datos de GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank). De

acuerdo con la figura 14, se observa varias mutaciones puntuales (arriba del 60
%), lo que hace que exista alta variabilidad genética, incluso dentro de un
mismo genogrupo. Este hallazgo, concuerda con la literatura, ya que corrobora
gue NoV es altamente mutagénico. Ademas, hace que sea mucho mas dificil el
disefio de primers para la deteccién del patdégeno, incluso utilizando primers
degenerados, como fue el caso de este trabajo.

Por otro lado, esta alta variabilidad genética afecta la secuencia de
aminodcidos, y por lo tanto, la estructura de las proteinas de la capside de NoV.
Por ello, afecta el reconocimiento de dicho patégeno por parte del sistema
inmune, lo que hace que sea casi imposible el desarrollo de vacunas para la

prevencion de gastroenteritis, a causa de NoV.

Andlisis Filogenético para Identificacion de Genotipos de NoV

Para elaborar el arbol filogenético con las cinco muestras identificadas, se
utilizaron las 10 secuencias de referencia, disponibles en la base de datos de
GenBank. EIl arbol filogenético revelé dos grupos distintos: genogrupo | vy
genogrupo Il de NoV, basados en los valores de bootstrap de 1,000 réplicas. Un
grupo fue formado con cepas representativas de NoV Gl, tales como virus
Norwalk (Gl.1), virus Desert Shield (G1.3) y NoV GI.8. El otro grupo fue formado
con cepas de NoV Gll, tales como virus Hawaii (Gll.1), virus Snow Mountain
(GI1.2), virus México (GlI.3), virus Syndey (GIl.4) y NoV GIl.14 (Figura 15).

De acuerdo a la Figura 15, observamos altos porcentajes de los valores
de bootstrap. Estos porcentajes nos indican que entre mas alto sea, mas fiable
es esa rama, y por lo tanto, mas emparentadas estan las cepas de NoV

aisladas con respecto a las cepas de referencia. Por lo tanto, estas cepas
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tienen un porcentaje de identidad alta entre sus secuencias. Por ejemplo, la
cepa de la muestra 4, tiene una identidad del 83% con la secuencia de NoV/JP
GI.8, y a su vez un valor de bootstrap de 98 (Tabla 11). Esta cepa de referencia
a su vez tiene un 99 % de identidad con la cepa de Estados Unidos (NoV/USA)
y un valor de bootstrap de 98, y se debe a que pertenecen al mismo genotipo
(G1.8). A pesar de que el genotipo NoV GI.1 es una de las cepas mas comunes
que causan gastroenteritis dentro del genogrupo |, la muestra 4 sélo tiene un 73
% de identidad en su secuencia con este genotipo (Tabla 11).

Por otro lado, la secuencia de NoV aislado de la muestra 6, tiene el 98%
de identidad con el genotipo Gll.4, lo cual indica que dicha muestra pertenece a
este cluster. Cabe sefalar, que esta muestra provenia de Suaqui Grande,
Sonora, por lo que se puede inferir que de esos pacientes, al menos uno fue
positivo a esta cepa.
También, otra muestra relacionada con el genotipo Sydney (Gll.4), es la cepa
de la muestra 43, ya que ésta present6 una identidad del 89 % de su secuencia
con la cepa referenciada (Tabla 11). Estos datos resultan relevantes, ya que el
genotipo Sydney es el mas comun entre los NoV que causan gastroenteritis a
nivel mundial y en Estados Unidos. Otra observacion, es que ambas muestras
provinieron de Hospitales diferentes, ademas de que una muestra pertenecia a
un menor (muestra 6) y la otra a un adulto (muestra 43).

De la misma manera, se observd que la cepa de la muestra 50, tiene el
95 % de identidad con el genotipo Snow Mountain (Gll.2). Ademas, comparada
con el 80 % de homologia con la cepa de la muestra 6, nos indica que el
genotipo aislado en la muestra 50 fue GII.2 (Tabla 11). También, cabe sefnalar
que la cepa de referencia pertenece a Corea del Sur, o que nos reitera que la
diversidad de NoV es amplia, y que este patdgeno afecta a los humanos a nivel
mundial.

Por el contrario, el analisis filogenético de NoV aislado de la muestra 28
reveld que a pesar de que tiene un 75 % de identidad con las secuencias de las
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Figura 14. Alineamiento de las secuencias de nucledtidos de NoV de este
estudio (continuacion).
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Figura 15. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial de los genes RdRp
y VP1 (795 pb), de 5 NoV aislados en este estudio. Las cepas de color rojo,
representan las muestras positivas a NoV ya diferenciadas en este trabajo. Las
cepas de color negro, representan las cepas de referencia de NoV utilizadas
para comparar, obtenidas de GenBank. El nimero en las ramas indica el valor
de bootstrap por grupo, indicado como el porcentaje de 1,000 réplicas usando el
método de Neighbor-Joining con el método de maxima verosimilitud. La escala
de la distancia se encuentra en las unidades de numero de sustituciones de

bases por sitio.
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Tabla 11. Matriz de identidad entre las cinco secuencias de NoV obtenidas en
este trabajo y diez secuencias de referencias previamente publicadas para otros

NoV.

Cepa M4 M6 M28 M43 M50 Gl.1 GIL.3 GL.8MJP GL8/USA Gl Gll.2 GIL2ZIKOR GIl.3 Gll.4 Gll.14
M4 0642 0612 0644 0637 0734 0825 0.833 0.832 0.626 0.645 0.636 0.607 0638 0633
M6 0.642 0737 0896 0802 062 0.633 0.647 0.647 0.869 0.833 0.801 0.782 0977 0854

M28 0612 0737 0.738 074 0608 0632 0.627 0.627 0.734 0735 0.745 0708 0734 0747

M43 0644 0896 0738 0791 0637 0635 0.647 0.647 0.875 0.841 0.788 0.779 0.891 0.861

M50 0637 0802 074 0.791 0.606 0.626 0.625 0.625 0.797 0.791 0.952 0.768 0798 0822
Gl1 0734 062 0608 08637 0606 0.739 0.758 0.759 0.6256 0633 0.593 0.61 0.622 08625
GL3 0825 0633 0632 0635 0626 0.739 0.855 0.854 0.635 0.628 0.628 0.607 0632 0651

Gl.8IJP 0.833 0647 0627 0647 0625 0758 0.855 0.998 0.641 0.637 0.62 0.617 0644 00646
GI.8/USA | 0832 0647 0627 0647 0625 0759 0854 0.998 0641 0637 0.62 0617 08644 0646
Gll.1 0626 0869 0734 0875 0797 0625 0635 0.641 0.641 0.86 0.792 0767 0876 0849
Gll.2 0645 0833 0735 0841 0791 0633 0.628 0.637 0.637 0.86 0.796 0.789 0838 0845
GIL2ZZKOR | 0636 0801 0745 0788 0952 0593 0628 0.62 062 0.792 0.796 0.767 0796 0822

GIL.3 0607 0782 0708 0779 0768 0.61 0.607 0617 0.617 0767 0.789 0.767 0788 0773

Gll.4 0638 0977 0734 0891 0798 0622 0632 0.644 0.644 0876 0.838 0.796 0.788 0.857

Gll.14 0633 0854 0747 0861 0822 0625 0.651 0.646 0.646 0.849 0.845 0.822 0.773 0857

Consideraciones Finales

Es importante destacar que este trabajo se hizo con muestras de los hospitales

con mayor afluencia de pacientes en Hermosillo, Sonora y no en el total de la

poblacién. La gran mayoria de personas con gastroenteritis no acuden a visita

médica ni a realizarse analisis, por lo que se encuentran fuera de los alcances

de este estudio. La falta de registros y recoleccibn de datos actuales, el

desconocimiento sobre el patégeno y la carencia de métodos para un

diagnéstico prematuro, hace mucho mas dificil tener una visiéon clara sobre esta

problematica.
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VIII. CONCLUSION

En este estudio, se demostr6 la presencia de NoV en pacientes con
gastroenteritis, que acudieron a hospitales de Hermosillo, Sonora. La
prevalencia encontrada fue de 77 %, sugiriendo a NoV como posible agente
causal de gastroenteritis. Esta prevalencia es superior a la prevalencia anual
reportada para Estados Unidos (58 %). La presencia de este patdégeno fue
detectada tanto en nifios como adultos, principalmente del sexo masculino. Los
genogrupos encontrados fueron Gl y Gll, y fue posible determinar el genotipo
mediante secuenciacion: G1.8, Gll.2 y Gll.4. Ademas, se encontro diversidad de
genotipos del virus en las cinco muestras secuenciadas por ser altamente

mutagénico.
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IX. RECOMENDACIONES

Claramente esta, que se tiene que tener mas cuidado sobre la gastroenteritis
causada por NoV, debido a que el nimero de casos va en aumento. Ademas,
reiterar el compromiso de las instituciones de salud de reportar los casos ante
las autoridades competentes. También, que el organismo encargado de la
vigilancia epidemiolégica en el pais, actualice sus registros, ya que la
gastroenteritis por NoV, se esté convirtiendo en un problema grave. Con ello, es
indispensable poder seguir implementando métodos diagnosticos capaces para
la deteccién temprana de NoV, e intentar encontrar un tratamiento adecuado

para minimizar este problema.
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