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RESUMEN

Se desarrolló un método directo y económico de reacción en cadena de la polimerasa para la detección de Enterovirus, que no
requiere pasos previos de extracción de ácido ribonucleico (ARN), a partir de sobrenadantes de cultivos celulares infectal
sistema se desarrolló mediante cebadores universales del género Enterovirus y cebadores específicos de la cepa vacunal Sabin 1
Los resultados obtenidos demuestran que la ausencia de métodos de extracción y purificación de ARN previos a la reac
afectan la sensibilidad y especificidad del sistema, lo que posibilita que pueda ser utilizado para la detección rápida de genomas de
Enterovirus e identificación de cepas vacunales de poliovirus.

Descriptores DeCS: REACCION EN CADENA POR POLIMERASA/métodos; ENTEROVIRUS/aislamiento y purificación;
ENTEROVIRUS/genética
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El género Enterovirus (EV) agrupa a 68
erotipos, la mayoría de ellos son importan
atógenos humanos, responsables de una am
ariedad de enfermedades.1 Los Poliovirus,

miembros prototipos del género, son causantes
la  poliomielitis la cual ha tenido como principale
víctimas a los niños. Desde el descubrimiento
las vacunas a finales de los años 50 y principio
los 60, la incidencia de esta enfermedad 
disminuido drásticamente y en la actualidad 
Poliovirus salvaje ha sido reemplazado por las ce
atenuadas derivadas de la vacuna.2 Los EV no
oliovirus (Coxsackievirus A  y B, Echovirus y
nterovirus 68 al 71) son responsables de más
 a 10 000 000 de infecciones sintomáticas ca
s
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e

e
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año en el mundo y por esta razón constituyen l
agentes etiológicos más comunes de las meningit3

El diagnóstico de laboratorio de estos agent
virales es de gran importancia porque las infeccione
que producen son clínicamente imposibles d
distinguir de las causadas por patógenos bac
rianos y otros virus.4

Desde su descubrimiento en 1954 el aislamien
en cultivo celular se mantiene como la técnica 
oro para el diagnóstico de los EV. Sin embarg
con esta técnica un aislamiento puede s
identificado como Enterovirus sólo por la
observación del efecto citopático (ECP), lo cu
requiere en muchos casos un alto nivel d
experiencia.5 La identificación de los aislamientos
érito.
1 Máster en Virología. Licenciado en Microbiología.
2 Especialista de I Grado en Microbiología. Investigadora Agregada.
3 Licenciada en Microbiología.
4 Doctor en Ciencias Médicas. Especialista de II Grado en Microbiología. Investigador de M
5 Máster en Virología. Licenciada en Microbiología. Investigadora Auxiliar.
6 Técnica en Microbiología.
7 Especialista de I Grado en Microbiología.



16

k

os
e
e

u

o
s

,
e

e

)
l

e
l

on
,

ón

s

al
te

os
a

ia

on

os
ía

o
 en

les

e

s
pto

 la
el
or

la
cto
se realiza mediante neutralización con la utilización
de la mezcla de sueros de Lim Benyesh Melnic
(LMB),6 que reconocen 42 serotipos de EV, pero
los resultados por esta técnica demoran al men
5 d. Para la detección e identificación rápida d
los EV se han desarrollado varios sistemas d
reacción en cadena de la polimerasa (RCP)7-9 pero
han sido altamente costosos, lo que dificulta s
aplicación en países del tercer mundo.

En el presente trabajo se propone un métod
directo y económico de RCP, que no requiere paso
previos de extracción de ácido ribonucleico (ARN)
para la detección rápida de genomas d
Enterovirus e identificación de cepas vacunales
de Poliovirus a partir de sobrenadantes de cultivos
celulares infectados.

MÉTODOS

Virus (muestras): Se utilizaron 3 cepas de
referencia de Poliovirus vacunales: Sabin 1, 2, 3
recibidas del National Institute for Biological
Standards and Control, de Inglaterra y una cepa
de un Enterovirus no Poliovirus: Coxsackievirus
B-4 (# 488 de 1994) aislada en el Laboratorio d
Enterovirus del Instituto de  Medicina Tropical
“Pedro Kourí” (IPK) a partir de las heces fecales
(HF) de un caso de parálisis fláccida aguda (PFA
e identificada por neutralización mediante e
esquema de LBM.6 Todos estos virus habían sido
propagados en cultivo de células Vero (células d
línea de riñón de mono verde africano adulto norma
Cercopithecus aetiops, American Type Culture
Collection).10 La cepa Sabin 1 tenía un título
infectivo de 10-6 TCID50/0,1 mL. Se utilizaron
además 6 aislamientos virales, de los cuales 3 fuer
obtenidos de las HF de niños inmunodeficientes
después de concluida la campaña de vacunaci
con la vacuna oral de Poliovirus vivo atenuada e
identificados por neutralización como Poliovirus
tipo 1. El resto procedían de las HF de paciente
con diagnóstico clínico de meningoencefalitis vir
(MEV) que no pudieron ser identificados median
la mezcla de sueros de LBM.6

Oligonucleótidos sintéticos. Se emplearon
2 pares de cebadores:

• Cebadores diseñados por Rotbart y otros7 (EV)
que hibridan con sitios altamente conservad
dentro de la región 5' no codificante del genom
de los Enterovirus, y permiten la amplificación
de una secuencia de 154 pb.

• Cebadores diseñados por Yang y otros8 (Sabin 1)
que permiten la amplificación de una secuenc
de 97 pb en la zona VP1 de la cepa vacunal
Sabin 1, se excluyen la amplificación cruzada c
genotipos de Poliovirus salvajes y con los
Poliovirus vacunales Sabin 2 y Sabin 3.

Ambos pares de cebadores fueron sintetizad
en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnolog
(CIGB) de Cuba por el método de β−cianoetil-
fosforamidite.11 La secuencia nucleotídica así com
su localización en el genoma viral se muestran
la tabla.

Controles negativos. En cada uno de los
ensayos de amplificación se incluyeron 2 contro
negativos:

• Control celular: sobrenadante de cultivos d
células  Vero no infectadas.

• Control de reactivos: contiene todos lo
componentes necesarios para la RCP, exce
la muestra.

Extracción de ARN-RCP. Se tomaron 300  mL
de sobrenadante de cultivo  celular y se realizó
extracción de ARN mediante el método d
isotiocianato de guanidina (GnTCN) descrito p
Lanciotti y otros.12 La reacción de amplificación
a partir del ARN extraído se llevó a cabo con 
misma metodología descrita para el método dire
de RCP.
TABLA.  Secuencia nucleotídica y posición en el genoma de los cebadores

Código                          Posición                                  Secuencia

Sabin 1/RCP-1 (2584-2601) 5' TCCACTGGCTTCAGTGTT 3
'Sabin 1/RCP-2 (2505-2523) 5' AGGTCAGATGCTTGAAAGC 3'
EV/RCP-1 (584-603) 5' ACCGACGAATACCACTGTTA 3'
EV/RCP-2 (450-474) 5' CCTCCGGCCCCTGAATGCGGC TAAT 3'

RCP-1: cebadores complementarios, RCP-2: cebadores paralelos.
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Método directo de RCP. Se tomó 1 µL de
sobrenadante de cultivo celular y se adicionó a u
mezcla de reacción, preparada en un volumen 
17 µL que contenía 100 ng de cada uno de lo
cebadores a utilizar, tampón de amplificación 1X
(tris HCl 67 mM y pH 8,8, NH

4
SO

4
 17 mM, EDTA

6 µM, MgCl
2
 2mM, 2-mercaptoetanol 1mM) y

100 µM de cada deoxinucleótido trifosfatado (dATP
dGTP, dCTP, dTTP) (Pharmacia Biotech). Cada
tubo de reacción se incubó durante 5 min a 95 oC
en un bloque térmico (Bioblock, Francia) para
provocar la liberación del ARN viral. Al concluir
esta incubación los tubos se colocaro
inmediatamente en hielo y se adicionaron 32  m
de la mezcla de las enzimas que contenía 5 U 
inhibidor de Rnasa (Promega), 1,66 U d
transcriptasa inversa AMV (Promega), 1,26 U d
Taq ADN polimerasa (Promega). Los tubos fuero
puestos en un termociclador (PTC 100 TM. MJ
Research, Inc. Watertown Mass.) a las
temperaturas de 42 oC durante 20 min, para la
transcripción inversa, a lo que siguieron 30 ciclo
con temperaturas de 95 0C por 45 s, 55 0C por
45 s  y 70 0C durante 45 s, finalmente la mezcla d
reacción se dejó durante 5 min a 70 0C.

Para la detección del producto amplificado s
analizaron 10  mL de cada tubo de reacción e
una electroforesis en gel de agarosa 4 % en tamp
TBE (Tris-Borato 0,09 M, EDTA 2 mM, pH 8).
Se utilizó el marcador  de peso molecular PCR
Markers (Promega)13 que contiene 6 fragmentos
17

de ácido desoxirribonucleico (ADN) con tallas d
50, 150, 300, 750 y 1 000 pb en igual proporci
para el primer ensayo. En el resto de los ex
rimentos se mezcló un producto de la RCP c
segmentos amplificados con la utilización de l
cebadores Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/RCP-2 c
un producto de la RCP con segmentos amplifica
mediante  los cebadores EV/RCP-1 y EV/RCP
obtenidos en el primer ensayo y esta mezcla
utilizó como patrón.

RESULTADOS

ESPECIFICIDAD DE LA RCP

La especificidad del método directo de RC
sin pasos previos de extracción de ARN, f
comparada con el método de extracción d
GnTCN, con la utilización de cada una de las ce
de Poliovirus vacunales y la cepa de Enterovirus
no Poliovirus frente a los 2 pares de cebadore

Al aplicar el método directo de RCP s
observaron bandas de amplificación de 154 pb
todas las cepas estudiadas al utilizar los cebad
EV/RCP-1 y EV/RCP-2. Sin embargo, con lo
cebadores Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/RCP-2
obtuvo un único fragmento de 97 pb en la cepa
Sabin 1. Con el método de extracción de ARN pre
a la RCP se obtuvieron resultados similares (fig.
A: Método directo de RCP. B: RCP
con extracción previa mediante el
método del GnTCN, M: marca-
dor de peso molecular, S1: Sabin 1,
S2: Sabin 2, S3: Sabin 3, B4:
Coxsackievirus B4, N: control
celular (Vero), R: control de
reactivos.

Fig.1. Especificidad del método
directo de reacción en cadena de
la polimerasa (RCP): productos de
RCP con los cebadores EV/RCP 1
y EV/RCP 2 (parte superior) y
productos de RCP con los
cebadores Sabin 1/RCP 1 y Sabin
1/RCP 2 (parte inferior).
A                  M            S1                 S2               S3               B 4              N            R
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SENSIBILIDAD DE LA RCP

Para determinar si el límite de sensibilidad 
la RCP con los pares de cebadores utilizados
era afectado por la ausencia de una extracció
purificación previa de ARN, se realizaro
diluciones de la cepa Sabin 1 desde 1 000 TCI

50
hasta 0,1 TCID50 en medio de mantenimiento d
las células Vero (medio Parker 199). Fueron
divididas en 2 partes, a una de ellas se le rea
extracción y purificación de ARN por el métod
del GnTCN y seguidamente fue sometida a la RC
y a la otra se le aplicó el método directo de RC

Con el método de RCP directo, sin pasos
previos de extracción de ácidos nucleicos,
límite de detección fue de 10 TCID

50
 con los

cebadores EV/RCP-1 y EV/RCP-2 y de 1 TCID
50

para los cebadores Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/
RCP-2. De forma similar, con el método de
extracción y purificación previo a la RT-RCP e
límite de detección fue de 10 TCID

50
 con los

cebadores EV/RCP-1 y EV/RCP-2 y d
1TCID50 para los cebadores Sabin 1/RCP
Sabin 1/RCP-2 (fig. 2).

A: Método directo de RCP. B: RCP con extracción previa
mediante el método del GnTCN. M: patrón de peso molecular
1 000 TCID50, 2:100 TCID50, 3: 10 TCID50, 4: 1 TCID50, 5: 0,1
TCID50, N: control celular (Vero), R: control de reactivos.

Fig. 2. Sensibilidad del método directo de la reacción en cad
de la polimerasa (RCP): productos de RCP con los cebadores
RCP 1 y EV/RCP 2 (parte superior) y productos de RCP con
cebadores Sabin 1/RCP 1 y Sabin 1/RCP 2 (parte inferior).

B                    M             S 1                 S2                 S 3                B 4                N             R

B                   M            S 1                S 2                S 3                B4                N             RB                    M             S 1                 S2                 S 3                B 4                N             R

1 5 0

1 5 0

5 0

5 0
o
y

,

UTILIZACIÓN DEL MÉTODO CON AISLAMIENTOS
VIRALES

La utilidad del método directo de RCP con
cebadores empleados fue comprobada al es
por este sistema 6 aislamientos virales obte
en el laboratorio de Enterovirus del IPK.

Se pudo corroborar que 3 aislamientos pr
mente determinados por neutralización c
Poliovirus tipo 1 pertenecían a este serotipo,
confirmó la naturaleza vacunal de los Poliovirus
aislados. Se pudo confirmar además que 3 a
mientos de pacientes con diagnóstico clínico 
MEV y que no pudieron ser identificados 
neutralización mediante la mezcla de L
correspondían a Enterovirus.

DISCUSIÓN

Los autores de este trabajo desarrollaro
método directo de RCP que no requería p
previos de extracción de ácidos nucleicos. Se
comprobar la especificidad de este sistema c
utilización de cebadores universales  del gé
Enterovirus y cebadores específicos para la  
vacunal Sabin 1 frente a las 3 cepas de Poliovirus
que presentan más de 85 % de homología
ellas y la cepa de Coxsackievirus B4 que muest
una homología en la zona VP1 de 55 % con res
a los Poliovirus Sabin.14

Los resultados obtenidos concuerdan tant
los de Rotbart y otros,7 Yang y otros8 que ha
utilizado estos mismos cebadores en reacc
de amplificación con extracciones previas de A
como con los de Kilpatrick y otros15 que traba
con un método semejante al utilizado aquí,
con cebadores diferentes. De esta form
demostró que la ausencia de una extracción 
de material genético no afecta la especificida
la RCP.

Starnabach y otros16 fueron los primeros 
reportar las evidencias iniciales de que la 
puede realizarse a partir de ADN no purific
liberado de las células por calentamiento
embargo, planteó que el método puede pro
una disminución de la sensibilidad de la reac
por la obtención de ácidos nucleicos unid
proteínas estructurales o de fusión.

/
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La obtención de iguales límites de sensibilida
al comparar el sistema de RCP directo con 
método de extracción del GnTCN, el cual ha sid
reportado por muchos autores como uno de l
más potentes métodos de extracción de ácid
nucleicos,12,17-19 demuestra que la ausencia d
métodos de extracción y purificación de ARN
previos a la RCP no interfiere en su sensibilida
posiblemente por la ausencia de sustanci
inhibidoras de la reacción.20

Es de destacar que aunque los límites d
detección fueron diferentes para el mismo mold
con ambos cebadores, éstos se encontraban e
los valores reportados por diversos autore
Rotbart y otros,7 con el mismo tipo de cebadores
reportaron límites de sensibilidad de 100 TCID50

en una RCP simple, a partir de una extracción 
ARN basado en tratamiento con duodecil sulfa
de sodio, proteinasa K y fenol-cloroformo. Por otr
parte, Glimaker y otros21 al usar los cebadores
de Rotbart encontraron límites de sensibilidad d
0,25 TCID50 mediante el método del GnTCN pero
seguido de una RCP anidada. Yang y otros8

reportaron límites de detección similares a lo
encontrados en este trabajo al usar los cebado
para la cepa Sabin 1.

Por la alta sensibilidad de la RCP, lo
contaminantes pueden constituir un serio problem
y dar lugar con facilidad a resultados positivo
falsos. Las 3 fuentes fundamentales de cont
minación son: el intercambio de material genétic
entre las muestras trabajadas, los reactiv
contaminados y la acumulación de productos de
RCP por la amplificación repetida de una mism
secuencia en el laboratorio.22 En este trabajo, las
posibilidades de contaminación quedan descartad
por los resultados obtenidos en los controle
negativos incluidos en cada uno de los ensayo
Además, en la práctica diaria se asumió un gru
de medidas semejantes a las descritas por Kitchin
y Bootman23 para la disminución de los riesgos d
contaminación.

Por estas razones, los autores de este trab
consideran que los resultados presentados aquí 
confiables y de esta forma el laboratorio del IP
dispone de un sistema específico y sensible de R
directo, que no requiere pasos previos de extracc
de ácidos nucleicos, a partir de sobrenadantes
cultivos celulares infectados.
19

e

La utilización de este sistema es de gr
importancia porque se produce una reducc
considerable del tiempo del ensayo y permite
identificación rápida de un solo tipo viral, al emple
cebadores que se unan a secuencias espec
del mismo tipo o de un amplio espectro de éstos
se utilizan cebadores generales o consenso.
este sistema se evita la utilización de un engorr
método de extracción de ácidos nucleicos q
demora casi 2 h cuando se quieran amplifi
secuencias de ARN de Enterovirus a partir de
sobrenadantes de cultivos celulares infectados 
estudios de diagnóstico o investigación.

Con este método también disminuyen los ries
de contaminación y es más factible la manipulac
de un amplio número de muestras. Además, el 
de pequeñas cantidades de reactivos al aprove
el tampón de amplificación de la reacción para
liberación del ARN viral y no emplear reactivo
adicionales para la extracción del ácido nuclei
así como la utilización de sólo 1  mL de muestr
de las enzimas a bajas concentraciones de tra
(1,66 U de transcriptasa inversa, 1,26 U de T
DNA polimerasa), indican que este método es m
económico que otros sistemas de RCP reporta
lo que permite que sea más aplicable en países
tercer mundo.

Los resultados obtenidos al aplicar este méto
con los aislamientos virales demuestran que
sistema debe ser empleado para la identificació
caracterización intratípica de cepas de Poliovirus
derivadas de la vacuna en sustitución del mét
de RCP utilizado en el laboratorio del IPK.24 La
técnica también puede ser empleada para
confirmación de los aislamientos de Enterovirus
cuya identificación mediante la mezcla de LB
se haga difícil. Además debe ser utilizado cuan
sea necesario acelerar el diagnóstico con
utilización de un solo pase de la muestra en cult
celular, pues en la siembra primaria se ha
imposible distinguir si los efectos citopático
producidos son por causa de la multiplicación vi
o por la presencia de sustancias tóxicas en
muestra inoculada.

Esta última aplicación tiene gran importanc
si se tiene en cuenta que los EV son l
responsables de una amplia variedad de en
medades, y muchas de ellas son causadas po
serotipo en particular y al mismo tiempo vari
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serotipos pueden estar asociados con una mism
enfermedad.1 Por tanto, para dar un diagnóstico lo
más importante es detectar y confirmar rápido s
una enfermedad con cuadro clínico sospechoso
Enterovirus es causada por estos agentes, si
necesidad de identificar un serotipo en particular9

De acuerdo con los resultados obtenidos en 
presente trabajo este método pudiera ser usa
para la detección de genomas de Enterovirus
directamente en muestras de pacientes. Por es
razones se recomienda en próximos estudio
aplicarlo con muestras clínicas, lo que acelerarí
en gran medida el diagnóstico de estos importante
agentes virales.

SUMMARY

For the detection of Enterovirus, we devised a direct economical
method of polymerase chain reaction which does not require 
previous extraction of  ribonucleic acid and uses infected cel
culture supernatants. The system was developed on the basis 
universal primers of Enterovirus and specific primers of vaccinal
strain Sabin 1. The achieved results proved that the non-existan
of methods of RNA extraction and purification prior to the
reaction does not affect the susceptibility and specificity of the
system, in the rapid detection of Enterovirus genomes and
identification of vaccinal strains of poliovirus.

Subject headings: POLYMERASE CHAIN REACTION/
METHODS; ENTEROVIRUS/isolation and purification;
ENTEROVIRUS/genetic.
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