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RESUMEN

Se desarrollé6 un método directo y econémico de reaccion en cadena de la polimerasa para la detectaéoviles, que no

requiere pasos previos de extraccion de acido ribonucleico (ARN), a partir de sobrenadantes de cultivos celulares irtfectados. E
sistema se desarroll6 mediante cebadores universales del dgnterovirusy cebadores especificos de la cepa vacunal Sabin 1.

Los resultados obtenidos demuestran que la ausencia de métodos de extraccion y purificacion de ARN previos a la reaccién no
afectan la sensibilidad y especificidad del sistema, lo que posibilita que pueda ser utilizado para la deteccion rapidasidegeno

Enteroviruse identificacion de cepas vacunales migiovirus.

Descriptores DeCS REACCION EN CADENA POR POLIMERASA/métodos; ENTEROVIRUS/aislamiento y purificacion;

ENTEROVIRUS/genética

El géneroEnterovirus (EV) agrupa a 68
serotipos, la mayoria de ellos son importantes
patdgenos humanos, responsables de una amplia
variedad de enfermedadé&s.os Poliovirus,
miembros prototipos del género, son causantes de
la poliomielitis la cual ha tenido como principales
victimas a los nifios. Desde el descubrimiento de
las vacunas a finales de los afios 50 y principio de
los 60, la incidencia de esta enfermedad ha
disminuido drasticamente y en la actualidad el
Poliovirus salvaje ha sido reemplazado por las cepas
atenuadas derivadas de la vactih@s EV no
poliovirus (CoxsackievirusA y B, Echovirusy
Enterovirus68 al 71) son responsables de mas de
5 a 10 000 000 de infecciones sintomaticas cada
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afio en el mundo y por esta razén constituyen los
agentes etioldgicos mas comunes de las meningitis.

El diagndstico de laboratorio de estos agentes
virales es dgran importancia porque las infecciones
qgue producen son clinicamente imposibles de
distinguir de las causadas por patdgenos bacte-
rianos y otros virus.

Desde su descubrimiento en 1954 el aislamiento
en cultivo celular se mantiene como la técnica de
oro para el diagndstico de los EV. Sin embargo,
con esta técnica un aislamiento puede ser
identificado comoEnterovirussoélo por la
observacion del efecto citopatico (ECP), lo cual
requiere en muchos casos un alto nivel de
experiencid.La identificacion de los aislamientos
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se realiza mediante neutralizacion con la utilizacion
de la mezcla de sueros de Lim Benyesh Melnick
(LMB),® que reconocen 42 serotipos de EV, pero
los resultados por esta técnica demoran al menos
5 d. Para la deteccion e identificacion rapida de
los EV se han desarrollado varios sistemas de
reaccion en cadena de la polimerasa (RQ#8ro

han sido altamente costosos, lo que dificulta su
aplicacion en paises del tercer mundo.

En el presente trabajo se propone un método
directo y econémico de RCP, que no requiere pasos
previos de extraccion de acido ribonucleico (ARN),
para la deteccion rapida de genomas de
Enteroviruse identificacion de cepas vacunales
dePoliovirusa partir de sobrenadantes de cultivos
celulares infectados.

METODOS

Virus (muestras): Se utilizaron 3 cepas de
referencia déoliovirus vacunales: Sabin 1, 2, 3
recibidas delNational Institute for Biological
Standards and Contrpbtle Inglaterra y una cepa
de unEnterovirusno Poliovirus Coxsackievirus
B-4 (# 488 de 1994) aislada en el Laboratorio de
Enterovirusdel Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK) a partir de las heces fecales
(HF) de un caso de pardlisis flaccida aguda (PFA)
e identificada por neutralizacion mediante el
esquema de LBMTodos estos virus habian sido
propagados en cultivo de células Vero (células de
linea de rifidn de mono verde africano adulto normal
Cercopithecus aetiop#®American Type Culture
Collection)!® La cepa Sabin 1 tenia un titulo
infectivo de 10 TCID_/0,1 mL. Se utilizaron
ademas 6 aislamientos virales, de los cuales 3 fueron
obtenidos de las HF de nifios inmunodeficientes,
después de concluida la campafa de vacunacion
con la vacuna oral d@oliovirusvivo atenuada e
identificados por neutralizacién corRmliovirus
tipo 1. El resto procedian de las HF de pacientes

con diagnastico clinico de meningoencefalitis viral
(MEV) que no pudieron ser identificados mediante
la mezcla de sueros de LBM.

Oligonucleétidos sintéticosSe emplearon
2 pares de cebadores:

» Cebadores disefiados Rwotbarty otros (EV)
gue hibridan con sitios altamente conservados
dentro de la regién 5' no codificante del genoma
de losEnterovirusy permiten la amplificacion
de una secuencia de 154 pb.

« Cebadores disefiados pangy otro$ (Sabin 1)
gue permiten la amplificacion de una secuencia
de 97 pb en la zona VP1 de la cepauval
Sabin 1, se excluyen la amplificacién cruzada con
genotipos dePoliovirus salvajes y con los
Poliovirusvacunales Sabin 2 y Sabin 3.

Ambos pares de cebadores fueron sintetizados
en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de Cuba por el método dqg-cianoetil-
fosforamidite!! La secuencia nucleotidica asi como
su localizacion en el genoma viral se muestran en
la tabla.

Controles negativosen cada uno de los
ensayos de amplificacién se incluyeron 2 controles
negativos:

« Control celular: sobrenadante de cultivos de
células Vero no infectadas.

« Control de reactivos: contiene todos los
componentes necesarios para la RCP, excepto
la muestra.

Extraccion de ARN-RCBe tomaron 300 mL
de sobrenadante de cultivo celulary se realizo la
extraccion de ARN mediante el método del
isotiocianato de guanidina (GnTCN) descrito por
Lanciotti y otros*? La reacciéon de amplificacion
a partir del ARN extraido se llevé a cabo con la
misma metodologia descrita para el método directo
de RCP.

TABLA. Secuencia nucleotidica y posicion en el genoma de los cebadores

Cddigo Posicion Secuencia

Sabin 1/RCP-1 (2584-2601) 5TCCACTGGCTTCAGTGTT 3

'Sabin 1/RCP-2 (2505-2523) 5AGGTCAGATGCTTGAAAGC 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.



Método directo de RCFSe tomd 1uL de
sobrenadante de cultivo celular y se adicion6 a una
mezcla de reaccion, preparada en un volumen de
17 uL que contenia 100 ng de cada uno de los
cebadores a utilizar, tampon de amplificacion 1X
(tris HCI 67 mMy pH 8,8, NESO, 17 mM, EDTA
6 uM, MgCl, 2mM, 2-mercaptoetanol 1mM) y
100uM de cada deoxinucledtido trifosfatado (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP)Rharmacia Biotech Cada
tubo de reaccién se incubé durante 5 min 295
en un bloque térmicoBfoblock Francia) para
provocar la liberacion del ARN viral. Al concluir
esta incubacion los tubos se colocaron
inmediatamente en hielo y se adicionaron 32 mL
de la mezcla de las enzimas que contenia 5 U de
inhibidor de Rnasa (Promega), 1,66 U de
transcriptasa inversa AMV (Promega), 1,26 U de
Tag ADN polimerasa (Promega). Los tubos fueron
puestos en un termociclador (PTC 100 TWU
Research, Inc. Watertown Ma3sa las
temperaturas de 42 durante 20 min, para la
transcripcion inversa, a lo que siguieron 30 ciclos
con tempeaturas de 95C por 45 s, 58C por
45 sy 70°C durante 45 s, finalmente la mezcla de
reaccion se dejo durante 5 min a°@0

Para la deteccion del producto amplificado se
analizaron 10 mL de cada tubo de reaccién en
una electroforesis en gel de agarosa 4 % en tampon
TBE (Tris-Borato 0,09 M, EDTA 2 mM, pH 8).
Se utilizé el marcador de peso molecuRCR
Markers (Promegd} que contiene 6 fragmentos

A: Método directo de RCB: RCP
con extraccion previa mediante el
método del GnTCN, M:marca-
dor de peso molecular, S1: Sabin 1,
S2: Sabin 2, S3: Sabin 3, B4:
Coxsakievirus B4, N:control
celular (Vero), R: control de
reactivos.

Fig.1. Especificidad del método
directo de reaccién eredena de
la polimerasa (RCP): productos de
RCP con los cebadores EV/RCP 1
y EV/IRCP 2 (parte superior) y
productos de RCP con los
cebadores Sabin 1/RCP 1y Sabin
1/RCP 2 (parte inferior).
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de &cido desoxirribonucleico (ADN) con tallas de
50, 150, 300, 750 y 1 000 pb en igual proporcién
para el primer ensayo. En el resto de los expe-
rimentos se mezclé un producto de la RCP con
segmentos amplificados con la utilizacion de los
cebadores Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/RCP-2 con
un producto de la RCP con segmentos amplificados
mediante los cebadores EV/RCP-1y EV/RCP-2
obtenidos en el primer ensayo y esta mezcla se
utilizé como patron.

RESULTADOS
ESPECIFICIDAD DE LARCP

La especificidad del método directo de RCP,
sin pasos previos de extraccion de ARN, fue
comparada con el método de extraccion del
GNnTCN, con la utilizacion de cada una de las cepas
de Poliovirusvacunales y la cepa dmterovirus
no Poliovirus frente a los 2 pares de cebadores.

Al aplicar el método directo de RCP se
observaron bandas de amplificacion de 154 pb en
todas las cepas estudiadas al utilizar los cebadores
EV/RCP-1 y EV/RCP-2. Sin embargo, con los
cebadores Sabin 1/RCP-1 y Sabin 1/RCP-2 se
obtuvo un dnico fragmento de 97 pb en la cepa de
Sabin 1. Con el método de extraccion de ARN previo
a la RCP se obtuvieron resultados similares (fig. 1).

S1

S2 S3 B4 N R
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SENSIBILIDAD DE LARCP

Para determinar si el limite de sensibilidad de
la RCP con los pares de cebadores utilizados no
era afectado por la ausencia de una extracciéon y
purificacion previa de ARN, se realizaron
diluciones de la cepa Sabin 1 desde 1 000 TCID
hasta 0,1 TCID en medio de mantenimiento de
las células ¥ro (medioParker 199). Fueron
divididas en 2 partes, a una de ellas se le realiz6
extraccion y purificacion de ARN por el método
del GnTCN y seguidamente fue sometida ala RCP,
y a la otra se le aplic6 el método directo de RCP.

Con el método d&RCP directo, sin pasos
previos de extraccién de acidos nucleicos, el
limite de deteccion fue de INCID, con los
cebadores EV/RCP-1BV/RCP-2y de 1 TCID
para los cebadores Sabin OR-1 y Sabin 1/
RCP-2. De formasimilar, con el método de
extraccion y purificacién previo ala RT-RCP el
limite de deteccion fue de 10 T on los

cebadores EV/RCP-1 y EV/RCP-2 y de
1TCID,, para los cebadores Sabin 1/RCP-1
Sabin 1/RCP-2 (fig. 2).

A: Método directo de RCH: RCP con extraccion previa
mediante el método del GnTCN. M: patrén de peso molecular, 1:
1 000 TCIR, 2:100 TCIQ, 3: 10 TCIQ,, 4: 1 TCIQ,, 5: 0,1
TCID,,, N: control celular (Vero), R: control de reactivos.

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

UTILIZACION DEL METODO CON AISLAMIENTOS
VIRALES

La utilidad del método directo de RCP con los
cebadores empleados fue comprobada al estudiar
por este sistema 6 aislamientos virales obtenidos
en el laboratorio d&nterovirusdel IPK.

Se pudo corroborar que 3 aislamientos previa-
mente determinados por neutralizacion como
Poliovirustipo 1 pertenecian a este serotipo, y se
confirmé la naturaleza vacunal de Bsliovirus
aislados. S@udo confirmar ademés que 3 aisla-
mientos de paci¢es con diagnéstico clinico de
MEV y gue no pudieron ser identificados por
neutralizacion mediante la mezcla de LBM
correspondian &nterovirus.

DISCUSION

Los autores de este trabajo desarrollaron un
método directo de RCP que no requeria pasos
previos de extraccion de acidos nucleicos. Se pudo
comprobar la especificidad de este sistema con la
utilizacion de cebadores universales del género
Enterovirusy cebadores especificos para la cepa
vacunal Sabin 1 frente a las 3 cepaPd@virus
gue presentan mas de 85 % de homologia entre
ellas y la cepa déoxsackieviru®4 que muestra
una homologia en la zona VP1 de 55 % con respecto
a los Poliovirus Sabin'

Los resultados obtenidos concuerdan tanto con
los de Rotbarty otros! Yangy otro$ que han
utilizado estos mismos cebadores en reacciones
de amplificaciéon con extracciones previas de ARN,
como con los deilpatrick y otros® que trabajo
con un método semejante al utilizado aqui, pero
con cebadores diferentes. De esta forma se
demostré que la ausencia de una extraccion previa
de material genético no afecta la especificidad de
la RCP.

Starnabachy otros® fueron los primeros en
reportar las evidencias iniciales de que la RCP
puede realizarse a partir de ADN no purificado,
liberado de las células por calentamiento. Sin
embargo, plante6 que el método puede provocar
una disminucion de la sensibilidad de la reaccion,
por la obtencion de acidos nucleicos unidos a
proteinas estructurales o de fusion.



La obtencion de iguales limites de sensibilidad
al comparar el sistema de RCP directo con el
método de extraccién del GnTCN, el cual ha sido
reportado por muchos autores como uno de los
mas potentes métodos de extraccion de acidos
nucleicost?!”® demuestra que la ausencia de
métodos de extraccidon y purificacion de ARN
previos a la RCP no interfiere en su sensibilidad,
posiblemente por la ausencia de sustancias
inhibidoras de la reacciG.

Es de destacar que aunque los limites de
deteccion fueron diferentes para el mismo molde

19

La utilizacion de este sistema es de gran
importancia porque se produce una reduccion
considerable del tiempo del ensayo y permite la
identificacion rapida de un solo tipo viral, al emplear
cebadores que se unan a secuencias especificas
del mismo tipo o de un amplio espectro de éstos, si
se utilizan cebadores generales o consenso. Por
este sistema se evita la utilizacién de un engorroso
método de extraccion de acidos nucleicos que
demora casi 2 h cuando se quieran amplificar
secuencias de ARN dEnterovirusa partir de
sobrenadantes de cultivos celulares infectados para

con ambos cebadores, éstos se encontraban entre estudios de diagndstico o investigacion.

los valores reportados por diversos autores.
Rotbarty otros! con el mismo tipo de cebadores
reportaron limites de sensibilidad de 100 TGID
en una RCP simple, a partir de una extracciéon de
ARN basado en tratamiento con duodecil sulfato
de sodio, proteinasa K y fenol-cloroformo. Por otra
parte, Glimakery otro$! al usar los cebadores
de Rotbart encontraron limites de sensibilidad de
0,25 TCID,, mediante el método del GNTCN pero
seguido de una RCP anidaddangy otros
reportaron limites de deteccién similares a los
encontrados en este trabajo al usar los cebadores
para la cepa Sabin 1.

Por la alta sensibilidad de la RCP, los
contaminantes pueden constituir un serio problema
y dar lugar con facilidad a resultados positivos
falsos. Las 3 fuentes fundamentales de conta-
minacion son: el intercambio de material genético
entre las muestras trabajadas, los reactivos
contaminados y la acumulacion de productos de la
RCP por la amplificacion repetida de una misma
secuencia en el laboratoffoEn este trabajo, las
posibilidades de contaminacion quedan descartadas
por los resultados obtenidos en los controles
negativos incluidos en cada uno de los ensayos.
Ademas, en la practica diaria se asumié un grupo
de medidas semejantes a las descrita&ipdmin
y Bootmar® para la disminucién de los riesgos de
contaminacion.

Por estas razones, los autores de este trabajo
consideran que los resultados presentados aqui son
confiables y de esta forma el laboratorio del IPK
dispone de un sistema especifico y sensible de RCP
directo, que no requiere pasos previos de extraccion
de acidos nucleicos, a partir de sobrenadantes de
cultivos celulares infectados.

Con este método también disminuyen los riesgos
de contaminacion y es mas factible la manipulacion
de un amplio nimero de muestras. Ademas, el uso
de pequefias cantidades de reactivos al aprovechar
el tampdn de amplificacién de la reaccién para la
liberacion del ARN viral y no emplear reactivos
adicionales para la extraccion del acido nucleico,
asi como la utilizacién de s6lo 1 mL de muestray
de las enzimas a bajas concentraciones de trabajo
(1,66 U de transcriptasa inversa, 1,26 U de Taq
DNA polimerasa), indican que este método es mas
econdmico que otros sistemas de RCP reportados,
lo que permite que sea mas aplicable en paises del
tercer mundo.

Los resultados obtenidos al aplicar este método
con los aislamientos virales demuestran que el
sistema debe ser empleado para la identificacién y
caracterizacion intratipica de cepadradiovirus
derivadas de la vacuna en sustitucion del método
de RCP utilizado en el laboratorio del IPKLa
técnica también puede ser empleada para la
confirmacion de los aislamientos &aterovirus
cuya identificacion mediante la mezcla de LBM
se haga dificil. Ademas debe ser utilizado cuando
sea necesario acelerar el diagndstico con la
utilizacion de un solo pase de la muestra en cultivo
celular, pues en la siembra primaria se hace
imposible distinguir si los efectos citopaticos
producidos son por causa de la multiplicacion viral
0 por la presencia de sustancias toxicas en la
muestra inoculada.

Esta ultima aplicacién tiene gran importancia
si se tiene en cuenta que los EV son los
responsables de una amplia variedad de enfer-
medades, y muchas de ellas son causadas por un
serotipo en particular y al mismo tiempo varios
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serotipos pueden estar asociados con una misma
enfermedad.Por tanto, para dar un diagnéstico lo

mas importante es detectar y confirmar rapido si o,

una enfermedad con cuadro clinico sospechoso a
Enteroviruses causada por estos agentes, sin
necesidad de identificar un serotipo en particular.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el
presente trabajo este método pudiera ser usado
para la deteccion de genomas Beterovirus
directamente en muestras de pacientes. Por estas
razones se recomienda en préximos estudios
aplicarlo con muestras clinicas, lo que aceleraria
en gran medida el diagnéstico de estos importantes
agentes virales.

13.

SUMMARY

For the detection oEnterovirus we devised a direct economical
method of polymerase chain reaction which does not require a
previous extraction of ribonucleic acid and uses infected cell
culture supernatants. The system was developed on the basis of
universal primers ofEnterovirusand specific primers of vaccinal
strain Sabin 1. The achieved results proved that the non-existance
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 &nterovirusgenomes and
identification of vaccinal strains oboliovirus.

17.

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