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RESUMEN:

Las cruciferas se consideran las hortalizas de mayor importancia socioeconémica en la
region de El Bajio. Las enfermedades transmitidas por virus entéricos en los alimentos y en
hortalizas en lo particular, muy pocas veces se examinan para detectar la presencia de
patégenos virales. En el presente trabajo se realizaron extracciones de RNA total de
diferentes lotes de lechuga y brécoli de la zona centro del estado de Guanajuato con la
finalidad de detectar el virus de la Hepatits A (VHA) por medio de RT-PCR. De los 5 lotes de
lechuga y 8 de brdécoli que se analizaron con oligonucledtidos especificos para detectar el
VHA, en ninguno de los lotes de lechuga se detectd a este virus, pero en uno de los lotes de
brocoli, si se detectd la presencia de un amplicon de 250 pb, el cual correspondié al tamano
de amplicon esperado para la proteina de la capside del VHA. Es necesario realizar mas
estudios de RT-PCR en nuevo lotes de produccion de ambas hortalizas, con el fin de
determinar si es constante la posible presencia del VHA y el papel que las aguas de riego
juegan en la contaminacion con este tipo de patégenos.

ABSTRACT:

Cruciferous vegetables are the most important in the region of El Bajio, for the area planted,
the value of production and the jobs they generate. Diseases caused by enteric viruses in
food in general and vegetables in particular, are a major problem, with very few cases where
they are examined for the presence of viral pathogens. In this paper were performed the
extraction of total RNA from different batches of lettuce and broccoli in the downtown area of
the state of Guanajuato in order to detect Hepatits virus (HAV) by RT-PCR. 5 lots of lettuce
and 8 of broccoli were analyzed with specific oligonucleotides to detect HAV. In none of the
lots of lettuce was detected this virus, but one of the lots of broccoli, if detected the presence
of an amplicon from 250bp, which corresponded to the size expected for the capsid protein of
HAV. Further studies are needed to analyze new production batches of both vegetables, in
order to determine whether it is constant the possible presence of the HAV or other enteric
viruses and determine what the role of water with which these vegetables are irrigated as a
possible cause of pollution of these.
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INTRODUCCION

Las cruciferas se consideran las hortalizas de mayor importancia socioeconémica en
la regidn de El Bajio, por la superficie sembrada, el valor de su produccion y por las
fuentes de trabajo que generan. El producto que se cosecha se destina
principalmente al mercado de exportacion, lo que representa una significativa fuente
de divisas. Segun datos de la Secretaria de Desarrollo Agroalimentario y Rural en la
produccion de alimentos como brocoli, aporta el 60.16% del mercado nacional con
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200,486.6 toneladas y en lechuga, el 23.08%, con una producciéon de 73,348.50
toneladas. En la actualidad existen diversas areas de produccion de estas hortalizas
que se encuentran cerca de algunas fuentes de infeccion y al entrar en contacto con
dichas fuentes pueden ocasionar graves enfermedades entre las cuales se encuentra
la Hepatitis A causada por el virus de hepatitis A o VHA (Fernandez et al, 2001). El
consumo de alimentos contaminados es una importante ruta de transmision de
algunos virus, incluyendo al VHA (Bidawid et al, 2000). EI VHA se detecta y
diagnostica comunmente por métodos bioquimicos e inmunologicos y practicamente
no existen en México estudios sobre la deteccién del VHA en alimentos por métodos
moleculares. Las técnicas de biologia molecular detectan secuencias gendmicas de
los diferentes virus entéricos, aun y que estos se encuentre en muy bajos niveles
(Butot et al, 2007; Pujol, 2009). Mas aun, se sabe que los alimentos crudos o
cocinados inadecuadamente favorecen la transmisién de infecciones virales.

Por otro lado, en el estado de Guanajuato existen entidades donde los cultivos se
riegan con diferentes calidades de agua entre las cuales destacan las aguas negras,
agua tratada y agua blanca; lo que implica un foco rojo de infeccion de distintas
enfermedades entre las cuales puede estar el virus de Hepatitis A. En las aguas
residuales que se vierten al ambiente, se han detectado concentraciones de virus
que van alrededor de 100,000 enterovirus por litro y se pueden verter alrededor de
10° particulas viricas al dia (Bofil-Mas et al., 2005). En México, alin no se ha
analizado la contaminacién de alimentos por virus, ni el papel que éstos juegan. Mas
a alla del efecto econémico, sin duda alguna el efecto mas preocupante de regar a
las hortalizas con aguas contaminadas, lo representarian los dafos potenciales en la
salud humana, principalmente para aquellas personas que consuman brocoli o
lechugas contaminadas con algun virus entérico, de ahi que su deteccion oportuna y
precisa, se vuelve un requisito fundamental. En el presente trabajo de investigacion
se analizaron mediante la extraccion de RNA de diferentes lotes de lechuga y brocoli,
seguidos de un RT-PCR, la presencia del virus VHA en ambas hortalizas.

MATERIALES Y METODOS

Areas de colecta de brécoli y lechuga.

Las zonas de estudio del presente trabajo fueron diversas areas de cultivo de brécoli
y lechuga de productores de la zona cercana a los municipios de Irapuato, Abasolo,
Silao y Valle de Santiago en el Estado de Guanajuato. Las muestras de este trabajo
fueron proporcionadas por diversos productores de ambas hortalizas. Se colectaron
lechugas de 5 lotes de produccion diferentes y brécoli de 8 lotes de produccidn
distintos.

Extraccion de RNA por el método de Cloruro de Litio

Se tomaron 0.5 g de brécoli o lechuga molidos y se agregaron 500 ul de buffer NTES
(cloruro de sodio 1M, SDS 0.5%, 10mM de Tris HCI pH 8.0 y EDTA 1mM) y 500 ul de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (50:49:1). Se centrifugé a 13 000 rpm/10 min y
se transfirid el sobrenadante a tubo Eppendorf nuevo y se agregaron 500 pl de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (50:49:1). Se centrifugé a 11 000 rpm/15 min, se
recolecto el sobrenadante y se afiadié 50 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 500
de isopropanol frio (1/10 v/v), y se e incubd a -20°C por 2 h 'y 30 min. Se centrifugé a
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11 000 rpm/10 min, se desecho la fase acuosa y se dejo secar la pastilla. La pastilla
se resuspendié en 300 pl de agua DEPC, se centrifugd a 10 000 rpm/10 min para
recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf nuevo y estéril. Para precipitar el
RNA, se colocaban 180 ul de cloruro de litio 10 M. Se incubd la fase acuosa en el
transcurso de la noche a -20°C para precipitar el RNA, y se centrifugé a 11 000
rom/15 min, se desechod el sobrenadante.

Sintesis de cDNA de doble cadena

2uL de muestra de RNA, 1uL de oligo 3’oligonucledtido IIA SMART CDS, 1uL de
oligo 5" oligonucleétido SMART IIA, 1uL de agua destilada para tener un volumen
total de 5uL. Se insert6 en el termociclador a 72°C por 2 minutos, al término del ciclo
se agrego6 2uL de regulador de primera cadena 5x, 1uL de Ditiotreitol (DTT) 20Mm,
1uL ANTP’s 50x, 1uL de transcriptasa reversa Super Script Il. La mezcla de reaccion
se incubd a 42°C por una hora y al término de ésta se agregaron 40uL de agua
destilada. Posteriormente se a 72°C por 7 minutos y se almacend a -20°C. Estos
tubos fueron etiquetados como “primera cadena de DNA”. Para la segunda cadena
se tomaron S5uL de cDNA de primera cadena, 0.3uL de Taq polimerasa, 3uL de
MgCl,, 1uL de dNTP’s 50x, 5uL de regulador Taq Polimerasa, 1uL de oligonucleétido
5'PCR IIA (10uM), 34.7uL de agua destilada. Se desnaturalizé a 94°C por 1 minuto,
por 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C por 45 segundos, 72°C por 7 minutos (y
una extension final de 10 minutos a 72°C).

Diseno de oligonucleétidos

Los iniciadores especificos para la deteccién del VHA se seleccionaron a partir del
alineamiento de las regiones no codificantes del extremo 5° del genoma de varias
cepas del VHA previamente secuenciadas. Los iniciadores externos VHA1 y VHA2
flanquean la regidon comprendida entre los nucleétidos 332 y 700 de la cepa HM-175
(Cohen, et al., 1987) dentro de la regiéon no codificante del extremo 5” y su utilizacién
como amplificadores generaran un fragmento que fluctuara entre las 250 y 368 pb
(Tabla I).

Tabla I. Oligonucleétidos utilizados para amplificar el VHA

Posicién Nombre Tamafo Secuencia
332-352 VHA1 250-350 pb 5"TTGGAACGTCACCTTGCAGTG-3
680-700 VHAZ2 5'"CTGAGTACCTCAGAGGCAAAC-3’

RESULTADOS Y DISCUSION

Al probar el método de extraccion de cloruro de litio para obtener RNA de las
muestras de lechuga y brécoli de los diferentes lotes de produccién, los resultados
fueron reproducibles y se logro la extraccion de un RNA de excelente calidad. De un
total de 25 repeticiones obtenidas para los 5 lotes de lechuga y para los 8 lotes de
brécoli, se logré extraer RNA de excelente calidad en 20 de ellas, lo cual nos arrojo
resultados positivos que correspondian a una eficiencia de extraccion del 80%. Esta
fue una evidencia contundente de que el método de Cloruro de Litio, fue muy efectivo
para la extraccion del RNA de ambas hortalizas. Como se puede observar en la
Figura 1, en todas las muestras de lechuga procesadas cuya extraccion de RNA fue
exitosa (carriles L1 y L2), se obtuvieron dos bandas de RNA de distinto peso
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molecular de forma reproducible, ambas bandas correspondian a los RNA
mensajeros y ribosomales (bandas de 2000 pb y 1000 pb respectivamente).
Asimismo, en todas las extracciones positivas de RNA de brécoli, se logrd extraer
RNA de la misma calidad y pureza que en el de la lechuga (Figura 1, carriles B1 y

MPM L1 L2 B1 B2

12000pb

100pb

Figura 1. Extraccién de RNA de obtenido de las muestras de lechuga y brécoli. MPM:
Marcador de peso molecular en pb. L1y L2, RNA extraido de dos lotes de lechuga. B1y
B2. muestras de RNA extraido de dos lotes de brécoli.

B2).

Sintesis de cDNA de doble cadena y amplificacion por RT-PCR

Se realiz6 la sintesis de cDNA de doble cadena en 2 muestras de lechuga (L1 y L2)
y en dos muestras de brocoli (B1 y B2) en las que previamente se habia logrado
extraer RNA de buena calidad, de los cuales en ambas muestras se obtuvo cDNA
(Figura 2, carriles 2 al 5). Posteriormente a estas muestras se les realizé6 RT-PCR
para lograr una amplificacion de copias del gen de la proteina de la capside del VHA.

MPM L1 L2 Bt B2

Figura 2. Sintesis de cDNA de las muestras de lechuga y brécoli. MPM: Marcador de peso
molecular en pb; L1 y L2, cDNA de dos lotes de lechuga; B1 y B2, cDNA de dos lotes de
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RT-PCR con oligonucleétidos del VHA.

Se realiz6 una amplificacion por RT-PCR a las muestras donde se obtuvo cDNA, las
cuales correspondieron a las muestras L1, L2, B1 y B2. El lote B1 amplificé una
banda de 250 pb (Figura 3, carril B1), en las muestras L1 (Figura 3, carril L1), L2y
B2 (datos no presentados), no se obtuvo ningun amplicon. La muestra que amplificd
por medio del RT-PCR se envié a secuenciacion para poder comparar en la
plataforma del NCBI de que origen es el amplicon y demostrar que efectivamente sea
una secuencia del VHA.

1000pb

500pb

300pb
200pb
100pb

Figura 3. RT-PCR utilizando los oligonucleétidos VHA1 y VHA2. MPM: Marcador de peso
molecular en pares de bases. L1: Muestra de RNA de lechuga; B1: muestra de RNA de
brocoli.

Se debieron tomar algunas precauciones al momento de colectar las muestras de
hortalizas, fue preciso no cosecharlas con las manos directamente, para no
contaminar al producto cosechado. Segun un trabajo de Bidawid y colaboradores
(2000), un factor muy importante en la transmision de VHA es la manipulacién de
alimentos en fresco por personas infectadas. Estos investigadores comprobaron que
cuando los voluntarios del estudio se limpiaban las manos con alcohol, al manipular
lechugas contaminadas intencionalmente con VHA, la transmision del virus se
reducia de un 9% a tan solo un 0.3%. Por otro lado, en el trabajo realizado por
Quiroz (2008) ellos utilizaron la extraccion de RNA de virus entéricos en alimentos,
mediante el empleo de TRIzol® Reagent y no mediante el método de cloruro de litio
empleado en este trabajo. Los resultados positivos obtenidos por estos autores se
pudieron deber a que con el método de extraccion empleado, detectaron la presencia
de virus inoculados intencionalmente (Quiroz, 2008).

En el caso de nuestro trabajo, también probamos los métodos de extraccion de RNA
utilizando PEG y TRIzol® Reagent (datos no presentados), pero las extracciones de
RNA después del analisis electroforético mostraron resultados negativos. Esto pudo
deberse a que las muestras se danaron o se perdio la cadena del frio en algun punto
del transporte de dichas hortalizas y por consecuencia esto pudo ocasionar la
degradacion del RNA. No obstante, en este trabajo se obtuvo una excelente
extraccion de RNA utilizando el método de cloruro de litio. En comparacion con el
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trabajo de Quiroz (2008), para nuestra extraccion no se utilizdé ningun tejido de las
hortalizas infectado deliberadamente con el VHA, motivo por el cual la deteccién de
este virus dependia exclusivamente de su presencia natural al momento de la
cosecha.

Por otro lado, en las muestras de lechuga no fue posible detectar la presencia del
VHA, mientras que en las muestras del brocoli si se detecté en una de las muestras
analizadas. Esto nos corrobora que si es posible detectar mediante el RT-PCR la
presencia posible del VHA en ésta hortaliza, manifestandose la utilidad de esta
técnica previamente probada por otros autores (Jean et al, 2001). Por otro lado,
considerando la diferencia en consistencia de tejidos entre lechugas y brécoli, es
l6gico pensar que las primeras sufran de un mayor dano mecanico en el transporte
debido a la naturaleza blanda de sus tejidos, mientras que en las segundas, la
resistencia de los tejidos del brocoli es claramente visible y ello hace su manipulacion
mas facil de trabajar y menos dificil de dafiar. Es necesario esperar el resultado de la
secuencia del amplicon de 250 pb obtenido en la muestra de brécoli para corroborar
que efectivamente corresponda a una secuencia del VHA, debido a que el tamafio de
la amplicon coincide con el tamano esperado, es altamente factible que asi sea. No
obstante, es necesario continuar con las extracciones de RNA y analisis de RT-PCR
en un mayor numero de muestras de ambas hortalizas, para validar el método de
deteccion del VHA como eficiente y reproducible.
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