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Resumen: Mundialmente, la diarrea es una de las causas más importantes de morbi-mortalidad en la población. En Venezuela, se reportan 
anualmente cerca de 480.000 consultas y 706 fallecimientos a causa de diarreas, de las cuales el 32% se registran en el Zulia. Entre los 
virus con capacidad patogénica involucrados en cuadros diarreicos se encuentran los calicivirus y enterovirus. Con el objetivo de evaluar 
la prevalencia de estos agentes virales en el municipio Maracaibo, se colectaron 150 muestras de heces diarreicas de niños menores de 6 
años, en las que se analizó la presencia de calicivirus y enterovirus mediante RT-PCR. Se observó una mayor prevalencia de infección 
por enterovirus (31,3%), lo que indica la existencia de posibles problemas de higiene y/o contaminación del agua. Además, se evidenció 
disminución de la infección por enterovirus con el aumento de la edad, posiblemente por la adquisición de anticuerpos por exposiciones 
previas al virus. La prevalencia de calicivirus en la población fue baja (3,0%), considerándolos así casos aislados. La ausencia de este virus 
durante el primer año de vida se ve favorecida por la protección inmunitaria que confiere la alimentación con leche materna. El presente 
estudio indica que los enterovirus son agentes etiológicos importantes de diarreas en la población infantil estudiada.
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Calicivirus and enterovirus molecular detection through RT-PCR in children under 5 
years old with diarrheal syndrome

Abstract: Worldwide, diarrhea is one of the most important morbility-mortality causes in the general population. In Venezuela, there are 
annual reports of around 480,000 consultations and 706 deaths due to diarrhea, 32% of which are registered in Zulia State. Calicivirus and 
enterovirus are among the viruses with pathogenic capacity involved in diarrheal episodes. With the purpose of evaluating the prevalence of 
these viruses at the Maracaibo Municipality, we collected 150 diarrheal feces samples from children under 5 years old, and calicivirus and 
enterovirus presence was determined through RT-PCR. There was a greater prevalence of enterovirus infections (31.3%), which indicates 
the probable existence of hygiene problems and/or water contamination. There was also evidence of a decrease of enterovirus contamination 
with age, possible due to the development of antibodies during previous exposure to the virus. Calicivirus prevalence in this population was 
low (2.9%), and they were considered as isolated cases. Absence of this virus during the first year of life is favored by the immunological 
protection conferred by maternal breast-feeding. The present study indicates that enteroviruses are important diarrheal etiologic agents in 
the child population studied.
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Introducción

La diarrea es considerada una de las principales causas 
de preocupación sanitaria, debido a su alto índice de morbi-
mortalidad, especialmente en los países subdesarrollados 
donde los más afectados son los niños menores de 5 años 

[1,2]. Los brotes de enfermedades diarreicas durante las 
edades tempranas pueden generar deficiencias en el desarrollo 
físico y mental, lo cual puede traer graves consecuencias 
a largo plazo en el estado de salud y productividad en la 
etapa adulta [3]. Para el año 2008, se reportaron cerca de 10 
millones de casos de diarrea infantil a nivel mundial, y una 
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mortalidad promedio anual de 1,87 millones de niños [4].
En Venezuela, las estadísticas epidemiológicas ubican a 

la diarrea en el segundo lugar de mayor ocurrencia en la 
población con un porcentaje del 15 a 20% de los reportes 
semanales de enfermedades, siendo los niños menores de 
5 años los más afectados. Las estadísticas del 2008 del 
Ministerio para el Poder Popular para la Salud (MPPS) 
reportaron 472.332 consultas y 706 fallecimientos a causa 
de diarreas en el país [5].

El Zulia es el estado con mayor número de reportes 
de diarrea (más del 32%). En el 2008 se registraron 
semanalmente entre 1.900 y 8.600 casos, y en el 2006, un 
total de 231 muertes a lo largo del año [6,7]. Sin embargo, 
los estudios publicados sobre la etiología de los mismos 
son escasos en dicho estado, factores que son sumamente 
importantes para establecer medidas de control acordes a la 
situación socio-económica de la población en estudio.

Entre los virus que poseen capacidad patogénica en 
cuadros diarreicos de origen infeccioso se encuentran los 
rotavirus (grupos A, B y C), adenovirus (serotipos 40 y 
41), calicivirus (tipos Norwalk, tipos Sapporo), enterovirus 
(ECHO, coxsackie) y astrovirus [8,9].

Los calicivirus y enterovirus son transmitidos 
principalmente por vía fecal-oral, debido al contacto 
directo con personas enfermas o por medio del consumo 
de alimentos y aguas contaminados [10]. Los calicivirus 
se distribuyen en numerosos países alrededor del mundo; 
sin embargo, se ha determinado que la infección en niños 
menores de 5 años es mayor en países subdesarrollados [11]. 
De manera similar, las epidemias por enterovirus prevalecen 
en zonas socioeconómicamente pobres y en condiciones de 
sobrepoblación [12].

Durante las últimas décadas se han desarrollado nuevas 
técnicas moleculares que permiten la detección de virus 
cuya replicación en cultivos celulares es nula o muy pobre, 
como es el caso de los calicivirus, algunos enterovirus y 
otros virus gastroenteríticos [8]. Actualmente, el método 
más específico y exacto en la identificación de virus es la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas 
en inglés) y la Retrotranscripción Reversa-PCR (RT-PCR). 
La efectividad de estas técnicas radica en su especificidad 
y sensibilidad para la detección del genoma de diversos 
agentes virales [13].

Dada la alta incidencia de diarreas en el estado Zulia, 
en la presente investigación se propuso emplear la técnica 
molecular RT-PCR para detectar la presencia de calicivirus 
y enterovirus en muestras de heces en niños menores de 
6 años con síndrome diarreico del municipio Maracaibo, 
para determinar algunos de los patógenos involucrados, 
aportando de esta manera datos que pudieran ser de 
utilidad para futuras investigaciones relacionadas con virus 
causantes de enfermedades gastrointestinales.

Pacientes y métodos

Recolección y almacenamiento de muestras: El material de 
estudio estuvo constituido por heces de 150 pacientes de 

ambos sexos con edades comprendidas entre cero y seis años, 
con una media de edad de 1 año, asistidos en los siguientes 
centros de salud del municipio Maracaibo, estado Zulia: 
Hospital Universitario, Servicios Médicos de La Universidad 
del Zulia, Ambulatorio San Jacinto, Ambulatorio El Norte, 
Ambulatorio de Cujicito y Laboratorio Soré Gutiérrez, 
entre los meses de septiembre de 2008 y junio de 2009 por 
presentar síndrome diarreico.

El protocolo fue aprobado por los comités de ética de los 
centros de salud participantes. Los padres o tutores legales 
de todos los pacientes pediátricos dieron su consentimiento 
informado por escrito según las Normas del Código de 
Bioética y Bioseguridad [14]. Todos los procedimientos 
fueron realizados siguiendo los lineamientos establecidos en 
la Declaración de Helsinki para investigación en humanos 
[15].

Procesamiento de muestras: Se realizó una suspensión de 
las muestras fecales al 10%. Para ello, se agitó en agua libre 
de nucleasas aproximadamente 0,1 gr de heces sólidas ó 
100µL de heces líquidas. Luego de 10 minutos, se centrifugó 
a 10.000 g por 10 minutos a 4ºC y el sobrenadante se guardó 
a -20ºC hasta su utilización [16].

Extracción de ARN viral: El ARN viral de las muestras de 
heces de los pacientes fue extraído mediante la técnica por 
columnas, utilizando el kit “QIAamp Viral RNA” (Qiagen®

 
Alemania, 2008). Como control positivo de calicivirus para 
la extracción se utilizó una muestra de agua residual urbana 
proveniente de la planta de tratamiento Maracaibo Sur donde 
en trabajo previo se comprobó la presencia de calicivirus por 
RT/PCR y secuenciación [17] y para enterovirus la vacuna 
antipoliomielítica oral (Novartis Argentina, S.A.), las 
cuales fueron gentilmente suministradas por el Laboratorio 
de Virología Ambiental del Centro de Investigación del 
Agua de la Universidad del Zulia. Como control negativo 
se empleó agua libre de nucleasas (Promega Corp. USA, 
2005).

Retrotranscripción de ARN viral: Se realizó la transcripción 
reversa del ARN de enterovirus y calicivirus mediante el 
kit “ImProm-II Reverse Transcription System” (Promega 
Corp. USA, 2005), siguiendo el protocolo sugerido por el 
fabricante: Random primers (0,01µL), buffer de reacción 
ImPromII 5X (4µL), cloruro de magnesio (3µL), mezcla 
de dNTP`s (1µL), inhibidor de la ribonucleasa RNasin 
(0,5µL), transcriptasa reversa (1µL), agua libre de nucleasa 
(5,49µL), ARN extraído (5µL), volumen total (20µL). 
Una vez preparados, los tubos de reacción se incubaron a 
temperatura ambiente por cinco minutos (5’). Luego, se 
colocaron en un termociclador GeneAmp® PCR System 
2400, Applied Biosystems (Perkin Elmer, USA 2006), 
empleando el siguiente perfil térmico: (1) 42°C por 60’; (2) 
99°C por 5’. Una vez culminado el ciclo, se colocaron las 
muestras con ADN complementario (ADNc) a 4°C hasta su 
utilización.
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Amplificación por PCR: Para la reacción de amplificación 
se utilizaron 5µL de ADNc, el kit “PCR Master Mix” 
(Promega Corp. USA, 2005) y los iniciadores para 
enterovirus con concentración de 10µM cada uno, 
Ent1: 5´CGGTACCTTTGTACGCCTGT3´ y Ent2: 
5´ATTGTCACCATAAGCA

GCCA3´ descritos por Pina y col. [18], estos iniciadores 
flanquean la región comprendida entre los nucleótidos 
64 y 597 de coxsackievirus B4, dentro de la región no 
codificante del extremo 5 y su especificidad fue evaluada 
frente a 24 cepas de enterovirus (echovirus tipo 2, 5, 6, 7, 
9, 11, 15, 18, 19, 21, 25, 27, 29 30; coxsackievirus tipo A9, 
B1, B2, B3, B4, B5, B6; poliovirus tipo 1, 2, 3), pudiéndose 
detectar todos ellos por PCR [19]. Para calicivirus se 
emplearon NW1: 5´CAAATGACAGAATCCTTC3´ y 
NW2: 5´GAGAAATATGACATGGATTGC3´, descritos 
por De León y col. [20,21].

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en 
un termociclador GeneAmp® PCR System 2400, Applied 
Biosystems (Perkin Elmer, USA 2006), empleando los 
siguientes parámetros de PCR estandarizados para cada 
virus:

Calicivirus [20]: (1) desnaturalización a 94°C por - 
3’; (2) alineamiento y amplificación de la secuencia 
deseada: 40 ciclos a 95°C por 1’30”, 55°C por 1’30” 
y 72°C por 1’30”; (3) extensión final: 72°C por 7’; (4) 
almacenamiento: 4°C hasta su uso.
Enterovirus [18]: (1) 94°C por 2’; (2) 30 ciclos a 92°C - 
por 1’30”, 55°C por 1’30” y 72°C por 2’; (3) 72°C por 
10’; (4) 4°C hasta su uso.

Visualización de resultados: Se prepararon geles de agarosa 
al 2% teñidos con bromuro de etidio (0,5 µg/mL), y se empleó 
amortiguadorr TBE 1X para la corrida. Como marcador de 
peso molecular se utilizó el DNA Molecular Weigth Marker 
VIII (19-1114 bp) (Roche Applied Science) de carga Blue/
Orange Loading Dye (Promega). Las condiciones de corrida 
de electroforesis fueron las siguientes: 100 V, 500 Amp, 
250 Power, durante 45’. Una vez culminada la corrida se 
observaron las bandas mediante un transiluminador UV Pro 
y se registraron los resultados fotográficamente.

Análisis estadístico: Se realizó un análisis porcentual 
de las variables consideradas para la determinación de la 
prevalencia por grupos etarios y sexo en los individuos 
estudiados. Así mismo, se hizo uso del programa GraphPad 
Prism 5.02 (Graphpad Software) para la determinación de 
la media (x) y desviación estándar (σ), tabla de contingencia 
y test Chi cuadrado (Χ 2). Se consideraron significativos 
valores p<0.05 con un índice de confianza de 95%.

Resultados y discusión

De las 150 muestras de heces colectadas, en 83 
(55,3%) se determinó la presencia de bacterias y parásitos 
enteropatogenos que pudieran estar relacionados con 
el establecimiento de la diarrea, por lo que fueron las 67 

(44,7%) restantes las seleccionadas para llevar a cabo la 
detección de la presencia de enterovirus y calicivirus. 

Con la metodología utilizada se confirmó la efectividad 
de amplificación de los primers empleados para la secuencia 
de la región 5’-NTR de enterovirus, observando bandas bien 
definidas de los casos positivos (Figura 1-a). Así mismo, los 
resultados para calicivirus revelaron bandas definidas de la 
región que codifica para el Gen de la ARN Polimerasa (Figura 
1-b). Estos últimos iniciadores amplifican principalmente 
los virus tipo Norwalk, lo que limita la detección de otros 
grupos de calicivirus, como los sapovirus [22,23].

Los resultados indican una mayor frecuencia de infección 
de enterovirus con un 31,3% (N=21) y, una baja proporción 
de casos positivos para calicivirus (3,0%; N=2) Tabla 1. 
Estos valores son comparables con los encontrados por otros 
autores [24] en la comunidad de Nazareth (estado Zulia), 
donde se obtuvo un 47,08% de positividad para enterovirus, 
y 0% para calicivirus.

Figura 1. Visualización de los productos de RT-PCR en gel de agarosa al 
2% de: (a) Enterovirus y (b) Calicivirus.
(a). (MPM) Marcador de Peso Molecular, (C+) Control Positivo, (C-) 
Control Negativo, (23, 31, 32, 34, 38 y 55) muestras de heces positivas 
(banda obtenida por RT-PCR de 540 pb, indica positividad para enterovirus), 
(6 y 50) muestras de heces negativas.
(b). (MPM) Marcador de Peso Molecular, (C+) Control Positivo, (C-) 
Control Negativo, (11 y 19)  muestras de heces positivas (banda obtenida 
por RT-PCR de 260 pb, indica positividad para calicivirus), (5, 7, 27, 28, 
39 y 40) muestras de heces negativas.
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La relación de los enterovirus como agentes etiológicos 
de las enfermedades gastrointestinales no ha sido evaluada 
a profundidad como otros virus entéricos. Sin embargo, 
investigaciones recientes realizadas principalmente en 
países en vías de desarrollo, indican que el estudio de la 
presencia de estos virus en niños con síndrome diarreico 
es de suma importancia [7,25]. En esta investigación se 
detectó la presencia de enterovirus como posible agente 
etiológico de diarrea en el 31,3% de las muestras de heces 
analizadas, lo que pone en evidencia la circulación del virus 
en la población estudiada.

Existe la posibilidad de que los casos positivos puedan 
deberse a la presencia de partículas virales de la vacuna 
antipoliomielítica en las heces. A pesar que la poliomielitis 
se encuentra erradicada en Venezuela desde 1989 [26], los 
planes de inmunización nacional aún administran la Vacuna 
Polio Oral (VPO) y la Vacuna Inactivada de la Polio (VPI), 
en niños menores de 5 años. La VPO posee poliovirus 
atenuados de los tipos 1, 2 y 3, y pueden generar efectos 
secundarios como diarrea, fiebre y exantemas. El virus es 
excretado por vía fecal durante las primeras cuatro semanas, 
lo cual favorece su detección en las muestras de niños con 
diarrea. Sin embargo, es necesaria la futura secuenciación 
de las muestras de heces positivas, para establecer si la 
fuente viral proviene de virus salvajes o virus vacunal [27].

Por otro lado, existen razones que apoyan la idea de que 
la población en estudio pudo estar expuesta a enterovirus 
infecciosos y por tanto, que éste sea el agente etiológico 
causante de la diarrea. En trabajos previos llevados cabo en 
la ciudad de Maracaibo, se ha demostrado la presencia no 
sólo del genoma de enterovirus, sino también de enterovirus 
infecciosos del tipo echovirus, coxsackivirus y poliovirus 
humano 1 cepa Sabin (vacunal) en un elevado porcetaje de 
muestras de agua para consumo humano (19,2%), agua para 
la irrigación de cultivos (55%), agua recreacional (45%) 
y de alimentos (29%), lo que indica que la población de 
estudio pudo estar expuesta a la infección con enterovirus 
por cualquiera de estas vías [28-30]. 

El bajo porcentaje de muestras de heces diarreicas 
positivas para la presencia de calicivirus (2,9%) detectadas 

en esta investigación, se asemejan a resultados obtenidos 
en Venezuela por Pujol y col. [31] y Castellanos [24], 
quienes detectaron 0,4% y 0% de prevalencia de calicivirus, 
respectivamente. Por lo tanto, se puede mencionar que 
estos virus no han sido agentes etiológicos predominantes 
en los casos evaluados de niños con gastroenteritis, debido 
a la limitante de los cebadores utilizados, los cuales sólo 
detectan calicivirus tipo Norwalk y no los sapovirus que son 
agentes importantes de diarrea en infantes. En contraste, 
en otros países latinoamericanos se ha determinado que 
los calicivirus son agentes etiológicos importantes de 
enfermedades gastroenteríticas, registrando prevalencias 
entre 10 y 35% de infección por dicho virus [25,32].

Además, se presume que las condiciones climáticas de la 
zona (Maracaibo) podrían desfavorecer el establecimiento e 
infección por estos virus en los pacientes estudiados. Aunque 
en numerosos estudios se ha demostrado la presencia de 
calicivirus a lo largo de todo el año, este comportamiento 
epidemiológico estacional también ha sido observado en 
países tropicales como Brasil, donde la mayor prevalencia 
se detecta durante los meses más frescos [33].

En relación a la distribución de infección de los virus 
de acuerdo a la edad, se determinó un menor porcentaje 
de infección por enterovirus en los niños menores de 1 
año 13,4% y de calicivirus en los niños de 1 año con un 
3,0% (tabla 1). Los análisis de Chi cuadrado indican que 
la presencia de casos positivos de enterovirus (p=0,6) y 
calicivirus (p=0,17) no está significativamente asociada a la 
edad. Sin embargo, los resultados señalan una disminución 
tanto en la presencia de diarrea en los pacientes, como en 
los casos positivos de infección de enterovirus, a medida 
que aumenta la edad. La baja prevalencia relativa del virus 
en los niños mayores podría deberse a la adquisición de 
memoria inmunitaria por exposiciones previas a enterovirus, 
conllevando a que éstos sean menos propensos a sufrir 
enfermedades gastrointestinales, debido a la presencia de 
anticuerpos contra las mismas, comportamiento que ha sido 
observado también en estudios similares [34-36].

Así mismo, se presume que la presencia de enterovirus, 
principalmente en los niños menores a 6 meses, puede 
estar muy relacionada a la excreción de antígenos de la 
vacuna antipoliomielítica, la cual es administrada en tres 
dosis: a los 2, 4 y 6 meses de edad [26]. Estudios previos 
han determinado que, tanto la cantidad de viriones como 
la duración de la excreción fecal de los mismos, es mayor 
en pacientes no inmunizados o con pocas inmunizaciones 
previas, por lo que la presencia del virus en las muestras 
disminuye conforme aumenta la edad [37].

La baja presencia de calicivirus observada durante el 
primer año de edad, se puede atribuir a la inmunidad 
protectora que le confiere la leche materna al neonato, por 
el alto contenido de oligosacáridos protectores (lacto-N-
difucohexaosa, LDFH-I) contra la infección causada por 
estos virus [38]. En esta investigación se establece que 
los niños menores de 2 años de edad presentan una mayor 
prevalencia de calicivirus, resultados que concuerdan con 
los reportados por otros investigadores [39], donde se indica 

Enterovirus Calicivirus

Edad 
(años)

Positivos Negativos Positivos Negativos

n % n % n % n %

<1 9 13,4 18 27,0 0 0 27 40,3

1 3 4,5 11 16,4 2 3,0 12 17,9

2 5 7,4 7 10,4 0 0 12 17,9

3 0 0,0 4 6,0 0 0 4 6,0

4 3 4,5 5 7,4 0 0 8 11,9

5 1 1,5 1 1,5 0 0 2 3,0

Total 21 31,3 46 68,6 2 3,0 65 97,0

Tabla 1. Frecuencia de enterovirus y calicivirus en niños menores de 6 
años con diarrea distribuidos por edad. Municipio Maracaibo, estado Zulia. 
Septiembre 2008 a junio 2009.
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que los niños de un año fueron más propensos a adquirir 
infecciones por calicivirus que el resto de los grupos etarios 
[33].

En la tabla 2 se evidencia la presencia de enterovirus en 
niños menores de 6 años y ocurren con frecuencias similares 
en ambos sexos. Para el caso de infecciones causadas por 
calicivirus, se observa una mayor prevalencia en el sexo 
femenino; sin embargo, el bajo número de casos positivos 
detectados no permite establecer diferencias significativas 
entre ambos sexos.
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Enterovirus Calicivirus

Sexo
Positivos Negativos Positivos Negativos

n % n % n % n %

Femenino 11 16,4 17 25,4 2 3,0 26 39,0

Masculino 10 14,9 29 43,3 0 0 39 58,0

Total 21 31,3 46 68,7 2 3,0 65 97,0
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