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RESUMEN

El rotavirus es un agente causal de diarrea neonatal que esta asociado a la morbilidad y
mortalidad de las crias de alpacas. Por tanto, la presente investigacion tuvo como proposito
principal identificar los genotipos circulantes de rotavirus en crias de alpacas menores de tres
meses en el CICAS La Raya, Cusco. Se considerd 45 muestras diarreicas, de las cuales 22
fueron diagnosticadas con antigenos de rotavirus por el método de ELISA. Para la
retrotranscripcion y amplificacion de los genes de rotavirus se utilizo el kit SuperScript™ I11
One-Step RT-PCR System with Platinum y para identificar diferentes genotipos se aplico la
PCR multiplex semianidada. Se evidencio la presencia de las proteinas antigénicas VP4 y VP7;
y los genotipos G3, P[1] y P[11], con una asociacién particular de G3P[11] encontrada en las
crias de alpacas. Por ello, la genotipificaciéon de Rotavirus permitié identificar diferentes
genotipos virales circulantes en el periodo 2016 a 2017, en la poblacién de alpacas del (CICAS)

La Raya, provincia de Canchis, Cusco.

Palabras claves: Genotipificacion, Rotavirus, Alpacas, Diarreicas.



INTRODUCCION

Perti posee la mayor poblacion de alpacas con mas del 87% a nivel mundial, esta poblacion
enfrenta desafios criticos en la salud y produccion ganadera; puesto que, la mortalidad de las
crias entre los tres y cuatro meses, puede superar el 50%, principalmente debido a
enfermedades entéricas como la diarrea neonatal producido por virus, bacterias y otros
parasitos (Garmendia et al., 2015). Esta patologia afecta el tracto gastrointestinal
incrementando la morbilidad y mortalidad de las alpacas, asi como en la economia de las

comunidades dedicadas en la crianza de esta especie (Rojas et al, 2016a).

El rotavirus es una de las principales causas de enfermedades entéricas en diversas especies
animales, incluidas las alpacas (Vicugna pacos) (Mifo et al., 2022). En particular, las crias de
alpaca son especialmente susceptibles a esta infeccion por la baja inmunidad que poseen, lo
que puede tener graves consecuencias para su salud y bienestar (Moreno-Morales et al., 2021).
La diversidad de genotipos de rotavirus reveld la presencia de coinfecciones con mas de dos
cepas de rotavirus, lo que sugiere un posible riesgo de zoonosis en el futuro (Rojas et al., 2019).
Evidenciando la necesidad de conocer los genotipos circulantes de rotavirus de la poblacién en

estudio.

El presente estudio se centra en la genotipificacion de rotavirus en alpacas menores de tres
meses en la provincia de Canchis, Cusco, Per. Las muestras colectadas fueron obtenidas
durante el periodo de diciembre del 2016 a marzo del 2017, que corresponde a la temporada de
lluvias en la region, donde se observd un brote de enfermedades entéricas en las alpacas
jovenes. Para lograr este objetivo, se empled una metodologia que incluye la extraccion de
ARN viral, la realizacion de RT-PCR con el KIT SuperScript™ III One-Step RT-PCR System
with Platinum™ y PCR multiplex semianidada, seguida de la genotipificacion por

electroforesis.



A pesar de la importancia econdomica y de salud publica del rotavirus en alpacas, la
investigacion en este campo es limitada (Badaracco et al., 2021). Este estudio busca generar
datos cientificos s6lidos sobre la diversidad genética del rotavirus, al conocer los genotipos del
rotavirus de esta poblacion se pueden desarrollar estrategias mas efectivas para el control y

prevencion de esta enfermedad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diarrea neonatal afecta la salud de las crias de alpacas, asi como su supervivencia,
representando un reto significativo en su crianza (Espada et al., 2010), esta enfermedad se
manifiesta de manera progresiva, con sintomas que incluyen diarrea, deshidratacion, acidosis,
fiebre y pérdida de peso, pudiendo llevar a la caquexia y la muerte. Asi mismo, este problema
adquiere mayor relevancia al considerar al rotavirus como agente infeccioso presente en otras

especies domésticas, como llamas, alpacas y otros (Desselberger, 2014).

La falta de estudios exhaustivos sobre los genotipos de rotavirus en poblaciones de
alpacas limita nuestra comprension de este fenomeno. La escasez de datos epidemiologicos y
genéticos sobre el rotavirus en alpacas dificulta la evaluacion precisa del riesgo de transmision
entre especies y la implementacion de estrategias preventivas y de control (Barbieri et al.,
2014). Esta brecha de conocimiento resalta la necesidad urgente de realizar investigaciones que

aborden la genotipificacion del rotavirus en alpacas, especialmente menores de tres meses.

Es esencial investigar la diversidad genética del rotavirus en alpacas y establecer
sistemas de vigilancia epidemioldgica para comprender su dindmica de transmisién y su
posible impacto en la salud humana. Este enfoque permitird el desarrollo de politicas y
estrategias de manejo veterinario efectivas para mitigar los riesgos asociados con la zoonosis
y la propagacion del rotavirus en las poblaciones de alpacas. En base a lo expuesto

desarrollamos la siguiente pregunta:

(Cuadles son los genotipos de rotavirus que se identificaran en muestras diarreicas de

crias de alpacas del CICAS La Raya provincia de Canchis - Cusco?



JUSTIFICACION

La genotipificacion de rotavirus en alpacas menores de tres meses en la region del
Cusco, Pert, surge de la necesidad de comprender y abordar las enfermedades entéricas que
afectan a estas especies. La presencia de rotavirus en alpacas, es reconocido como un agente
patogeno importante, representa una preocupacion creciente debido a su impacto en la salud,
la produccion ganadera, asi como la transmision zoonotica del rotavirus (Estes & Greenberg,

2013).

Este estudio busca llenar este vacio de conocimiento al proporcionar datos cientificos
solidos sobre la diversidad genética del rotavirus. Ya que estos genotipos estan distribuidos y
aun no se conoce a detalle las cepas circulantes de rotavirus en Vicugna pacos (Barbieri, 2014).
Al conocer los genotipos presentes y su implicacion en la epidemiologia de la enfermedad, se
pueden desarrollar estrategias mas efectivas para la prevencion y el control de las infecciones

por rotavirus en estas poblaciones vulnerables.

Implementar sistemas de vigilancia epidemiologica para identificar las cepas o
genotipos circulantes de rotavirus en camélidos y asi prevenir brotes severos de diarrea, como
sugieren Rojas et al. (2019). Ello nos permitira formular vacunas especificas adaptadas a las
necesidades locales para el manejo y control de un posible brote de rotavirus en las alpacas,
ofreciendo una solucidn eficaz y de este modo permitir la evaluacion y la efectividad de una

vacuna (WHO, 2013).

Con este estudio queremos dar un aporte para la mejora de la salud y la produccion ganadera
de los camélidos sudamericanos. Ademds, servird como aporte para futuros estudios

epidemiologicos y para el disefio de medidas efectivas.



OBJETIVOS

Objetivo General.

- Determinar los genotipos circulantes de rotavirus presentes en muestras diarreicas de
crias de alpacas (Vicugna pacos) menores de tres meses en el Cicas La Raya provincia

de Canchis — Cusco.

Objetivos Especificos.

- Detectar la presencia de rotavirus mediante la amplificacion de la proteina estructural
VP6, mediante RT-PCR.
- Identificar los genes antigénicos de rotavirus VP7(G) y VP4(P), mediante RT-PCR y

PCR.

Vi



HIPOTESIS

La genotipificacion de rotavirus en muestras diarreicas de crias de alpacas permitira
identificar diferentes genotipos virales circulantes de rotavirus, en la poblacion de alpacas del

(CICAS) La Raya, provincia de Canchis, Cusco.

Variables.

- Variables dependientes: Genotipos de rotavirus.

- Variables independientes: Muestras diarreicas en crias de alpacas.

VI



CAPITULO1
MARCO TEORICO CONCEPTUAL
1.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

1.1.1 Antecedentes internacionales

Miiio et al. (2022). En Brasil estudiaron las relaciones evolutivas de las cepas sudamericanas
de rotavirus A (RVA) que portan el genotipo E12, basados en la proteina NSP4 no estructural
que define el genotipo E. De los 31 genotipos E descritos mediante enfoques filogenéticos
encontraron que el genotipo E12 se origin6 en América del Sur con el linaje del guanaco
(Lama guanicoe) como huésped natural, infectando animales y humanos. El camino evolutivo
y la impronta genética del genotipo E12 se reconstruyeron a partir de la introduccion de
especies bovinas no autdctonas que entraron en contacto con los camélidos sudamericanos, y
sus crias estuvieron expuestas a cepas locales de RVA traidas de Europa y a nuevas cepas de
RVA que se propagaron en guanacos, dando como resultado nuevas cepas de RVA en linajes

actuales altamente especificos.

Badaracco et al. (2021). En Argentina realizaron un estudio tomando muestras fecales de
diferentes localidades del departamento de Puno - Peru, analizaron mediante la prueba de
ELISA la captura de antigeno de un total de (57/1423) fueron positivas a Rotavirus. La
constelacion de genotipos de tres cepas RVA de alpaca seleccionadas fue G3/8 P[1/14]-12-
R2/5-C2/3-M2/3-A17-N2/3-T6-E3-H3. Dos de las cepas analizadas presentaron una
constelacion de genotipos de tipo bovino, mientras que la tercera cepa presentd seis segmentos
pertenecientes al genogrupo de tipo AU-1 (G3, M3, C3, N3, T3 y E3), lo que sugiere eventos

de reordenamiento.



Rojas et al. (2019). En un estudio llevado a cabo en Brasil, examinaron la transmision inter-
especie como un mecanismo significativo en la evolucion y la diversidad del Rotavirus. Para
ello, se recolectaron 265 muestras fecales de alpacas, llamas, ovejas y humanos en la region
de Cusco, Peru. Los resultados revelaron la presencia de Rotavirus A en el 20,3% de las
muestras de alpacas, el 47,5% en muestras de llamas, el 100% de las muestras de ovejas y el
33,3% de las muestras humanas. Se observaron diferentes constelaciones genéticas, siendo las
mas comunes G3 - P [40] -18 en alpacas, G1 / G3 - P [8] en llamas, G1 / G3 /G35 -P[1]/P
[8] en ovejas y G3 - P [40] -I1 / I8 - E3 - H1 en humanos. Ademas, se inform6 sobre la
aparicion reciente del genotipo P [40]. Los resultados del genotipado también revelaron la
presencia de coinfecciones con mas de dos cepas de rotavirus, lo que sugiere un posible riesgo

de zoonosis en el futuro.

Rojas et al. (2016a). En Brasil, aislaron e identificaron SA44 de rotavirus A (RVA) de una
alpaca peruana neonatal con diarrea, determinando el genotipo G3P[40]. Los analisis
filogenéticos revelaron la constelacion genotipica G3-P[40]-18-R3-C3-M3-A9-N3-T3-E3-
H6. La secuencia del gen VP7 mostr6é similitud con cepas RVA de alpacas peruanas y
humanos. El gen VP4 se designd como la cepa de referencia para el nuevo genotipo P[40],
sugiriendo la emergencia de SA44 a partir de eventos de reordenamiento entre murciélagos y

cepas RVA de equinos y humanos.

Rojas et al. (2016b). En Brasil luego de brote diarreico en alpacas en Silli, Cusco, realizaron
un andlisis de las cuales el 32% de 50 crias de alpacas estaban infectadas con rotavirus
mostrando también coinfecciones con bacterias como 80% infectadas con Eimeria spp, 22%
con Clostridium spp, 20%. con Cryptosporidium spp, 34% con E. coli, Y 40% con
coronavirus. También se observdO que estos animales padecian enteritis necrotica o
hemorragica con infecciones cuadruples. aumentando la gravedad de la enfermedad

posiblemente ocurridos por la coinfeccion.

10



Louge (2016). En Argentina, investig6 la asociacion de Rotavirus, coronavirus y Escherichia
coli en terneros neonatos en Buenos Aires, analizando los genotipos y las relaciones
filogenéticas entre las cepas de rotavirus. Se evalud la patogenicidad de los rotavirus
G6(IIDP[11] y GIOP[11] en terneros. El andlisis filogenético, realizado mediante RT-PCR
semi-anidada y PCR multiplex, mostr6 buenos resultados, confirmando la utilidad de estas
técnicas para el genotipado epidemiologico. Se encontrd una relacion estrecha entre la cepa
bovina G8P[11] de Argentina y varias cepas G8 en camélidos sudamericanos mediante el

analisis filogenético de VP7.

Barbieri et al. (2014). En Argentina, evaluaron la presencia de anticuerpos de rotavirus en el
100 % de los animales evaluados, de los cuales un 70 % poseian anticuerpos contra PI-3.
También se logro evidenciar la circulacion de G8P[14] y G8P[1] en las crias de guanacos,
estas presentando diarrea severa, y la cepa G8P[14] en vicuias asintomatica de Abrapampa,
Jujuy. Presentando el serotipo G8 con asociacion a los P-tipos P[1] o P[14]. Sugiriendo que

los brotes podrian prevenirse mediante los genotipos circulantes presentes en la vacuna.

Badaracco et al. (2013). En Argentina, detectaron anticuerpos especificos contra el rotavirus
del grupo A (RVA) en los 4 miembros de los camélidos sudamericanos (vicuias, alpacas,
llamas y guanacos). En vicuiias, se identifico la presencia de cepas G8 RVA en dos muestras
de 59 analizadas. Una cepa seleccionada (RVA/Vicuna-wt/ARG/C75/2010/G8P[14]) reveld
una constelacion genotipica G8-P[14]-12-R2-C2-M2-Ax-N2-T6-E3-Hx. Asimismo, se realiz6
un analisis filogenético de wuna cepa RVA de guanaco (RVA/Guanaco-
wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14]), sugiriendo la conservacion parcial de grupos genotipicos de
cepas RVA que infectan a los diferentes camélidos sudamericanos, a pesar de que sus habitats

naturales no se superponen en la actualidad.
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Parreiio (2004). En Argentina, reportd el andlisis de tipo G y P como también un analisis
filogenético de dos cepas de RV en guanacos recién nacidos (Lama guanicoe) con diarrea.
Los aislamientos fueron del grupo A G8 RV. El analisis filogenético determin6 una estrecha
relacion con el rotavirus de bovinos G8 en Japon, EE. UU. y Suiza. Los tipos P son P [1] y un
P [14] inusual, relacionado con humanos y cabras Cepas P [14]. Este es el primer reporte de

una cepa P [14] G8 en Argentina.

1.1.2 Antecedentes Nacionales y Locales

Salguero (2017). Mediante técnica de ELISA detecto antigenos de Rotavirus en alpacas
neonatas menores de tres meses en muestras diarreicas colectadas del Cicas La Raya — Cusco,
se encontraron antigenos positivos a rotavirus en un 48.89% de un total de 45 muestras
analizadas. mostrando una estrecha relacion de la diarrea neonatal con rotavirus con un 68,2%

de hembras y un 31,8% de machos.

Garmendia et al. (2015). Mediante cultivos celulares aislaron los rotavirus y estos fueron
identificados por RT-PCR utilizando un par de primers especificos para el rotavirus humano
VP7y VP6. Se les designo la denominacion de ALRVA-K'ayra/Pert/3368-10 como G3/P11.
Los genomas segmentados (codificando para VP4 y VP7) de la alpaca se aislaron y revelaron
las homologias parciales al cerdo y los rotavirus humanos, respectivamente. Estos resultados
demuestran que el rotavirus esta asociado con una proporcion de casos de diarrea en crias de

alpacas.

Lopez et al. (2011). Realizaron la deteccion de antigenos de rotavirus y coronavirus en heces
de 14 crias de alpaca con diarrea aguda y contenidos intestinales de cinco crias muertas. Tres
de catorce muestras diarreicas resultaron positivos a la prueba para deteccion de antigenos de
rotavirus mientras que los contenidos intestinales fueron negativos. El contenido intestinal de

una cria de alpaca muerta dio positivo a la prueba de rotavirus.
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1.2 GENERALIDADES

1.2.1 Alpaca

Es una especie doméstica artiodactilo mamifero, que habita principalmente en la
cordillera de los Andes centrales de Sudamérica compartida principalmente entre Peru y
Bolivia. Pertenece a la familia Camelidae comprende 6 especies, de las cuales 2 especies se
desplazaron hacia Asia y las demas especies migraron hacia América del Sur como la llama
“Lama glama”, alpaca “Vicugna pacos”, guanaco “Lama guanicoe” y la vicufa “vicugna
vicugna” (De Lamo, 2011). “El andlisis combinado de variaciones cromosomicas y
moleculares demostraron una alta similitud genética entre alpacas y vicufias, asi como entre

llamas y guanacos” (Marin et al., 2007).

1.2.2 Importancia

La alpaca (Vicugna pacos) presenta una importancia simbolica para el Pert en diversos
niveles. En primer lugar, los analisis genéticos sobre las poblaciones de alpaca Huacaya en el
sur de Pert revelan una alta diversidad genética, necesaria para la conservacion (Figueroa et
al., 2023). Ademas, la fibra de alpaca que utiliza la industria moderna textil en la innovacién
con la nanotecnologia es un ejemplo de la competencia global de este producto con los
materiales artificiales (Pedro et al., 2022). Ademas, el papel de la alpaca en la supervivencia
y la seguridad alimentaria de las comunidades altoandinas se ve respaldado por estudios sobre
su anatomia digestiva y los microorganismos esenciales que ayudan en la utilizacion de
nutrientes, aun con el consumo de forrajes con paredes celulares dificilmente digeribles, y
particularmente en época seca donde la disponibilidad de pastos naturales es de baja calidad
y a la vez escaso (Flores et al., 2022). En conjunto, estos hallazgos mencionan la importancia
multifacética de las alpacas para el Peru, que abarca la conservacion de la diversidad genética,
el potencial econdmico, la competitividad de la industria textil y el sustento de las poblaciones
locales.
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1.2.3 Habitat.

El habitat de los camélidos sudamericanos se ubica principalmente en la formacion
ecologica del paramo muy hiimedo subalpino, tundra himeda alpina, matorral desértico
subalpino, tundra pluvial alpina, tundra muy htimeda alpina, pdramo hiumedo subalpino, y
tundra seca alpina, caracterizados por presentar montafias de altitudes considerables quienes
presentan una vegetacion diversa de hierbas, arbustos, liquenes y otras especies adaptados a
la altitud del ecosistema; las cuales se hallan desde el norte del Perti que se distribuye hasta el
norte de Argentina, comprendiendo las regiones alto andinas de Bolivia y Chile; la cual posee
una mayor humedad en el norte y en menor proporcién en el sur. La altitud de la Puna varia
entre los 3800 y 4500 msnm con una temperatura climatica desde los 6 a 8°C y con una

precipitacion pluvial de 400 a 700 mm (Lupton et al., 2006).

Una de las formaciones ecologicas donde las alpacas se adaptaron es la tundra andina
himeda (oconales o bofedales), las cuales son escasos en pastos naturales y con un ambiente
dificil, ademas presenta variaciones abruptas de temperaturas durante el dia, soportando una

altitud de hasta mas de 5000 msnm (Gutierrez & Canales, 2023).

1.2.4 Posicion taxonémica.

Posterior a la primera convencion relacionada a los camélidos desarrollada en el afio
1970, se concluy6 denominar a las alpacas con el nombre de camélidos sudamericanos. Esta
clasificacion se atribuye de acuerdo a las categorias del reino animal, ubicandose en el sub
reino de los metazoos en el phylum de los cordados, del sub phylum de los vertebrados (FAO,

2005).

También pertenecen a la clase mammalia, animales con glandulas mamarias que producen
leche para alimentar a sus crias, del orden artiodactyla que poseen pezuiias y un nimero par

de dedos en cada pie.
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Dentro de la familia camelidae Incluye a los camélidos, que son mamiferos rumiantes, con
patas largas y delgadas. que incluye a las alpacas y vicufias dentro del género Vicugna,
denomiando la especie Vicugna pacos: La alpaca, domesticada a partir de la vicufia, conocida

por su fibra (Sepulveda, 2011).

Reino: Animalia
Division: Eumetazoa
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Mammalia
Subclase: Theria
Infraclase: Eutheria
Orden: Artiodactyla
Suborden: Tylopoda
Familia: Camelidae
Género: Vicugna
Especie: Vicugna pacos (Alpaca)

Lama glama (Llama)
Lama guanicoe (Guanaco)
Vicugna vicugna (Vicuna)
Camelus dromedarius (Dromedario)

Camelus bactrianus (Camello)

Nota: (Linnaeus, 1758)
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1.2.5 Patologia de " Vicugna pacos ~
Las alpacas pueden verse afectadas por diversas enfermedades causadas por bacterias,
parasitos, virus y hongos. Estos pueden causar problemas de salud significativos en las
alpacas, especialmente en condiciones de produccion extensiva y semiintensiva en las

zonas de produccion (Lucas et al., 2016).

1.2.5.1 Las enfermedades bacterianas en alpacas.
Tétanos: Enfermedad causada por Clostridium tetani, que afecta al sistema nervioso y
provoca rigidez y espasmos musculares. Enterotoxemia Clostridiales: Enfermedad
causada por Clostridium perfringens, que afecta el sistema digestivo y provoca diarrea
y muerte subita en animales jovenes. Infecciones por Pasteurella multocida (PM) y
Mannheimia haemolytica (MH): estas bacterias a menudo se asocian con

enfermedades respiratorias en las alpacas, como la neumonia. (Lucas et al., 2016).

1.2.5.2 Las enfermedades virales en alpacas
Rotavirus (RV) y coronavirus que producen enfermedades gastrointestinales. Virus
sincitial respiratorio bovino (BRSV) y parainfluenza 3 (PI3), se asocian con
enfermedades respiratorias en las alpacas, como la neumonia, y pueden coexistir con
infecciones bacterianas (Lopez et al., 2011)

1.2.5.3 Las enfermedades parasitarias en alpacas.
Entre los parésitos mds comunes que afectan a las alpacas estan los ectoparasitos
Amblyomma parvitarsum, Microthoracius mazzai, M. praelongiceps, y M. minor.
Conocidos como las garrapatas. En cuanto a los endoparasitos, se destacan géneros
como Lamanema, Nematodirus, Cooperia, Camelostrongylus, Trichostrongylus,

Ostertagia, y Graphinema, que son frecuentes en las alpacas (Allccarima, 2021).
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1.2.5.4 Las enfermedades fingicas en alpacas.
Candidiasis: una infeccion fungica causada por Candida albicans, que puede afectar
varios Organos, incluido el sistema digestivo y la piel. Es importante sefialar que estas
enfermedades se pueden prevenir y tratar con la atencion veterinaria adecuada.
Ademas, es fundamental mantener buenas practicas de bioseguridad para prevenir la

propagacion de enfermedades entre las alpacas (Siuce, 2012).
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1.3 ROTAVIRUS

En 1973, Bishop y su equipo, pudieron observar mediante microscopia electronica, un
virus similar a una rueda con rayos cortos y borde externo liso, a los que denominaron
rotavirus (del latin, rueda) todo ellos vistos en biopsias duodenales de nifios que presentaron
diarrea. Estudios futuros confirmaron la presencia de virus en muestras diarreicas
estableciendo una relacion causal entre rotavirus y la diarrea aguda. Informandose también en
1976 la presencia de rotavirus en otras especies animales (Woode, 1976). El tamaio de las
particulas virales oscila entre 65 a 75 nm de didmetro; posee una estructura icosaédrica con 3
capas proteicas formando una cépside compuesta. Estas se denominan capas externa,
intermedia e interna. También, poseen 60 espiculas que se extienden 120 A a partir de la
superficie lisa de la capa externa. El genoma de rotavirus contiene 11 segmentos de ARN de
doble cadena (ARNdc). (Cherepushkin et al., 2021)

Figura 1

Morfologia de rotavirus

Nota. Micrografia electronica de particulas de rotavirus vistas mediante tincion negativa. La

barra representa 100 nm. ICTV (Prasad et al., 1996).

18



1.3.1 Clasificacion taxonomica ICTV.

Los miembros del orden Reovirales tienen genomas de ARNdc lineales, mediante la
clasificacion establecida por el ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses).
Rotavirus pertenece a la familia Sedoreoviridae, comprendiendo dentro de esta familia 6

géneros y 8 especies de rotavirus (Matthijnssens et al., 2022).

Basados en la clasificacion de Baltimore rotavirus pertenece al Grupo III: Virus ARN
bicatenario (Virus ARNdc). Estas a partir del ARN bicatenario obtienen la hebra de ARN
monocatenario positivo que actuard como ARNm. Al traducirse este ARNm generara

proteinas reguladores y estructurales. La replicacion del genoma del virus consta de dos pasos.

Sintesis de proteinas: ARNdc - ARNm - proteinas
Replicacion del genoma: ARNdc > ARNmc+ - ARNdc

Primeramente, se desarrollard un ensamblado parcial de la hebra de ARN
monocatenario positivo como también de las proteinas virales en viriones inmaduros.
Seguidamente se realiza la replicaciéon del ARN monocatenario positivo volviéndose ARN
bicatenario todo esto dentro de los viriones. Lo que caracteriza a este grupo (Sung et al., 2023).

Ubicacién taxondmica seglin el comité internacional de taxonomia de virus

Reino: Riboviria
Subreino: Orthornavirae
Phylum: Duplornaviricota
Clase: Resentoviricetes
Orden: Reovirales
Familia: Sedoreoviridae
Género: (Rotavirus)
Especies: (A, B,C,D, F,G,H, 1,J)

Nota: ICTV (Matthijnssens et al., 2022).
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1.3.2 Antigenicidad de rotavirus

Se toman en consideracion las tres proteinas virales (VP4, VP6 y VP7) de mayor
abundancia. Al ser la proteina VP6, altamente conservada e inmunogénica, este sera
especifico de la especie. Por ese motivo VP6 lleva epitopos que se usan para discriminar la
antigenicidad del virus por subgrupos (SG). Podrian ser SG I, SG II, ambos SG I y II, o
ninguno SG, segln la reactividad con dos anticuerpos monoclonales (Tongyao et al., 2022).

Hace mas de dos décadas, se establecid una clasificacién binaria basada en la
antigenicidad de las proteinas de la capside externa. Estan dirigidos a las proteinas VP4 y
VP7, que provocan anticuerpos neutralizantes de forma independiente. Asi, las cepas de
rotavirus se clasificaron en serotipos P (VP4 es sensible a la proteasa) y serotipos G (VP7 es
una glicoproteina). “Si el método utilizado es inmunologico (anticuerpos policlonales o
monoclonales tipo-especificos dirigidos contra los epitopos antigénicos de las proteinas VP7
y VP4) se habla de serotipos” (Tongyao et al., 2022), “mientras que si el método de deteccion
es molecular (RT-PCR con primers tipo-especificos, asi como secuenciacion de los genes que
codifican las proteinas VP7 y VP4) se denominan genotipos” (Gouvea et al., 1990).

Hasta el momento, se identificaron 14 serotipos G y 14 serotipos P. El genotipo P se
indica con un numero entre corchetes, que sigue inmediatamente al genotipo G. Cuando no se
conoce el genotipo G, sélo se utiliza el genotipo P. Este esquema de clasificacion comprende
actualmente 36 G (VP7), 51 P (VP4), 26 I (VP6; cdpside interna), 22 R (VP1; R dRP),20C
(VP2; nucleo) , 20 M (VP3; metiltransferasa ),31 A (NSP1; antagonista del interferon ), 22
N (NSP2; NTPasa),22 T (NSP3; potenciador de la traduccion), 27 E (NSP4; enterotoxina )
y 22 H (NSP5/6; fosfoproteina). Nomenclatura descrita por “El Grupo de Trabajo de

Clasificacion de Rotavirus para el Rotavirus 4”7 (RCWG) (Matthijnssens et al., 2011).
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1.4 ESTRUCTURA GENOMICA DEL ROTAVIRUS

1.4.1 Estructura viral

Los rotavirus son virus desnudos, carentes de membrana lipidica, con simetria
icosaédrica, su capside estd formada por 3 capas de proteinas concéntricas. La capa interna,
nucleo o core, contiene 60 dimeros de proteina VP2, que contienen en el nucleo al genoma
viral y las proteinas. La proteina VP3 esta involucrada en la replicacion del virus (SIB Swiss

Institute of Bioinformatics) (Le Mercier & Edouard, 2022).

La proteina VP2 esta cubierta por moléculas de VP6 que estan dispuestas formando
trimeros que llega a ser la segunda cubierta proteica de envoltura. VP6 es la proteina mas
abundante en el virus y proporcionara homogeneidad morfologica. La tercera capa externa de
proteina consta de trimeros de la glicoproteina VP7, estas se ensamblan. y de esta capa
sobresalen 60 espiculas formadas por la proteina VP4, interactuando con 2 moléculas de VP7
y hacia adentro con 6 moléculas de las tres capas proteicas y a su vez estan conectadas a través
de 132 canales. La proteina VP6, a través de interacciones con las proteinas VP7/VP4,
establece una interaccion para la integridad estructural, apoyandose entre las tres capas de
proteinas. Es un virus completo cuando presenta en su estructura las tres capas proteicas. La
pérdida de la capa externa determina las particulas recubiertas de proteina doble, que no son
infecciosas ni serotipificables debido a la ausencia de VP7 y VP4. como también la proteina

VP6 se puede eliminar con agentes caotropicos (Carballal y Oubifia, 2014).
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Figura 2

Estructura del virion de Rotavirus

Nota. Estructura y componentes proteicos de un virion de rotavirus. VP4 superior (ro0jo), capa
VP7 (amarillo), capa VP6 (azul) y capa VP2 (verde). Una porcion de VP2 se extiende hacia
el nucleo "core", y las transcriptasas VP1 y VP3 son doradas en la imagen ampliada en el
pico de cinco veces (centro inferior). Se muestran los productos de escision VP8* y VP5* de
la punta VP4. Se pueden ver el pie trimérico y el tallo dimérico y la cabeza de VP4. Se
utilizaron archivos PDB 3KZ4 (VP6 y VP2 para la cepa A del rotavirus del Reino Unido) y

3GZT (VP7 para la cepa RRV del rotavirus A) (Prasad et al., 1999).
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1.4.2 Estructura antigénica de las proteinas virales

Dentro de las proteinas antigénicas del rotavirus podemos encontrar a VP6
(contiene determinantes antigénicos de grupo y sub-grupo). VP7 y VP4 (contienen
determinantes antigénicos de genotipo). Dentro de estos anticuerpos neutralizantes sero-
especificos, las proteinas VP7 y VP4, son los que confieren la inmunidad protectora frente
a proximas reexposiciones al virus (Matthijnssens et al., 2011).
14.2.1 VP7

La proteina VP7 o denominada proteina G, inducira en el hospedador anticuerpos
neutralizantes. esta se modifica posttraduccionalmente por la adicién de aztcares, “En una N-
glicoproteina que contiene Unicamente oligosacaridos del tipo de alfa manosa, lo que indica
que no viaja por el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, donde normalmente los
oligosacaridos con estas caracteristicas son modificados” (Infante et al., 2007). Mediante
ensayos de neutralizacion se lograron identificar 15 serotipos de la proteina VP7, dentro de
ellos 11 G, aislados en humanos. Por secuenciacion de estos 15 serotipos se ubicaron 9
regiones muy divergentes entre serotipos distintos, pero conservados dentro de un mismo

serotipo denominados VR1-VR9 (Coulson et al., 1991).

“Esto permite predecir el serotipo a partir de la secuencia de estas regiones, entre un
91 y 100% de identidad nucleotidica intragenotipica entre cepas del grupo A, aisladas de
diferentes especies animales y un porcentaje de identidad mayor al 95% entre cepas
homologas de igual serotipo” (Leena & Von, 1998). También se ha demostrado que la proteina
VP7 es blanco importante de actividad citotoxica seroespecifica y heterotipica. La estructura
de VP7 difiere en su composicion aminoacidica entre los grupos A, B y C, mostrando
homologias de un 38% y 30% de cepas del grupo B y C con referencia al grupo A. Esto se
traduce en que la inmunidad inducida por la proteina VP7 del grupo A, no protege en
infecciones con virus del grupo B y C (Nair et al., 2017).
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1.4.2.2 VP6

La proteina VP6, contiene los epitopes antigénicos de reactividad de grupo especificos
en cuatro regiones aminoacidicas (residuos peptidicos 32-64, 155-167, 208-294 y 380-397),
y de reactividad del subgrupo ubicados en las posiciones aminoacidicas 172, 305 y 315 y un
residuo aminoacidico 296-299. Los anticuerpos subgrupo especificos reconocen epitopes
conformacionales, formados por trimeros de VP6. Una mutacion en la posicion 172 y 305
afectard en la estructura conformacional del trimero que une los anticuerpos dirigidos contra
el subgrupo I y la mutacion en las posiciones 305, 306 y 315 inciden en el reconocimiento de
anticuerpos dirigidos contra el subgrupo II (Filatov et al., 2023). “También se han localizado
en esta proteina epitopes que inducen la activacion de linfocitos T con actividad citotoxica y
cooperadora” (Carballal y Oubina. 2014). La estructura antigénica de grupo esta altamente
conservada en los rotavirus grupo A, sea la cepa de origen animal o humano. Es el motivo por
lo que la respuesta inmune que se produce contra la proteina VP6 tenga reactividad cruzada
con virus heterodlogos del grupo A (cepas de diferentes especies animales) y virus heterotipicos
(cepas de diferente serotipo) (Xu et al., 2021).
1.4.2.3 VP4

La proteina P o proteina de clivaje, posee determinantes antigénicos de serotipo P, que
inducird en el hospedador anticuerpos neutralizantes. Por ensayos de neutralizacion, se
lograron identificar 7 serotipos (1-6 y 11) y dos subtipos (A y B) que infectan humanos, de
las combinaciones resultan 9 variantes antigénicas (P1A, P1B, P2A, P3A, P3B, P4, P5A, P6
y P11) (Gentsch et al., 2005). También “la proteina VP4 permite la union a la célula receptora,
la penetracion a la célula, formacion de anticuerpos neutralizantes y una de sus funciones mas
importantes es la hemaglutinacion” (Oyola.2015). Estas propiedades son determinantes en el
huésped, su tropismo, virulencia y la induccidén de inmunidad protectora. Cuando la proteina

se expone a tratamiento proteolitico por las enzimas proteasas tipo tripsina liberan dos
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polipéptidos de menor peso molecular denominados VP8 (aa 1-131) y VPS5 (aa 247 al 776)
(Infante et al., 2007).
1.4.3 Genoma viral

El genoma rotaviral consta de 11 segmentos de ARN de doble cadena (ARNdc) estas
porciones genomicas codificaran 6 proteinas estructurales de los virus denominados (VP1-
VP4, VP6 y VP7)y otras 6 proteinas no estructurales (NSP1-NSP6). El segmento 11 codifica
a 2 proteinas no estructurales. Durante la replicacion del virus los segmentos del virus se
reasocian por lo que es muy probable las coinfecciones con dos 0 mas cepas originando un
material gendmico con segmentos de cepas parentales. Postulando esta via como alternativa
de la evolucioén del rotavirus (Hoxie & Dennehy, 2021).

La hebra positiva de ARN tiene un inicio de 5' guanidina continuando con una region
codificante y también regiones de secuencias no codificantes que terminaran en dos cistidinas
en el extremo 3'. Esta disposicion de los marcos de lectura es similar en diversos serotipos
virales. En la region codificante, los primeros 10 nucledtidos del extremo 5' y los ultimos 8
nucledtidos del extremo 3' estan altamente conservados en todos los segmentos” (Carballal y
Oubifia, 2014), esta secuencia codifica las sefiales para la replicacion y ensamblaje del
rotavirus. Mediante un electroferotipo se puede observar un perfil de migracion por
electroforesis en geles de poliacrilamida, se pueden observar una migracion caracteristica de
las proteinas de rotavirus (Borodavka et al., 2017).

Estas se distribuyen en 4 grupos:

Grupo 1 (4) mayor peso molecular, segmentos 1, 2,3y 4

Grupo 2 (2) mediano peso molecular, segmentos 5y 6

Grupo 3 (3) pequefio peso molecular, segmentos 7, 8 y 9

Grupo 4 (2) menores peso molecular, segmentos 10, 11
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Esta distribucion 4,2,3,2 distingue a los rotavirus del grupo A (excepto los aislados de
pollo). Se describieron variantes electroferotipicas que no corresponden a variantes serotipicas
porque estas cepas de igual serotipo pueden presentar un electroferotipo diferente y estos
electroferotipos iguales pueden corresponder a serotipos diferentes. Por lo que este patron de
migracion no es considerado como un método de clasificacion, sino de diferenciacion de cepas

de rotavirus (Nakagomi et al., 2006).
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Tabla 1

Segmentos del genoma de rotavirus y productos proteicos de RVA-SAI 1

Segmento pb Proteina Masa proteica Ubicacion Funcién
(genoma) (kDa)*
Segl 3302 VP1 (pol) 125.0 centro RdPR; componente central menor activado por VP2
Seg? 2690 VP2 (T1) 102.4 capside mas  Proteina de cubierta central con actividad de union a
interna ARN; antigeno de especificidad de subgrupo. simetria T =1
con dos moléculas en la unidad asimétrica icosaédrica
(interpretada en los orbivirus como simetria T=2);
Seg3 2591 VP3 (Gorra) 98.1 centro Enzima taponadora. Componente central menor con
actividades de union de guanililtransferasa, metiltransferasa, 2'-
5' oligoadenilato fosfodiesterasa y ssSRNA
Seg4 2362 VP4 86.8 capside Homotrimeico, proteina de pico de union viral activada por
exterior escision de tripsina para generar restos VP5* (penetracion de
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membrana) y VP8* (union de carbohidratos, con actividad de

hemaglutinacioén). Antigeno de neutralizacion tipo P.

VP5* 60.0
VP8* 28,0
Seg5 1611 NSP1 58.7 citoplasma Antagonista de la expresion de interferon. Supuesta ubiquitina
ligasa E3 viral, con actividad de union a ARN y un dominio
RING
Segb6 1356 VP6 (T13) 44.8 capside Proteina viral interna principal trimérica
intermedia con simetria 7'=13. Antigeno de especificidad de grupo y
subgrupo.
Seg7 1104 NSP3 34. 6 citoplasma Se une al extremo 3’ del ARNm viral y al el[F4G
celular; promueve la circularizacion de los ARNm
virales. Subrogado de PABP, inhibe la traduccion del huésped
Seg8 1059 NSP2 (ViP) 36.7 viroplasma Cuerpo de inclusion viral o proteina de matriz de

viroplasma. Octamer con NTPase, RTPase, ssRNA vinculante
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y actividades desestabilizadoras de hélice. Componente

esencial de viroplasma que interactiia con NSP5

Seg9 1062 VP7 (1) 37.4 capside Glicoproteina de la superficie del virion, formando un trimero
exterior estabilizado con Ca2 *-antigeno de neutralizacion tipo G,
VP7 (2) 33,9
forma
escindida
Segl0 751 NSP4 20.3 membrana Glicoproteina transmembrana RER, se une a DLP, esencial
RER para la gemacion en el RE y la adicion de la capside externa,
enterotoxina inductora de diarrea dependiente de la edad,
interrumpe la homeostasis del Ca 2*
Segll 667 NSP5 21.7 viroplasma Proteina fosforilada, glicosilada ligada a O y rica en serina-

treonina con actividad de union al ARN. Componente esencial

de viroplasma que interactiia con NSP2
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NSP6 11.0 viroplasma Producto del segundo ORF de Segl1 con actividad de unién a
ARN. Interactia con NSP5; componente de viroplasma no

esencial

Nota: Se identificaron trece productos génicos de rotavirus (RVA-SA11). Cada segmento (Seg9 y Segl 1) codifica dos productos de traduccion
primaria. Y otros segmentos de un solo producto. En el caso de Seg9, los dos codones de iniciacion se pueden usar en el mismo marco de lectura,
lo que da como resultado formas en gran medida superpuestas del producto proteico VP7. El gen 11 contiene dos ORF fuera de marco, cuya

traduccion produce dos proteinas no estructurales no relacionadas, NSP5 y NSP6. (ICTV) (Matthijnssens et al.,2022).
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1.5 CICLO DE REPLICACION VIRAL

El ciclo de la replicacion del rotavirus esta mediado por:

1.5.1 Fijacion de particulas de virus.

Los rotavirus del grupo A infectan a enterocitos maduros de las porciones distal y
media de las vellosidades del intestino delgado de humanos y animales (Ramig, 2004). La
unién del virus esta dirigida por la subunidad VP8* de las espiculas de VP4 que poseen
receptores celulares. La subunidad VP8* interactia con los glicanos de la membrana celular
que posee residuos de acido sialico (Dormitzer et al., 2002), también pueden interaccionar con
los antigenos histo-sanguineos (HBGAs) que se expresan en la superficie celular (Huang et
al., 2012). Todos los correceptores estan asociados con lipidos que son resistentes a
detergentes cerca de la membrana plasmatica que actian como plataformas que asocian los
TLP (Triple-Layered Particle) del RV (Isa et al., 2004). La importancia relativa de los diversos
receptores para la infeccion humana por RV estd comenzando a evaluarse (Fleming et al.,
2014). Tras el acoplamiento inicial, otras moléculas de la superficie celular pueden actuar
como co-receptores virales, como es el caso de algunas integrinas que reaccionan con VP5*
o VP7 (Gutiérrez et al., 2010) o la proteina humana del shock térmico 70 (Hsc70) que
interacciona con VP5* (Pérez-Vargas et al., 2006). “Cabe sefialar que algunas cepas de RV
hemoglutinan y que es el componente VP8* de VP4 (en la punta de las espiculas) el que media
esta interaccion” (Fiore et al., 1991).

1.5.2 Penetracion y eliminacion de particulas viricas

Al entrar en contacto con el receptor celular, las espiculas de VP4 de los TLP de RV
presentan cambios conformacionales en la proteina VPS5 que se encuentra debajo de la proteina
VP8, quede expuesta formando dominios lipofilicos conformado un "post - penetracion
umbrella” (Settembre et al., 2011). Tras la union, la penetracion celular del RV aun no esta

muy definida; puede ocurrir por endocitosis o penetracion directa en la membrana, que estara
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bajo la solubilizacion de las proteinas de la capside externa por las bajas concentraciones de
Ca’" en los endosomas para producir DLP (Ludert et al., 1987). Mediante un analisis de ARNi
del genoma se reveld el "complejo de clasificacion endosomal para el transporte" (ESCRT) y
estan involucrados en la entrada del RV (Silva-Ayala et al., 2013). Las cepas de RV difieren
en el uso de las vias endosomicas; por lo que algunas requieren el transporte dirigido por Rab7
a los endosomas tardios que es crucial para la formacién de los viroplasmas (Diaz-Salinas et

al., 2014).

1.5.3 Sintesis de ARNm de cadena positiva

Las DLP de rotavirus producen Transcripciones de ARNmc (+) no poliadeniladas de
la cadena negativa del ARN gendmico, todo esto ocurre en el citoplasma y se liberan de la
particula a través de los canales de clase I. Estas transcripciones permitiran la traduccion de
proteinas que seran codificadas por el virus (principio del ciclo de replicacion) o como
plantillas para la replicacion (al final del ciclo de replicacidon) estos formaran el genoma de

ARNdc de la progenie de RV (Silvestri et al., 2004).

Las DLP del RV produciran ARNm activo transcripcionalmente usando energia como
ATP estos ubicados en el citoplasma celular y funcionales también in vitro (Lu et al., 2008).
Un aumento logaritmico al producir ARNm en etapas posteriores de la infeccion (> 4 h pi)
“indica que las DLP recién sintetizadas se han vuelto activas para la transcripcion”

(transcripcion secundaria) (Ayala-Breton et al., 2009).

1.5.4 Formacion de viroplasma
Para la formacion de los viroplasmas es muy necesaria la presencia de las proteinas no
estructurales el NSP2 y NSP5, estas al coexpresarse en las células no infectadas llegan a

producir estructuras similares al viroplasma (Fabbretti et al., 1999).
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Las proteinas y los ARN de rotavirus interactiian especificamente en los cuerpos de
inclusion citoplasmicos denominados "viroplasmas". La NSP2 citoplasmatica también forma
complejos con VP1, VP2 y tubulina formando también parte del viroplasma (Criglar et al.,
2014). “Los proteosomas funcionales y algunos componentes de la autofagia. son esenciales

para la formacion de viroplasma y la replicacion del RV” (Arnoldi et al., 2014).

La NSP4, al ser una glicoproteina transmembrana, estara en el reticulo endoplasmico

(ER) y tendra muchas funciones:

- Receptor intracelular para DLP al interactuar con VP6 (Taylor et al., 1996).

- Actlia como viroporina al liberar Ca2+ de los depositos intracelulares de esta manera

se eleva los niveles de Ca intracelularmente que estabilizan los TLP.

- La proteina NSP4 altera la permeabilidad de la membrana plasmatica desestabilizando
las uniones intercelulares, descubriendo que NSP4 actia como enterotoxina viral

(Dong et al., 1997).

La proteina NSP3 permitird la circularizacion del ARNviral mediante interacciones en
los extremos del ARN funcionando como proteina de unién a la poliA (PABP) para los ARNm
celulares (Groft y Burley, 2002). “La traducciéon de ARNm celular es inhibida por NSP3
expresado, lo que conduce a la acumulacién de PABP y de los propios ARNm celulares en el

nucleo celular” (Rubio et al., 2013).

La funcion de la proteina NSP1 es probable que esté involucrada en la restriccion del
rango de huéspedes (Broome et al., 1993; Feng et al., 2013). Los viroplasmas guardan lipidos
celulares cuando ocurre una interferencia con la homeostasis de los lipidos celulares o se
degradan las grasas disminuyen el numero, tamafo e infectividad de la progenie viral

(Crawford et al., 2013).
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1.5.5 Empaquetamiento, sintesis de ARN y formacion de DLP

Los 11 segmentos de ARNmc (+) se organizan uniéndose a las proteinas que forman
el nucleo viral. Las proteinas VP1/VP3/ARNmc interactiian con un decamero de la proteina
VP2 (involucrando también a NSP5 y NSP2) (Berois et al., 2003), formando asi las particulas

centrales.

La VP2 con su dominio N-terminal de VP2 encapsida a VP1 adjunto con el ssRNA
(Boudreaux et al., 2013). Con este complejo se formara la actividad de RdRp de VPI1. La
VP1/VP2 son las particulas minimas de replicacion in vitro (Estes et al., 2001). Junto con el
material genético de los 11 segmentos, las particulas del nicleo mediante la VP6 forman la

DLP. Este ultimo proceso ha sido estudiado in vitro (Desselberger, 2014).

1.5.6 Maduracion y liberacion del virus (virion)

El DLP de Rotavirus, al salir del viroplasma, ingresa al reticulo endoplasmico (RE)
para madurar. La NSP4 actia como un receptor intracelular al interactuar con VP6 (Browne
et al., 2000). Dentro del RE, las particulas en maduracion de RV se envuelven
transitoriamente, Al mismo tiempo, las proteinas VP7 y VP4 son reubicadas sobre la
superficie de las particulas virales formando la ultima capa proteica o capside externa (60
trimeros de VP4 y 260 trimeros de VP7) dando lugar asi a las particulas virales de triple capa
(TLPs) totalmente desarrolladas y esta se desprende cuando la particula de RV se forma en
TLP, la capa exterior que posee VP4 (60 trimeros) y VP7 (260 trimeros). (Estes y Greenberg,
2013). NSP4 tiene una funcion crucial en el proceso de maduracion del DLP, “por lo que el
bloqueo de la expresion de NSP4 por siRNA conlleva a defectos de maduracion de particulas
RV” (Silvestri et al., 2004), “también la replicacion del ARN del RV se inhibe, posiblemente
por la interaccion de la fraccion NSP4 con los viroplasmas™ (Berkova et al., 2006). Los TLP
del RV se liberan de las células epiteliales por lisis mediante un proceso de gemacion que no

dafia inmediatamente a la célula (Gardet et al., 2006).
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Figura 3

Ciclo de replicacion de rotavirus

Nota: Tomada de Nature Reviews (Crawford et al., 2017)

1.6 DIAGNOSTICO DE ROTAVIRUS

Mediante la sintomatologia clinica se torna muy dificil llegar a un diagnostico
provocado por rotavirus, puesto que otros virus enteropatdogenos y bacterias son capaces de
producir el mismo cuadro sintomatologico. Se conoce que las particulas viricas secretadas
llegan a (1,012 por gramo de heces) durante la primera fase de la enfermedad (Gastanaduy P.,
Hall, & Parashar, 2013). Por lo que las técnicas para el diagnostico de rotavirus incluyen,
inmunocromatografia, ensayos de deteccion del antigeno (ELISA), PAGE, microscopia

electronica, RT-PCR y aislamiento de rotavirus (Cunliffe et al., 2014).
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1.6.1 Microscopia Electronica.

El rotavirus fue descubierto en preparacion de heces y tejido epitelial en nifios que
presentaban gastroenteritis. La visualizacién de los viriones es facilmente diferenciable de
otros virus por la forma y tamafio (65 — 75 nm) de las particulas virales es una técnica sensible
y especifica, pero su diagnostico requiere de equipos costosos, y es compleja para ser usada
en el diagndstico (Gomez et al., 2002).

1.6.2 ELISA.

Es el método méas empleado para el diagndstico de rotavirus, se aplica con gran
frecuencia en los laboratorios de diagnostico de rutina debido a la sencillez, su especificidad
y sensibilidad, este método se basa en la deteccion de proteinas antigénicas en la superficie de

las particulas virales en muestra de heces (Desselberger, 2014).

1.6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

Usando la transcripcion inversa como la (RT-PCR), o la PCR en tiempo real (QRT-PCR)
es altamente sensible y especifico, considerando a estos métodos como la prueba gold
standard para el diagnostico de rotavirus. debido a que los primers que se usan en la
genotipificacion deben tomarse en consideracion por los cambios gendmicos ocasionados por
mutaciones puntuales, por lo que estos deben ser cambiados periodicamente (Desselberger,
2014). La RT-PCR es usada para estudios de tipo epidemioldgico y permiten identificar
aislados proteicos, permitiendo no recurrir a técnicas de secuenciacion o de identificacion en
base a anticuerpos monoclonales de tipo neutralizantes, las cuales son muy costosas (Sirok &

Pera, 2008).
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1.7 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

1.7.1 Modo de transmision

El modo de transmision de rotavirus es por via fecal oral, estas al ser excretadas en
grandes cantidades por las heces describiendo mas de 10'! particulas viricas por gramo,
algunos autores especulan la transmision por via respiratoria debido a que hay una frecuencia
en molestias respiratorias reportando la presencia del rotavirus en el tracto respiratorio
superior y la adquisicion rapida de anticuerpos contra rotavirus (Ramig et al., 2005). Sin

embargo, la predominancia hace que este es un modo inusual de transmision.

Los rotavirus son muy contagiosos por el nimero de particulas que se eliminan durante
la fase aguda de infeccion que estas se prolongan en los huéspedes inmunocomprometidos
(Patel et al., 2010), estas unidades infecciosas seran suficientes para infectar a un individuo,
aunado que las particulas de RV son muy resistentes a la temperatura, pH y permanece viable
durante dias a temperatura ambiente, lo que permite su transmision en muchos entornos
(Keswick et al., 1983).

Al replicarse el virus en el enterocito del intestino delgado, éste transita al intestino
delgado para causar la enfermedad sintomatica. Luego del periodo de incubacion de 24 a 48
horas, seguida de 5 a 7 dias de diarrea acuosa aguda, puede provocar una deshidratacion
rapida. Existe una inmunidad adquirida cuando la infeccién es del tipo salvaje, que brinda un

grado de proteccion contra futuras infecciones

El rotavirus es muy estable en las heces y Aunque la zoonosis es un evento raro;
algunos autores especulan sobre el rol de los animales como fuente de infeccion de rotavirus.
basandonos en los estudios epidemioldgicos realizados en las “cepas de rotavirus de animales
presentan reacciones cruzadas con cepas de rotavirus de humanos y ciertas cepas de rotavirus
de animales pueden infectar humanos” (Kapikian. 2001). Con el advenimiento del genotipado
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de RV por RT-PCR, se han hecho posibles estudios detallados de la epidemiologia molecular
de los RV. “La genotipificacion tiene un enorme valor para evaluar la evolucion y las vias
epidemiologicas de los RV en humanos, mamiferos y aves” (Matthijnssens & Van Ranst,

2012).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE EJECUCION
El trabajo de identificacion y genotipado de rotavirus se realizé en el laboratorio de
Genética y Genética Molecular C-321, de la Escuela Profesional de Biologia, de la

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC).

2.2 MATERIALES

2.2.1 Material biologico

Se realiz¢ el estudio con 22 muestras diarreicas de crias de alpaca positivas a rotavirus
obtenidas por el proyecto en “Investigacion sobre patogenos virales asociados con morbilidad
y mortalidad por neumonia y diarrea en crias de alpaca (Vicugna pacos)” provenientes del

centro de Investigacion CICAS La Raya.

2.2.1.1 Material genético.

ARN viral de rotavirus, obtenidos de contenido diarreico de Vicugna pacos.

2.2.2 Material de laboratorio

2.2.2.1 Equipos

- Refrigeradora (Thermo Fisher Scientific™, REVCO).

- Centrifuga SL 8R -20°C Y -30° (Thermo Fisher Scientific ™).
- Microcentrifuga CL 17 (Thermo Fisher Scientific ™).

- Autoclave (Benchmarck, BioClave 16L).

- pH metro. (Thermo Fisher Scientific™).

- Balanza Analitica (Sartorius).

- Termociclador (Applied Biosistem).
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2.2.2.2

- Cémara de electroforesis (BIORAD Sub®-Cell GT Systems).

- Fuente de poder. (BIORAD).

- Digitalizador, transiluminacion de de luz UV (VILVERT E-BOX).
- Espectrofotometro (DENOVIX DS-11).

- Cémara de bioseguridad (Thermo Fisher Scientific™).

- Cémara de PCR (UVP UV3 HEPA PCR STATION).

Plancha de calentamiento (Thermo Fisher Scientific™).

Reactivos

Cloroformo.

- Etanol absoluto.

- TRIzol.

- Agua destilada.y bidestilada.

- Bromuro de etidio 10 ml.

- Primers.

- ARN miniKit Extraction (Thermo Fisher Scientific™).
- 6x buffer loading buffer. (Thermo Fisher Scientific ™).
- SuperScript ™ III with ADN Platinum ™ Taq

- 2x PCR Taq MasterMix (abmR®).

- TAE buffer 1X.

- Marcador de peso molecular 1ml.

- Agua libre de nucleasas.

- Tabletas de PBS —tween.

- Agarosa.
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2.2.2.3

2.2.24

Consumibles y fungibles

- Probeta.
- Vaso de precipitado.

- Matraz Erlenmeyer.

- Micropipetas graduadas de 10 pl, 20 pl, 100 pl y 1000 pl.

- Puntas con filtro de 10 pl, 20 pl, 100 pl y 1000 pl.

- Tubos de centrifuga de 1.5 m.

- Tubos Falcon de 50 ml.

- Tubos Eppendorf.

- 96 pocillos para PCR (Thermo Fisher Scientific™).

- Strips para PCR 8 tube (Thermo Fisher Scientific™).
- Gradillas.

- Guantes de nitrilo.

Materiales de campo

- Libreta de datos

- Cooler
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23  METODOLOGIA

2.3.1 Tipo de investigacion
Investigacion cuantitativa de tipo descriptivo que describe caracteristicas de una
poblacion determinada. con un enfoque no experimental, que consiste en la identificacion de

los genotipos de rotavirus y se determind molecularmente por técnicas directas.

2.3.2 Flujograma de la investigacion

Figura 4

Flujograma de actividades realizadas en el siguiente estudio
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24 METODOS

2.4.1 Extraccion, purificacion del ARN viral con TRIzol
La extraccion del ARN se realiz6 a partir de 22 muestras diarreicas, por el método de
TRIzol que contiene en sus componentes fenol e isotiocianato de guanidina que facilitan la

inhibicién de la actividad RNasa. el proceso consiste en los siguientes pasos:

- Las muestras se suspendieron con PBS aproximadamente 500 ul de la solucion, se
realizo un ligero vortexeo para homogeneizar la muestra, se uso solo la suspension
del sobrenadante.

- Posteriormente se tomo 250 pL del sobrenadante y se mezcl6 con 750 pL de Trizol
(Invitrogen) en un tubo eppendorf. homogeneizamos la muestra, y se incub6 por un
tiempo de 5 minutos.

- Seguidamente se afiadié 200 puL. de cloroformo y se mezcld cada tubo durante 15
segundos, para dejar en reposo por 15 minutos a temperatura de ambiente, luego se
centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

- A continuacidn, se transfirié solo la fase acuosa al cartucho de centrifugado para

proseguir con el siguiente paso.

2.4.2 Extraccion de ARN Purelink RNA Mini kit®

A continuacion, usamos el protocolo para extraccion del kit Purelink ARN Mini kit® (Life

technologies)

- Seguidamente se transfiri6 700 pL o menor cantidad del sobrenadante de la fase
acuosa al cartucho de centrifugado donde se incluy¢ el tubo colector propio del kit.

- Luego se centrifugd a 12000 G por 15 segundos a temperatura ambiente junto al
cartucho donde se realizé el proceso de toda la muestra.

- repetimos el paso anterior con el objetivo de quitar ADNasas que afecten el proceso.
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Seguidamente se afiadid la cantidad de muestra y el tampén de lavado I en la misma
proporcion y se centrifugéd a 12000 G durante 15 segundos (tubo nuevo).

Se desecho el flujo, cuidando el cartucho de centrifugado y se afiadié 500 uL. de Wash
Buffer II, (previamente preparado con etanol como indica el inserto) y se repitid este
paso de lavado con Wash buffer II.

Para secar la membrana del cartucho recolector junto al tubo de recuperacion se puso
a centrifugar a 12000 G por 1 minuto.

Posteriormente se insert6 el tubo de recuperacion y se agreg6 30 pul de agua libre de
ARNasa en el cartucho de recolecta e incubamos a T® ambiente durante 1 minuto.
Finalmente se procedié a centrifugar el cartucho con el tubo de recuperacion de
muestra por 2 minutos a >12000 G a temperatura ambiente, el ARN purificado lo

almacenamos a -80° C para futuros procesos.
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2.4.3 Cuantificacion de ARN

Para la cuantificacion del ARN viral extraido de las muestras diarreicas de alpacas, se
empled el espectrofotometro DeNovix Inc (USA). Previamente a la cuantificacion, las
muestras de ARN fueron tratadas con DNasa I (Thermo Fisher Scientific, USA) para eliminar

cualquier contaminacion de ADN residual.

Se anadio 1-2 pL de buffer de muestra para calibrar el “blanco” y se calibro el
instrumento. Se realizo la limpieza del pedestal y se afiadié 1-2 pL de muestra de ARN, que
llevo una primera medicion de absorbancia a 260 nm para determinar la concentracion inicial
de ARN en cada muestra, también se llevo una medicion adicional de absorbancia a 280 nm
para evaluar la pureza del ARN mediante el cociente A260/A280, con valores Optimos entre
1,8 y 2,0 indicativos de ARN de alta calidad y pureza. y 260/230 con valores de 2,0 y 2,2

indicativos de baja contaminacion.

Se realizaron tres mediciones independientes para cada muestra y se calculd el
promedio de los valores obtenidos para asegurar la precision de los resultados. Finalmente,
los resultados de la cuantificacion de ARN se utilizaron para estandarizar la cantidad de ARN
utilizado en las reacciones de amplificacion mediante RT-PCR y PCR multiplex semianidada

para la genotipificacion del rotavirus en alpacas.

2.4.4 Retrotranscripcion y amplificacion de VP6

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN viral extraido de
las muestras fecales de alpacas, se emple¢ el kit comercial SuperScript™ III One-Step RT-
PCR System with Platinum (Thermo Fisher Scientific, USA). Este kit proporciona una
combinacion de transcriptasa inversa (RT) y ADN polimerasa enzimaticamente activa,

permitiendo la retrotranscripcion y amplificaciones simultaneas en una sola reaccion.
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Inicialmente, se prepararon los tubos de reaccion, cada uno conteniendo una mezcla
de reaccion que incluia 5 pLL. de ARN viral, primers Rot 3(5’A4AGATGCTAGGGACAAAATTG
3’) y Rot 5(5°’'TTCAGATTGTGGAGCTATTCCA 3’) para la amplificacion de la proteina VP6 del
rotavirus, nucledtidos dNTP, enzimas RT y polimerasa. La reaccion de retrotranscripcion y
amplificacion se llevd a cabo en un termociclador con las siguientes condiciones de
termociclado: una etapa de retrotranscripcion a 45°C durante 45 minutos para la sintesis de
ADNC a partir del ARN viral, seguida de una etapa de desnaturalizacion inicial a 97°C durante

3 minutos para activar la enzima de ADN polimerasa.

Posteriormente, se realizaron ciclos de amplificacion mediante PCR, que consistieron
en una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, seguida de una etapa de
alineamiento de primers a la temperatura 45 °C de alineamiento durante 45 segundos, y una
extension de los fragmentos de ADN a 75°C por 2 minutos determinado por la longitud del

fragmento amplificado.

El nimero de ciclos de PCR se describen en la tabla 3, siendo estas las condiciones
optimas de amplificacion para cada muestra, con un nimero de ciclos de 40 X. Tras la
amplificacion, se llevd a cabo una ultima extensién a 72°C durante por 7 minutos para

completar la sintesis de los fragmentos de ADN.
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Tabla 2
Concentracion y componentes del Master Mix (RT-PCR y PCR) VP6

Componentes retrotranscripcion y 12 PCR (VP6)

Componentes Concentracion stock Vol 1x reaccion
H,O — 17 ul
Reaccidén mix MgSO4 0,4 mM

dNTP 3,2 mM 25 ul
Primer ROT 3 20 mM 0.5 ul
Primer ROT 5 20 mM 0.5 ul
SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix --- 2ul
ARN --- Sul
Volumen final 50 ul

Tabla 3

Ciclaje de Retrotranscripcion y PCR de un solo paso. VP6

Condiciones retrotranscripcion y Amplificacion VP6

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo N° de Ciclos
Transcripcion inversa Activacion 45 °C 30 min 1X

inicial de PCR 97 °C 3 min

Desnaturalizar 94 °C 30 seg
Hibridacion/alineamiento 45 °C 45 seg 40X
Polimerizacion/extension 75 °C 2 min

Extension final 72 °C 7 min 1X
Mantener 4°C Indefinidamente
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2.4.5 Retrotranscripcion, amplificacion y genotipificacion VP4 (P-tipo).

Para la sintesis de ADNc a partir del ARN viral extraido, se utilizo el kit comercial
SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum. Este kit contiene los reactivos
necesarios para realizar la reaccion de retrotranscripcion en un solo paso, lo que simplifica el
proceso y minimiza el riesgo de contaminacion. En primer lugar, se prepar6é una mezcla que
contenia 5 pL. de ARN viral, los primers especificos Con 2 (5’ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC
3’) y Con 3 (5°’TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC A 3’) para la retrotranscripcion de VP4, los

nucledtidos (ANTPs) y la enzima transcriptasa inversa.

La reaccion se llevo a cabo en el termociclador programado para realizar la
retrotranscripcion, que consta de una etapa de incubacion inicial a 97°C durante 30 segundos

continuando con los procesos descritos en la tabla 5.

Una vez completada la retrotranscripcion, el ADNc sintetizado se utiliz6 como molde
en una reaccion de PCR para amplificar el gen VP4 del rotavirus. Se seleccionaron los primers
Con2 y Con3, mencionados anteriormente especificos para VP4, disefiados para unirse a
regiones conservadas del genoma viral y generar un fragmento de ADNc de 876 pares de
bases (pb). La reaccion de PCR se llevé a cabo inmediatamente luego de la Retrotranscripcion
en el termociclador que consta de una etapa inicial de activacion inicial de 97°C durante 3
minutos, seguido desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineacion de primers a 55°C
durante 45 segundos y extension a 75°C durante 2 minutos. Finalmente, se realiz6 una
extension final a 72°C durante 7 minutos para asegurar la completa elongacion de los

productos de PCR y evitar la formacién de errores en la amplificacion.
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Tabla 4

Concentracion y componentes del Master Mix (RT-PCR y PCR) para VP4

Componentes retrotranscripcion y 12 PCR (VP4)

Componentes Concentracion stock Vol 1x reaccion
H-0 -—- 17 ul
Reaccidén mix MgSO4 0,4 mM

dNTP 3,2 mM 25 ul
Primer Con 2 20 mM 0.5 ul
Primer Con 3 20 mM 0.5 ul
SuperScript™ IIT RT/ - 2ul
Platinum™ Taq Mix
ARN - Sul
Volumen final 50 ul

Tabla §
Condiciones para la sintesis de Retrotranscripcion y PCR de un paso
Condiciones retrotranscripcion y Amplificacion VP4

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo N° de Ciclos
Transcripcion inversa 45 °C 40 min 1X
Activacion inicial de PCR 97 °C 3 min
Desnaturalizar 94 °C 30 seg
Hibridacion/alineamiento 55°C 45 seg 40X
Polimerizacion/extension 75 °C 2 min
Extension final 72 °C 7 min 1X
Mantener 4°C Indefinidamente
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Para la reaccion de PCR multiplex semianidada VP4, se prepar6 una mezcla de
reaccion de PCR que incluia el ADNc obtenido previamente, los primers especificos para la
amplificacion de los genotipos P de rotavirus. P1 (5°CG4 ACG CGG GGG TGG TAG TTG 3’),
P5 (5°GCC AGG TGT CGC ATC AGA G 3°) y P11 (5°GGA ACG TAT TCT AAT CCG GTG 3’), asi
como el primer consenso de inicio Con3. Los primers especificos para cada genotipo se
utilizaron en concentraciones finales de 0,5 pL. cada uno, mientras que la cantidad de ADNc
fue de 1 pL. La mezcla se completd con el Taq Master Mix abm™ y se ajustd el volumen

final a 25 pL.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador, utilizando un programa
especifico que incluye una etapa inicial de desnaturalizacion a 96°C durante 10 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineacion de primers
a 50°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 1 minuto. Posteriormente, se realizd
una extension final a 72°C durante 5 minutos.

Tabla 6
Componentes de PCR multiplex semianidada de VP4

Componentes PCR mutiplex semianidada VP4

Componentes Concentracion stock Vol 1x reaccion
H20 9.5 ul
Primer Con 3 20 mM 0.5 ul
Primer P1 20 mM 0.5 ul
Primer P5 20 mM 0.5 ul
Primer P11 20 mM 0.5 ul
2X PCR Taq MasterMix - 12.5 ul
Amplicon de 1* PCR - 1 ul
Volumen final 25 ul
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Tabla 7

Condiciones de amplificacion de VP4

Condiciones PCR mutiplex semianidada VP4

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo N° de Ciclos
Activacion inicial de PCR 9 °C 10 min 1X
Desnaturalizar 94°C 30 seg
Hibridacién/alineamiento 52°C 30 seg 35X
Polimerizacion/extension 72°C 1 min

Extension final 72°C 5 min 1X
Mantener 4°C Indefinidamente

2.4.6 Retrotranscripcion, amplificacion y genotipificacion VP7 (G-tipo).

En el proceso de retrotranscripcion de la proteina VP7 del rotavirus, se prepard
mezclas de reaccion individuales para cada muestra, siguiendo las proporciones
recomendadas por el kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum. Estas
mezclas incluyen 5 uLL de ARN viral, primers especificos para VP7, Beg9 (5’GGC TTT AAA
AGA GAG AAT TTC CGT CTG G 3°) y End9 (5°GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG 3°),
una enzima transcriptasa inversa (RT), dNTPs, buffer de reaccion y RNasa inhibitoria.
Posteriormente, las mezclas se incubaron en un termociclador con un programa especifico de
retrotranscripcion para convertir el ARN viral en ADNc mediante la actividad de la enzima
RT. Una vez completada la retrotranscripcion se inicié inmediatamente la reaccion para la
amplificacion de la region VP7, que incluyeron el ADNc sintetizado previamente. Estas
mezclas se sometieron a ciclos de termociclado para la amplificacion de la region VP7,
incluyendo etapas de desnaturalizacion, alineamiento y elongacion del ADN, asi como una
etapa final de extension. Descritos en la tabla 9.
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Tabla 8
Concentracion y componentes del Master Mix (RT-PCR y PCR) para VP7

Componentes retrotranscripcion y 1* PCR (VP7)

Componentes Concentracion stock Vol 1x reaccion
H,O - 17 ul
Rx-mix MgSO4 0,4 mM

dNTP 3,2mM 25 ul
Primer Beg 9 20 mM 0.5ul
Primer End 9 20 mM 0.5 ul
SuperScript™ II1 RT/ - 2 ul
Platinum™ Taq Mix
ARN - Sul
Volumen final 50 ul

Tabla 9

Condiciones para la sintesis de Retrotranscripcion y PCR de un paso

Condiciones retrotranscripcion y Amplificacion VP7

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo N° de Ciclos
Transcripcion inversa 45 °C 40 min 1X
Activacion inicial de PCR 97 °C 3 min

Desnaturalizar 94 °C 30 seg
Hibridacion/alineamiento 52°C 45 seg 40X
Polimerizacion/extension 75 °C 2 min

Extension final 72 °C 7 min 1X

Mantener 4 °C Indefinidamente




Para la reaccion de PCR multiplex semianidada VP7, se prepar6 los reactivos de PCR en un
area de trabajo limpia dentro de la cabina de PCR. La mezcla incluye los primers especificos
para VP7, Beg9 como primer consenso de inicio y los primers G3 (5°CGT TTG AAG AAG
TTG CAA CAG 3’), G4 (5°CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 3’), G8 (5°’GTC ACA CCA
TTT GTA AAT TCG 3°) y G10 (5’ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3’). como primers
especificos para cada genotipo se utilizaron en concentraciones de 0.5 pl cada uno, mientras
que la cantidad del amplicon de la 1° PCR fue de 1 pl. La mezcla se completé con el Taq
Master Mix abm™ vy se ajustd el volumen final a 25 pl. Se introdujeron los ciclajes al
termociclador como estan descritos en la Tabla 11.

Tabla 10
Componentes de PCR multiplex semianidada de VP7

Componentes PCR multiplex semianidada VP7

Componentes Concentracion stock Vol 1x reaccion
H:O --- 9,0 ul
Primer Beg 9 20 mM 0,5 ul
Primer G3 20 mM 0,5ul
Primer G4 20 mM 0,5ul
Primer G8 20 mM 0,5 ul
Primer G10 20 mM 0,5 ul
2X PCR Taq MasterMix - 12,5 ul
Amplicon de 1* PCR - 1 ul
Volumen final 25ul
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Tabla 11

Condiciones de PCR multiplex semianidada de VP7

Condiciones PCR mutiplex semianidada VP7

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo N° de Ciclos
Activacion inicial de PCR 96 °C 10 min 1X
Desnaturalizar 94°C 30 seg
Hibridacion/alineamiento 50 °C 30 seg 35X
Polimerizacion/extension 72°C 1 min

Extension final 72°C 2 min 1X
Mantener 4°C Indefinidamente

Los productos de esta segunda amplificacion se almacenaron a -20°C hasta su proceso de

electroforesis.



2.4.7 Electroforesis

- Se prepararon geles al 1.5% y 1.8 % de agar con buffer TAE 1X, en un matraz de
250 ml.

- La solucioén se calentd hasta que la agarosa se disolvidé completamente y cuando la
temperatura se aproxima a 45°C, afiadimos 1 puL de bromuro de etidio.

- Se verti6 la solucion de agarosa caliente en un molde de gel, con un peine para formar
los pocillos y se dej6 enfriar hasta que solidifique.

- El gel se llevo a la camara de electroforesis y se cubrié con tampon buffer TAE 1X.

- Para la preparacion de muestras se mezclaron 10 pL de los productos de PCR, con
3 uL de buffer de carga (Azul de bromofenol), y se inoculd 10 pL de la mezcla en
los pocillos.

- Se tomo6 10 pL del marcador de peso molecular (100 pb a 5000 pb) y se puso a los
carriles externos como referencia

- Se programo la fuente de poder a 120v por 90 minutos en los geles a concentracion
de 1,8% y a 90v por 70 minutos al gel de concentracion de 1,5%.

- Finalmente, los geles fueron puestos en el fotodocumentador, con luz ultravioleta

para visualizar las bandas de ADN fluorescentes.
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2.4.8 Controles.

En el presente estudio, se consideraron controles reportados a partir de una
investigacion previa, realizada por Garmendia A. (2015); estos controles consistieron en
muestras que contenian el genoma viral de ARN especifico de rotavirus y para la
amplificacion mediante PCR, se utilizaron las proteinas VP6, VP7 y VP4. Adicionalmente, se
incluyeron controles negativos de no plantilla, en cada etapa del proceso, con el proposito de
identificar posibles contaminaciones cruzadas. La implementacion de estos controles fue
esencial para la comparacion de los resultados obtenidos en el estudio de genotipificacion del

rotavirus en las crias de alpacas.

56



CAPITULO 111

RESULTADOS

3.1 De la deteccion de rotavirus, mediante VP6 por RT-PCR.

3.1.1 Extraccion de ARN viral.

Se llevo a cabo la extraccion de ARN viral a partir de 22 muestras diarreicas de alpacas
menores de tres meses, positivas a rotavirus, descritos en un estudio anterior (Salguero, 2017).
Se utiliz6 el método trizol y el kit Purelink ARN Mini kit de extraccion de 4cidos nucleicos.
La pureza y calidad de la extraccion se evaluaron mediante la cuantificacion del ARN en el
nanoespectrofotometro Denovix.

Tabla 12

Concentracion y absorbancia de ARN rotaviral

N° ng/ul 260/230 260/280  N° ng/ul 260/230  260/280
M1 24,08 1,84 1,98 M12 25,79 1,86 2,09
M2 21,56 1,72 2,01 M13 27,67 1,72 2,07
M3 38,17 1,82 2,10 M14 34,14 1,86 2,17
M4 23,01 1,79 2,29 M15 65,21 1,72 2,03
MS 33,82 1,83 2,07 M16 24,54 1,86 1,89
Mo 34,91 1,95 2,11 M17 31,97 1,91 2,02
M7 29,23 1,87 2,06 M18 42,78 1,81 2,14
M8 25,96 1,92 1,92 M19 45,17 1,86 2,17
M9 27,09 1,86 2,97 M20 26,30 1,87 2,14
M10 19,72 2,01 2,18 M21 36,07 2,02 2,08
M11 48,81 1,95 2,12 M22 45,70 1,78 2,39
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Los resultados mostraron una eficiente extraccion de ARN viral de las muestras fecales
de alpacas. Siendo la media de 33,25 ng/ul, con una pureza promedio de 2.1 segun la relacion

260/280, y de 1.85 en relacion 260/230.

Se observo una variabilidad en la concentracion de ARN entre las muestras, lo que
sugiere posibles diferencias en la carga viral entre los individuos. Sin embargo, todas las
muestras mostraron concentraciones de ARN dentro del rango adecuado para andlisis

posteriores. Por lo que la extraccion de ARN viral fue de alta calidad y pureza.

3.1.2 Amplificacion de la proteina VP6

En este estudio, se llevo a cabo la amplificacion de la region codificante del gen que
codifica la proteina VP6 del rotavirus mediante la técnica de RT-PCR y PCR de un solo paso.
Los primers especificos Rot 3 y Rot 5, se dirigieron a secuencias conservadas de la proteina

VP6 obtenidas de bases de datos genéticos.

Los resultados de la amplificacion de la proteina VP6 mostraron la presencia de bandas
de 308 pb. en las muestras analizadas. Las bandas de PCR obtenidas fueron visualizadas
mediante electroforesis en gel de agarosa y revelaron la amplificacion exitosa de la region

codificante de la proteina VP6 en todas las muestras.

También se tomo un control positivo de proteina VP6 en la reaccion de PCR y como
control negativo los reactivos de la PCR exceptuando material genético. Los resultados
confirmaron la ausencia de contaminacion y la eficacia de la amplificacion especifica de la

proteina VP6 en las muestras de alpacas analizadas.

Se observo una variacion en la intensidad de las bandas de PCR entre las muestras, lo
que sugiere posibles diferencias en la carga viral o la eficiencia de la amplificacion entre los
individuos. Sin embargo, las 22 muestras analizadas mostraron la presencia de la banda

especifica de la proteina VP6, indicando la presencia del rotavirus en las muestras analizadas.
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Figura §
Electroforesis Analisis de RT-PCR y PCR de VP6

Nota: gel de agarosa al 1,5%, el primer carril es el marcador de peso molecular. C: muestra

control positivo, M1-MG6: genes VP6 de 308 pb, B: control negativo.

Los resultados de la amplificacion de la proteina VP6 demuestran la presencia y
amplificacion exitosa del gen que codifica esta proteina estructural de rotavirus, en las
muestras de alpacas menores de tres meses. Estos hallazgos proporcionan evidencia adicional
de la presencia del rotavirus en la poblacion estudiada y respaldan los anélisis posteriores de

genotipificacion
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3.2 De laidentificacion de genes antigénicos VP7 y VP4, por RT-PCR y PCR.

3.2.1 Amplificacion de la proteina VP7 y VP4

En este estudio, se amplificaron las regiones codificantes de los genes que codifican
las proteinas VP4 y VP7 del rotavirus, utilizando primers especificos disefiados para cada
proteina. Para la proteina VP4, se utilizaron los primers Con2 y Con3, disefiados para
reconocer una region de 876 pb, mientras que para la proteina VP7, se emplearon los primers
Beg9 y End9, con el objetivo de amplificar una region de 1062 pb. Posteriormente, las
muestras amplificadas fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 1,5% a 70 V
durante 120 minutos. La visualizacion de las bandas de PCR en el gel de agarosa fue realizada
en el fotodocumentador, confirmando la amplificacién exitosa de ambas proteinas en todas
las muestras analizadas, respaldando la presencia del rotavirus en la poblacion de alpacas

estudiada.

Ademas de la amplificacion exitosa de las proteinas VP4 y VP7, se realizaron
controles de PCR negativos y positivos mencionados anteriormente. Los resultados de estos
controles confirmaron la ausencia de contaminacion y la amplificacion especifica de las

proteinas VP4 y VP7 en las muestras de alpacas analizadas.

Este enfoque de retrotranscripcion y amplificacion permitid la generacion eficiente de
ADNCc de VP4 a partir de ARN viral, proporcionando los productos amplificados necesarios
para el posterior analisis y genotipificacion de los genotipos P y G del rotavirus, en las

muestras de heces.
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Figura 6
Electroforesis de proteinas VP4 y VP7

Nota: Gel de agarosa al 1,5%, el primer y ultimo carril son los marcadores de pesos
molecular. C: muestra de control positivo para VP4 y VP7, M1-M3: productos de la PCR
para VP4 y VP7, B: el control negativo. Las muestras M2 y M3 no se amplificaron en la
primera reaccion realizandose una repeticion comprobando posibles errores de pipeteo
donde si llegaron a amplificar. Todas las muestras dieron como resultado visible las proteinas

VP7y VPA4.
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3.3 De la determinacion de genotipos en rotavirus por PCR Multiplex semianidada.

3.3.1 Genotipificacion de VP7 (G-tipo) y VP4 (P-tipo)

Para el genotipado se usé la PCR multiplex semianidada tomando como base los
productos de la proteina VP7, que determina el tipo G, se usé los primers G3, G4, G8 y G10
y cdmo primer consenso Beg 9, mientras que para el genotipado del tipo P, se emplearon los
productos de la proteina VP4 con los primers P[1], P[5], P[11] y como primer consenso Con3,

para amplificar los genotipos presentes en la proteina VP4.

Los productos de la amplificacion por PCR multiplex semianidada fueron visualizados
previa electroforesis en el fotodocumentador. Para el genotipo viral G (VP7) pertenecen al
genotipo G3, con un total de 5 muestras. Para el genotipo P (VP4) se identificaron los
genotipos P[1] con 3 muestras y P[11] con 4 muestras. Se observo la presencia de muestras

que presentaron una combinacion de genotipos G3P[11] en M1, M9 y M20.

Sin embargo, 13 de 22 muestras no pudieron ser determinadas con algun genotipo en
este estudio, estas fueron M5, M6, M§, M10, M11, M12, M13, M14, M15, M16, M19, M21
y M22. Estas muestras posiblemente pertenecen a otros genotipos no identificados y podrian
requerir analisis adicionales para su clasificacion definitiva. presentes en las muestras de

alpacas menores de tres meses.
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Figura 7

Electroforesis de genotipos de rotavirus

Nota: Gel de agarosa tras electroforesis de 120v por 50 minutos, podemos visualizar la
combinacion de genotipos. Pertenecientes una segunda amplificacion de VP7 observando una

banda de 709pb perteneciente al genotipo G3. En la parte derecha VP4 con bandas de 594pb

v 289pb pertenecientes a P11y Pl respectivamente.
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Tabla 13
Resultados del genotipado G-tipo y P-tipo

G-tipo P-tipo G-tipo P-tipo

M1 G3 Pl] M12 - -
M2 G3 - M13 - -
M3 - Pl M14 - -
M4 G3 - M15 - -
M5 - - M16 - -
M6 - - M17 - Pl
M7 - Pl M18 - Pll
M8 - - M19 - -
M9 G3 Pl] M20 G3 Pll
M10 - - M21 - -
M1l - - M22 - -

Nota: Tabla de resultados de los genotipos obtenidos destacando la distribucion de

los genotipos G y P en la poblacion de alpacas menores de tres meses analizadas.



Tabla 14

Distribucion de genotipos por codigo, sexo y genotipos

N° CODIGO SEXO CRIA DE CODIGO DE G-TIPO P-TIPO
ALPACA ALPACAS MUESTRA

H-8009 CRIA MACHO Ml G3 P11
H-7818 CRIA HEMBRA M2 G3 -
H-8102 CRIA MACHO M3 - P1
H-7565 CRIA HEMBRA M4 G3 -
H-7346 CRIA HEMBRA M5 - -
H-7863 CRIA HEMBRA M6 - -
H-5058 CRIA HEMBRA M7 - Pl
H-7892 CRIA HEMBRA M8 - -
H-8054 CRIA HEMBRA M9 G3 P11
H-3368 CRIA MACHO MI10 - -
H-7969 CRIA MACHO Ml11 - -
H-7834 CRIA MACHO MI12 - -
H-7688 CRIA HEMBRA MI13 - -
H-7912 CRIA HEMBRA M14 - -
H-7817 CRIA HEMBRA MI5 - -
H-7712 CRIA HEMBRA MI16 - -
H-6239 CRIA HEMBRA M17 - P1
H-8104 CRIA MACHO MI18 - P11
H-5170 CRIA MACHO MI19 - -
H-7367 CRIA HEMBRA M20 G3 P11
H-7140 CRIA HEMBRA M21 - -
H-3472 CRIA HEMBRA M22 - -

En las 22 muestras de crias de alpacas, se identificaron genotipos G3 y P11 como los
mas frecuentes, observandose en 4 y 3 muestras respectivamente. Las crias machos y hembras
mostraron una distribucion similar de genotipos, sin evidencia significativa de asociacion
entre el sexo y los genotipos (G y P-tipo) de rotavirus. La mayoria de las muestras (81.8%) no

presentaron genotipos especificos, destacando la necesidad de un analisis mas detallado.
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3.4 Distribucion de Genotipos por Sexo

Tabla 15

Genotipos por sexo de crias de alpacas.

G-tipo CRIA MACHO CRIA HEMBRA

G3 1 14.3% | 4 26.6%
- 6 85.7% | 11 73.3%
TOTAL 7 100% | 15 100%
P-tipo CRIA MACHO CRIA HEMBRA

P1 1 14.2% | 2 13.3%
P11 2 28.5% | 2 13.3%
- 4 57.1% | 11 73.3%
TOTAL 7 100% | 15 100%

3.4.1 Analisis de Proporciones
Proporcién de G-tipo en Machos

e Presente G3: 1/7=14.3%
e Ausente: 6/7 =85.7%

Proporcion de G-tipo en Hembras

e Presente G3: 4/15 =26.6%
e Ausente: 11/15=73.3%

Proporcién de P-tipo en Machos

e Presente P1: 1/7=14.2%
e Presente P11: 2/7=28.5%
e Ausente: 4/7=57.1%

Proporcién de P-tipo en Hembras

e Presente P1: 2/15=13.3%
e Presente P11: 2/15=13.3%
e Ausente: 11/15=73.3%

66



3.4.2 Tablas de contingencia
Tabla 16
G-tipo por Sexo

G-tipo CRIA MACHO CRIA HEMBRA Total
G3 1 4 5
- 6 11 17
Total 7 15 22
Figura 8
G-tipo por Sexo
- G-TIPOS
15
10
5
- l L
G3 NO GENOTIPOS Total
B CRIAMACHO ™ CRIA HEMBRA
Tabla 17
P-tipo por Sexo
P-tipo CRIA MACHO CRIA HEMBRA Total
P1 1 2 3
P11 2 2 4
- 4 11 15
Total 7 15 22
Figura 9
P-tipo por Sexo
P-TIPOS
20
15
10
| L
- = L]
P1 P11 NO GENOTIPOS Total
B CRIA MACHO ®CRIA HEMBRA
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DISCUSION

El rotavirus es reconocido como una causa importante de enfermedades entéricas en
diversas especies animales, incluidas las alpacas (Vicugna pacos), y puede tener graves
implicaciones para la salud y la produccién ganadera. En este estudio, se investigd los
genotipos del rotavirus en alpacas del (CICAS) La Raya, provincia de Canchis, Cusco. Se
emplearon técnicas de extraccion de ARN viral y amplificacion mediante RT-PCR para
identificar los genotipos G y P predominantes en las muestras diarreicas analizadas en alpacas
menores de tres meses lo que sugiere una susceptibilidad particular de esta poblacion joven a

la infeccion por rotavirus, como se ha observado en estudios previos (Smith et al., 2019).

El desequilibrio en la proporcion de género observado en las muestras, con un 68,2%
de hembras y un 31,8% de machos, es un hallazgo interesante que podria indicar una posible
predisposicion de las hembras a la infeccion por rotavirus. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para investigar esta posible asociacion en profundidad. Aunque estudios previos
han demostrado diferencias en la susceptibilidad a la infeccion por rotavirus entre sexos en

otras especies animales (Sanchez-Fauquier et al., 2018).

La concentracion de casos entre los meses de diciembre de 2016 y marzo de 2017
coincide con la temporada de lluvias en la region, durante la cual se observan cambios
significativos en la humedad y la temperatura ambiental. Estas condiciones climaticas podrian
influir en la transmisién y la propagacion del rotavirus, ya que se ha demostrado que la
estabilidad del virus esta influenciada por la humedad y la temperatura (Gonzalez-Galan et

al., 2018).

Ademas, la falta de condiciones higiénicas adecuadas en las zonas de pastoreo podria

estar contribuyendo a la prevalencia de la infeccion por rotavirus en las alpacas. La
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contaminacion fecal en el ambiente aumenta el riesgo de transmision del virus entre los

animales y favorece la persistencia del virus en el entorno (Umer et al., 2021).

La aplicaciéon de técnicas de deteccion molecular como RT-PCR y PCR permiti6 la
identificacion especifica del rotavirus en las 22 muestras examinadas. Estas técnicas son
ampliamente reconocidas por su sensibilidad y especificidad en la deteccion de material

genético viral en muestras diarreicas (Wei et al., 2022).

Se logr6 identificar los genotipos G y P en 9 de ellas mediante la técnica de PCR
multiplex semianidada. Se observé el genotipo G3 en 5 muestras, el genotipo P[1] en 3
muestras, el genotipo P[11] en 4 muestras, y se detectdé una combinacion mixta de genotipos
G3P[11] en 3 muestras. Estos resultados indican la presencia circulante de estos genotipos, en
consonancia con estudios previos. Por ejemplo, en Brasil, constelaciones genéticas comunes
como G3-P[40]-I8-E3-H6 en alpacas fueron documentadas (Rojas et al., 2019), mientras que
en Argentina se identifico el genotipo G3/8 P[1/14] en el afio 2021 (Badaracco et al., 2021).
Se ha observado que el genotipo G3 se asocia con diferentes genotipos G en diferentes

regiones.

Respecto al genotipo P[1], se ha encontrado asociado a P[1]/P[8] en ovejas en Brasil
en 2019. En Argentina, se ha detectado el genotipo P[1] de manera aislada y asociado a P[14]
en diferentes afos, desde 2004 hasta 2021, lo que subraya la necesidad de estudiar su
persistencia en el tiempo. Por otro lado, el genotipo P[11] se determind en Argentina en 2016,
sin mostrar asociaciones evidentes hasta la fecha. Resultados filogenéticos revelaron
homologias parciales del genotipo G3P[11] con cepas encontradas en cerdos y humanos
(Garmendia et al., 2015), confirmando su presencia y circulacion en la regién y un posible

incremento con el tiempo.
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Es probable que la dificultad para determinar los genotipos en algunas muestras se
deba a la diversidad genética en los sitios de union de los oligonucledtidos utilizados en el
genotipado. Esta diversidad genética puede dificultar la amplificacion y la deteccion de ciertos
genotipos del rotavirus. Ademas, la constante combinacion de genotipos en la diversidad de
rotavirus, impulsada por mutaciones puntuales, eventos de recombinacién y rearreglos en los
genes no estructurales, también puede contribuir a esta dificultad (Woods et al., 1991).
Ademas, la presencia de coinfecciones con diferentes cepas de rotavirus puede aumentar ain
mas la diversidad genética y complicar la genotipificacion de las muestras. Estos factores
subrayan la complejidad de estudiar la diversidad genética del rotavirus y resaltan la
importancia de utilizar enfoques mas avanzados y sensibles en futuros estudios para abordar

esta diversidad y comprender mejor la epidemiologia y evolucion del virus.

Por lo que el genotipado del rotavirus en crias de alpacas es crucial para comprender
la diversidad y la posible transmision zoonotica del virus. Estudios en Perti han detectado
RVA en alpacas, con constelaciones de genotipos como G3/8 P[1/14]-12-R2/5-C2/3-M2/3-
A17-N2/3-T6-E3-H3, lo que indica genogrupos tanto de tipo bovino como de tipo AU-1
(Badaracco et al., 2021; Rojas et al., 2019). Ademas, la investigacion en Brasil ha resaltado la
importancia de monitorear genotipos inusuales como GI12P[6] y GI12P[9], mostrando
relaciones genéticas con cepas animales y enfatizando el papel de los animales en la ecologia
y evolucion del RVA, lo que podria afectar la eficacia y la eficacia de la vacuna. requieren
una vigilancia continua (Melo, 2015). Comprender los genotipos que circulan en las crias de
alpacas es esencial para implementar estrategias de salud preventiva efectivas y reducir las

tasas de mortalidad neonatal.
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CONCLUSIONES

Se determinod mediante PCR multiplex semianidada, la presencia de los genotipos G3 en
5 muestras, P[1] en 3 muestras y P[11] en 4 muestras de rotavirus, asi también se detecto
la combinacién genotipica G3P[11] en 3 muestras, lo que evidencia la circulacion de estos
genotipos en muestras diarreicas de crias de alpacas (Vicugna pacos) menores de tres

mescEs.

La presencia de rotavirus se detectdé en las 22 muestras analizadas, mediante la

amplificacion de la proteina estructural VP6, analizadas mediante RT-PCR.

Se identificaron los genes antigénicos de rotavirus VP7(G) y VP4(P) en la totalidad de las
muestras analizadas los cuales definen los genotipos de rotavirus, mediante técnicas de

RT-PCR y PCR.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio detallado de la combinacion mixta del genotipo G3P[11], asi como de
los genotipos G1, P[1]y P[11], ya que proporcionaran informacion crucial para el disefio
de una vacuna especifica. Esta investigacion podria ayudar a desarrollar estrategias de
inmunizacion dirigidas que sean mas efectivas contra las cepas circulantes del rotavirus
en alpacas.

Implementar un genotipado utilizando nuevos primers o realizar un estudio a mayor
escala, como un andlisis metagendmico, para identificar y caracterizar nuevas cepas
circulantes del rotavirus. Este enfoque ampliado permitird una comprension mas completa
de la diversidad genética del virus y facilitara la deteccién temprana de posibles variantes
emergentes, lo que es fundamental para la implementacion de medidas de control eficaces.
Realizar un estudio longitudinal para seguir la evolucion de la diversidad genética del
rotavirus en alpacas a lo largo del tiempo. Esto permitiria comprender mejor coémo
cambian los genotipos y su impacto en la salud de las alpacas en diferentes temporadas y
condiciones ambientales. Se observo que no fue posible tipificar algunas muestras, lo cual
pone de manifiesto genotipos diferentes presentes en las muestras diarreicas de crias de
alpaca.

Llevar a cabo investigaciones especificas para identificar los principales factores de
transmision del rotavirus entre las alpacas, incluyendo la evaluacion de practicas de
manejo, condiciones ambientales y contacto entre animales. Estas investigaciones

ayudarian a desarrollar estrategias de prevencion mas efectivas.
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Tabla 18

ANEXOS

Primers, secuencia y producto

Nombre Secuencia Producto/Genotipo
CON 3 5'TGG CITCGCTCATIT ATA GAC A 3° VP4 (nt 876)
CON 2 S’ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC 3° Gentsch et al, 1992
BEG9 5’GGC TIT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G 3°  VP7 (nt 1062)
END 9 5’GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG 3’ Gouvea et al, 1990
ROT 3 5’AAAGATGCTAGGGACAAAATTG 3’ VP6 (nt 308)
Elschner et al, 2002
ROT 5 S'TTCAGATTGTGGAGCTATTCCA 3°
AET 3 5’CGTTTG AAG AAG TTG CAA CAG 3° G3 (nt 689-709)
ADT 4 S’CGTTTCTGG TGA GGA GTT G 3’ G4 (nt 480-498)
AAT 8 5’GTC ACA CCA TTT GTA AAT TCG 3° G8 (nt 178-198)
G 10 5’ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3’ GI10 (nt 666-687)
PNCDV 5'CGA ACG CGG GGG TGG TAG TTG 3’ P[1] (nt 269-289)
PUK 5’GCCAGG TGT CGCATCAGA G 3’ P[5] (nt 336-354)
PB 223 5’GGA ACG TAT TCT AAT CCG GIG 3° P[11] (nt 574-594)

Los primers dirigidos a los genes VP6 (rot 3 y rot 5), VP4 (con 3 y con 2)

y VP7 (beg 9 y end 9). primers especificos para los genotipos G3, G4, G8, G10, P1,P5y

P11. para una PCR multiplex semi anidada.
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Tabla 19
Tabla codificada de alpacas

N° CODIGO SEXO CRIA DE CODIGO DE
ALPACA ALPACAS MUESTRA
H-8009 CRIA MACHO M1
H-7818 CRIA HEMBRA M2
H-8102 CRIA MACHO M3
H-7565 CRIA HEMBRA M4
H-7346 CRIA HEMBRA M5
H-7863 CRIA HEMBRA M6
H-5058 CRIA HEMBRA M7
H-7892 CRIA HEMBRA M8
H- 8054 CRIA HEMBRA M9
H-3368 CRIA MACHO M10
H-7969 CRIA MACHO M11
H-7834 CRIA MACHO M12
H-7688 CRIA HEMBRA M13
H-7912 CRIA HEMBRA M14
H-7817 CRIA HEMBRA M15
H-7712 CRIA HEMBRA M16
H-6239 CRIA HEMBRA M17
H-8104 CRIA MACHO M18
H-5170 CRIA MACHO M19
H-7367 CRIA HEMBRA M20
H-7140 CRIA HEMBRA M21
H-3472 CRIA HEMBRA M22
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Tabla 20
Reactivos del Kit SuperScript ™ III RT con Platinum ™ Tagq

REACTIVOS CONTENIDO
Mezcla SuperScript ™ III RT / Platinum ™ Taq 50 ul
Mezcla de reaccion 2X (un tampon que contiene 0,4 mM de cada 1 ml

dNTP, 3,2 mM MgSO 4)

5 mM Sulfato de magnesio 500 pl

GALERIA DE FOTOS

Figura 10

Electroforesis en gel de agarosa de la proteina VP6, con productos de 308pb
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Figura 11
Electroforesis en gel de agarosa de la proteina VP4, con productos de 876pb

Figura 12
Electroforesis en gel de agarosa de la proteina VP7, con productos de 1062pb
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Figura 13
Electroforesis en gel de agarosa de genotipos G yP, con productos de 709pb, 289pb, 594pb

Figura 14
Electroforesis en gel de agarosa de genotipos, G3, P1 y P11
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Figura 15

Muestras diarreicas con reactivo trizol

Figura 16

Kit de Reactivos para extraccion de ARN viral
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Figura 17
Cuantificacion de ARN previo a la RT-PCR y PCR

Figura 18

Ciclajes insertados en el termociclador
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Figura 19
Reactivos SuperScript ™ I1I RT / Platinum ™ Taq (Retrotranscripcion y PCR de un solo

paso)

Figura 20

Geles puestos en camara electroforética listos para la electroforesis
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Figura 21

Visualizacion de geles en el transiluminador

Figura 22

Area de PCR en el laboratorio de Genética y Genética molecular C-321
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