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RESUMEN 
 

El rotavirus es un agente causal de diarrea neonatal que está asociado a la morbilidad y 

mortalidad de las crías de alpacas. Por tanto, la presente investigación tuvo como propósito 

principal identificar los genotipos circulantes de rotavirus en crías de alpacas menores de tres 

meses en el CICAS La Raya, Cusco. Se consideró 45 muestras diarreicas, de las cuales 22 

fueron diagnosticadas con antígenos de rotavirus por el método de ELISA. Para la 

retrotranscripción y amplificación de los genes de rotavirus se utilizó el kit SuperScript™ III 

One-Step RT-PCR System with Platinum y para identificar diferentes genotipos se aplicó la 

PCR multiplex semianidada. Se evidenció la presencia de las proteínas antigénicas VP4 y VP7; 

y los genotipos G3, P[1] y P[11], con una asociación particular de G3P[11] encontrada en las 

crías de alpacas. Por ello, la genotipificación de Rotavirus permitió identificar diferentes 

genotipos virales circulantes en el periodo 2016 a 2017, en la población de alpacas del (CICAS) 

La Raya, provincia de Canchis, Cusco.  

 

Palabras claves: Genotipificación, Rotavirus, Alpacas, Diarreicas. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Perú posee la mayor población de alpacas con más del 87% a nivel mundial, esta población 

enfrenta desafíos críticos en la salud y producción ganadera; puesto que, la mortalidad de las 

crías 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 

parásitos (Garmendia et al., 2015). Esta patología afecta el tracto gastrointestinal 

incrementando la morbilidad y mortalidad de las alpacas, así como en la economía 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) (Miño et al., 2022). En particular, las crías de 

alpaca son especialmente susceptibles a esta infección 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 reveló la presencia de coinfecciones con más 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 población en 

estudio. 

El presente estudio se centra en la genotipificación de rotavirus en alpacas menores de tres 

meses en la provincia de Canchis, Cusco, Perú. 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 región, donde se observó un brote de enfermedades entéricas en las alpacas 

jóvenes. Para lograr este objetivo, se empleó una metodología que incluye la extracción de 

ARN viral, la realización de RT-PCR con el KIT SuperScript™ III One-Step RT-PCR System 

with Platinum™ y PCR multiplex semianidada, seguida de la genotipificación por 

electroforesis. 
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A pesar de la importancia económica y de salud pública del rotavirus en alpacas, la 

investigación en este campo es limitada (Badaracco et al., 2021). Este estudio busca generar 

datos científicos sólidos sobre la diversidad genética del rotavirus, al conocer los genotipos del 

rotavirus de esta población se pueden desarrollar estrategias más efectivas para el control y 

prevención de esta enfermedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 
 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La diarrea neonatal afecta la salud de las crías de alpacas, así como su supervivencia, 

representando un reto significativo en su crianza (Espada et al., 2010), esta enfermedad se 

manifiesta de manera progresiva, con síntomas que incluyen diarrea, deshidratación, acidosis, 

fiebre y pérdida de peso, pudiendo llevar a la caquexia y la muerte. Así 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 comprensión de este fenómeno. La escasez de datos epidemiológicos y 

genéticos sobre el rotavirus en alpacas dificulta la evaluación precisa del riesgo de transmisión 

entre especies y la implementación de estrategias preventivas y de control (Barbieri et al., 

2014). Esta brecha de conocimiento resalta la necesidad urgente de realizar investigaciones que 

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

Es esencial investigar la diversidad genética del rotavirus en alpacas y establecer 

sistemas de vigilancia epidemiológica para comprender su dinámica de transmisión y su 

posible impacto en la salud humana. Este enfoque permitirá el desarrollo de políticas y 

estrategias de manejo veterinario efectivas para mitigar los riesgos asociados con la zoonosis 

y la propagación del rotavirus en las poblaciones de alpacas. En base a lo expuesto 

desarrollamos la siguiente pregunta: 

¿Cuáles son los genotipos de rotavirus que se identificaran en muestras diarreicas de 

crías de alpacas del CICAS La Raya provincia de Canchis - Cusco? 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La genotipificación de rotavirus en alpacas menores de tres meses en la región del 

Cusco, Perú, 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 

patógeno importante, representa una preocupación creciente debido a su impacto en la salud, 

la producción ganadera, así como la transmisión zoonótica del rotavirus (Estes & Greenberg, 

2013). 

Este estudio busca llenar este vacío de conocimiento al proporcionar datos científicos 

sólidos sobre la diversidad genética del rotavirus. Ya que estos genotipos están distribuidos y 

aún no se conoce a detalle las cepas circulantes de rotavirus en Vicugna pacos (Barbieri, 2014). 

Al conocer los genotipos presentes y su implicación en la epidemiología de la enfermedad, se 

pueden desarrollar estrategias más efectivas para la prevención y el control de las infecciones 

por rotavirus en estas poblaciones vulnerables. 

Implementar sistemas de vigilancia epidemiológica para identificar las cepas o 

genotipos circulantes de rotavirus en camélidos y así prevenir brotes severos de diarrea, como 

sugieren Rojas et al. (2019). Ello nos permitirá formular vacunas específicas adaptadas a las 

necesidades locales para el manejo y control de un posible brote de rotavirus en las alpacas, 

ofreciendo una solución eficaz y de este modo permitir la evaluación y la efectividad de una 

vacuna (WHO, 2013). 

Con este estudio queremos dar un aporte para la mejora de la salud y la producción ganadera 

de los camélidos sudamericanos. Además, servirá como aporte para futuros estudios 

epidemiológicos y para el diseño de medidas efectivas. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General. 

- Determinar los genotipos circulantes de rotavirus presentes en muestras diarreicas de 

crías de alpacas (Vicugna pacos) menores de tres meses en el Cicas La Raya provincia 

de Canchis – Cusco. 

Objetivos Específicos. 

- Detectar la presencia de rotavirus mediante la amplificación de la proteína estructural 

VP6, mediante RT-PCR. 

- Identificar los genes antigénicos de rotavirus VP7(G) y VP4(P), mediante RT-PCR y 

PCR. 
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HIPÓTESIS 

 

La genotipificación de rotavirus en muestras diarreicas de crías de alpacas permitirá 

identificar diferentes genotipos virales circulantes de rotavirus, en la población de alpacas del 

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

 

Variables. 

- Variables dependientes: Genotipos de rotavirus. 

- Variables independientes: Muestras diarreicas en crías de alpacas.
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1 CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO CONCEPTUAL 

1.1  ANTECEDENTES DEL ESTUDIO 

1.1.1 Antecedentes internacionales 

Miño 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 proteína NSP4 no estructural 

que define el genotipo E. De los 31 genotipos E descritos mediante enfoques filogenéticos 

encontraron que el genotipo E12 se originó 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 introducción de 

especies bovinas no autóctonas que entraron en contacto con los camélidos sudamericanos, y 

sus crías estuvieron expuestas a cepas locales de RVA traídas de Europa y a nuevas cepas de 

RVA que se propagaron en guanacos, dando como resultado nuevas cepas de RVA en linajes 

actuales altamente específicos. 

Badaracco et al. (2021). En Argentina realizaron un estudio tomando muestras fecales de 

diferentes localidades del departamento de Puno - Perú, analizaron mediante la prueba de 

ELISA la captura de antígeno de un total de (57/1423) fueron positivas a Rotavirus. La 

constelación de genotipos de tres cepas RVA de alpaca seleccionadas fue G3/8 P[1/14]-I2- 

R2/5-C2/3-M2/3-A17-N2/3-T6-E3-H3. Dos de las cepas analizadas presentaron una 

constelación de genotipos de tipo bovino, mientras que la tercera cepa presentó seis segmentos 

pertenecientes al genogrupo de tipo AU-1 (G3, M3, C3, N3, T3 y E3), lo que sugiere eventos 

de reordenamiento. 
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Rojas et al. (2019). En un estudio llevado a cabo en Brasil, examinaron la transmisión inter-

especie como un mecanismo significativo en la evolución y la diversidad del Rotavirus. Para 

ello, se recolectaron 265 muestras fecales de alpacas, llamas, ovejas y humanos en la región 

de Cusco, Perú. 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 

más comunes G3 ‐ P [40] ‐I8 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. Además, se informó sobre la 

aparición reciente del genotipo P [40]. Los resultados del genotipado también revelaron la 

presencia de coinfecciones con más 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 análisis 

filogenéticos revelaron la constelación genotípica G3-P[40]-I8-R3-C3-M3-A9-N3-T3-E3-

H6. La secuencia del gen VP7 mostró similitud con cepas RVA de alpacas peruanas y 

humanos. El gen VP4 se designó 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 análisis de las cuales el 32% de 50 crías 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 observó que estos animales padecían enteritis necrótica o 

hemorrágica con infecciones cuádruples. aumentando la gravedad de la enfermedad 

posiblemente ocurridos por la coinfección. 
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Louge (2016). En Argentina, investigó la asociación 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 evaluó la patogenicidad de los rotavirus 

G6(III)P[11] y G10P[11] en terneros. El análisis filogenético, realizado mediante RT-PCR 

semi-anidada y PCR múltiplex, mostró buenos resultados, confirmando la utilidad de estas 

técnicas para el genotipado epidemiológico. Se encontró una relación estrecha entre la cepa 

bovina G8P[11] de Argentina y varias cepas G8 en camélidos sudamericanos mediante el 

análisis 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 % poseían anticuerpos contra PI-3. 

También se logró evidenciar la circulación de G8P[14] y G8P[1] en las crías de guanacos, 

estas presentando diarrea severa, y la cepa G8P[14] en vicuñas asintomática de Abrapampa, 

Jujuy. Presentando el serotipo G8 con asociación a los P-tipos P[1] o P[14]. Sugiriendo que 

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

Badaracco et al. (2013). En Argentina, detectaron anticuerpos específicos contra el rotavirus 

del grupo A (RVA) en los 4 miembros de los camélidos sudamericanos (vicuñas, alpacas, 

llamas y guanacos). En vicuñas, se identificó la presencia de cepas G8 RVA en dos muestras 

de 59 analizadas. Una cepa seleccionada (RVA/Vicuña-wt/ARG/C75/2010/G8P[14]) reveló 

una constelación genotípica G8-P[14]-I2-R2-C2-M2-Ax-N2-T6-E3-Hx. Asimismo, se realizó 

un análisis filogenético de una cepa RVA de guanaco (RVA/Guanaco-

wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14]), sugiriendo la conservación parcial de grupos genotípicos de 

cepas RVA que infectan a los diferentes camélidos sudamericanos, a pesar de que sus hábitats 

naturales no se superponen en la actualidad. 
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Parreño (2004). En Argentina, reportó el análisis de tipo G y P como también un análisis 

filogenético de dos cepas de RV en guanacos recién nacidos (Lama guanicoe) con diarrea. 

Los aislamientos fueron del grupo A G8 RV. El análisis filogenético determinó una estrecha 

relación con el rotavirus de bovinos G8 en Japón, 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 antígenos de Rotavirus en alpacas 

neonatas menores de tres meses en muestras diarreicas colectadas del Cicas La Raya – Cusco, 

se encontraron antígenos positivos a rotavirus en un 48.89% de un total de 45 muestras 

analizadas. mostrando una estrecha relación 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 específicos para el rotavirus humano 

VP7 y VP6. Se les designó la denominación de ALRVA-K'ayra/Perú/3368-10 como G3/P11. 

Los genomas segmentados (codificando para VP4 y VP7) de la alpaca se aislaron y revelaron 

las homologías parciales al cerdo y los rotavirus humanos, respectivamente. Estos resultados 

demuestran que el rotavirus está asociado con una proporción de casos de diarrea en crías de 

alpacas. 

López et al. (2011). Realizaron la detección de antígenos de rotavirus y coronavirus en heces 

de 14 crías de alpaca con diarrea aguda y contenidos intestinales de cinco crías muertas. Tres 

de catorce muestras diarreicas resultaron positivos a la prueba para detección de antígenos de 

rotavirus mientras que los contenidos intestinales fueron negativos. El contenido intestinal de 

una cría 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 artiodáctilo mamífero, que habita principalmente en la 

cordillera de los Andes centrales de Sudamérica compartida principalmente entre Perú y 

Bolivia. Pertenece a la familia Camelidae comprende 6 especies, de las cuales 2 especies se 

desplazaron hacia Asia y las demás especies migraron hacia América del Sur como la llama 

“Lama glama”, alpaca “Vicugna pacos”, guanaco “Lama guanicoe” y la vicuña “vicugna 

vicugna” (De Lamo, 2011). “El análisis combinado de variaciones cromosómicas y 

moleculares demostraron una alta similitud genética entre alpacas y vicuñas, así como entre 

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

1.2.2 Importancia 

La alpaca (Vicugna pacos) presenta una importancia simbólica para el Perú en diversos 

niveles. En primer lugar, los análisis genéticos sobre las poblaciones de alpaca Huacaya en el 

sur de Perú revelan una alta diversidad genética, necesaria para la conservación (Figueroa et 

al., 2023). Además, la fibra de alpaca que utiliza la industria moderna textil en la innovación 

con la nanotecnología es un ejemplo de la competencia global de este producto con los 

materiales artificiales (Pedro et al., 2022). Además, el papel de la alpaca en la supervivencia 

y la seguridad alimentaria de las comunidades altoandinas se ve respaldado por estudios sobre 

su anatomía digestiva y los microorganismos esenciales que ayudan en la utilización de 

nutrientes, aun con el consumo de forrajes con paredes celulares difícilmente 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 Perú, que abarca la conservación de la diversidad genética, 

el potencial económico, la competitividad de la industria textil y el sustento de las poblaciones 

locales. 
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1.2.3 Hábitat. 

El hábitat de los camélidos sudamericanos se ubica principalmente en la formación 

ecológica del páramo muy húmedo subalpino, tundra húmeda alpina, matorral desértico 

subalpino, tundra pluvial alpina, tundra muy húmeda alpina, páramo húmedo subalpino, y 

tundra seca alpina, caracterizados por presentar montañas de altitudes considerables quienes 

presentan una vegetación diversa de hierbas, arbustos, líquenes y otras especies adaptados a 

la altitud del ecosistema; las cuales se hallan desde el norte del Perú 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 proporción en el sur. La altitud de la Puna varía 

entre los 3800 y 4500 msnm con una temperatura climática desde los 6 a 8°C y con una 

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

Una de las formaciones ecológicas donde las alpacas se adaptaron es la tundra andina 

húmeda (oconales o bofedales), las cuales son escasos en pastos naturales y con un ambiente 

difícil, además presenta variaciones abruptas de temperaturas durante el día, soportando una 

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

1.2.4 Posición taxonómica. 

Posterior a la primera convención relacionada a los camélidos desarrollada en el año 

1970, se concluyó denominar a las alpacas con el nombre de camélidos sudamericanos. Esta 

clasificación se atribuye de acuerdo a las categorías del reino animal, ubicándose 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 glándulas mamarias que producen 

leche para alimentar a sus crías, del orden artiodactyla que poseen pezuñas y un número par 

de dedos en cada pie. 
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Dentro de la familia camelidae Incluye a los camélidos, que son mamíferos rumiantes, con 

patas largas y delgadas. que incluye a las alpacas y vicuñas dentro del género Vicugna, 

denomiando la especie Vicugna pacos: La alpaca, domesticada a partir de la vicuña, conocida 

por su fibra (Sepúlveda, 2011). 

Reino: Animalia 

     División: 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 (Vicuña) 

Camelus dromedarius (Dromedario) 

Camelus bactrianus (Camello) 

  Nota: (Linnaeus, 1758)  
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1.2.5 Patología de ¨ Vicugna pacos ¨ 

Las alpacas pueden verse afectadas por diversas enfermedades causadas por bacterias, 

parásitos, virus y hongos. Estos pueden causar problemas de salud significativos en las 

alpacas, especialmente en condiciones de producción extensiva y semiintensiva en las 

zonas de producción (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 súbita en animales jóvenes. Infecciones por Pasteurella multocida (PM) y 

Mannheimia haemolytica (MH): estas bacterias a menudo se asocian con 

enfermedades respiratorias en las alpacas, como la neumonía. (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 neumonía, y pueden coexistir con 

infecciones bacterianas (Lopez et al., 2011) 

1.2.5.3 Las enfermedades parasitarias en alpacas. 

Entre los parásitos más comunes que afectan a las alpacas estan los ectoparásitos 

Amblyomma parvitarsum, Microthoracius mazzai, M. praelongiceps, y M. minor. 

Conocidos como las garrapatas. En cuanto a los endoparásitos, 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 fúngicas en alpacas. 

Candidiasis: una infección fúngica causada por Candida albicans, que puede afectar 

varios órganos, incluido el sistema digestivo y la piel. Es importante señalar que estas 

enfermedades se pueden prevenir y tratar con la atención veterinaria adecuada. 

Además, es fundamental mantener buenas prácticas de bioseguridad para prevenir la 

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

En 1973, Bishop y su equipo, pudieron observar mediante microscopía electrónica, un 

virus similar a una rueda con rayos cortos y borde externo liso, a los que denominaron 

rotavirus (del latín, rueda) todo ellos vistos en biopsias duodenales de niños que presentaron 

diarrea. Estudios futuros confirmaron la presencia de virus en muestras diarreicas 

estableciendo una relación causal entre rotavirus y la diarrea aguda. Informándose también en 

1976 la presencia de rotavirus en otras especies animales (Woode, 1976). El tamaño de las 

partículas virales oscila entre 65 a 75 nm de diámetro; posee una estructura icosaédrica con 3 

capas proteicas formando una cápside compuesta. Estas se denominan capas externa, 

intermedia e interna. También, poseen 60 espículas que se extienden 120 Å 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 

Morfología de rotavirus 

 

Nota. Micrografía electrónica de partículas de rotavirus vistas mediante tinción negativa. La 

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

Los miembros del orden Reovirales tienen genomas de ARNdc lineales, mediante la 

clasificación 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 clasificación 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 actuará como ARNm. Al traducirse este ARNm generará 

proteínas reguladores y estructurales. La replicación del genoma del virus consta de dos pasos.  

 

Primeramente, se desarrollará un ensamblado parcial de la hebra de ARN 

monocatenario positivo como también de las proteínas virales en viriones inmaduros. 

Seguidamente se realiza la replicación del ARN monocatenario positivo volviéndose ARN 

bicatenario todo esto dentro de los viriones. Lo que caracteriza a este grupo (Sung et al., 2023). 

Ubicación taxonómica según el comité internacional de taxonomía de virus  

Reino: Riboviria 

   Subreino: Orthornavirae 

      Phylum: Duplornaviricota 

         Clase: Resentoviricetes 

            Orden: Reovirales 

               Familia: Sedoreoviridae 

                  Género: (Rotavirus) 

                     Especies: (A, B, C, D, F, G, H, I, J) 

Nota: ICTV (Matthijnssens et al., 2022). 

Síntesis de proteínas: ARNdc → ARNm → proteínas 

Replicación del genoma: ARNdc → ARNmc+ → ARNdc 
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1.3.2 Antigenicidad de rotavirus 

Se toman en consideración las tres proteínas virales (VP4, VP6 y VP7) de mayor 

abundancia. Al ser la proteína VP6, altamente conservada e inmunogénica, este será 

específico de la especie. Por ese motivo VP6 lleva epítopos que se usan para discriminar la 

antigenicidad del virus por subgrupos (SG). Podrían ser SG I, SG II, ambos SG I y II, o 

ninguno SG, según la reactividad con dos anticuerpos monoclonales (Tongyao et al., 2022). 

Hace más de dos décadas, se estableció una clasificación binaria basada en la 

antigenicidad de las proteínas de la cápside externa. Están dirigidos a las proteínas VP4 y 

VP7, que provocan anticuerpos neutralizantes de forma independiente. Así, las cepas de 

rotavirus se clasificaron en serotipos P (VP4 es sensible a la proteasa) y serotipos G (VP7 es 

una glicoproteína). “Si el método utilizado es inmunológico (anticuerpos policlonales o 

monoclonales tipo-específicos dirigidos contra los epítopos antigénicos de las proteínas VP7 

y VP4) se habla de serotipos” (Tongyao et al., 2022), “mientras que si el método de detección 

es molecular (RT-PCR con primers tipo-específicos, así como secuenciación de los genes que 

codifican las proteínas 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 número entre corchetes, que sigue inmediatamente al genotipo G. Cuando no se 

conoce el genotipo G, sólo se utiliza el genotipo P. Este esquema de clasificación comprende 

actualmente 36 G (VP7), 51 P (VP4), 26 I (VP6;  cápside interna), 22 R (VP1;  R dRP), 20 C 

(VP2; núcleo)  , 20 M (VP3;  metiltransferasa ), 31 A (NSP1; antagonista del interferón  ) , 22 

N (NSP2;  NTPasa), 22 T (NSP3;  potenciador de la traducción), 27 E (NSP4;  enterotoxina ) 

y 22 H (NSP5/6; fosfoproteína). Nomenclatura descrita por “El Grupo de Trabajo de 

Clasificación de Rotavirus para el Rotavirus A” (RCWG) (Matthijnssens et al., 2011). 
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1.4 ESTRUCTURA GENÓMICA DEL ROTAVIRUS 

1.4.1 Estructura viral 

Los rotavirus son virus desnudos, carentes de membrana lipídica, con simetría 

icosaédrica, su cápside está formada por 3 capas de proteínas concéntricas. La capa interna, 

núcleo o core, contiene 60 dímeros de proteína VP2, que contienen en el núcleo al genoma 

viral y las proteínas. La proteína VP3 está involucrada en la replicación del virus (SIB Swiss 

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

 La proteína VP2 está cubierta por moléculas de VP6 que están dispuestas formando 

trímeros que llega a ser la segunda cubierta proteica de envoltura. VP6 es la proteína más 

abundante en el virus y proporcionará homogeneidad morfológica. La tercera capa externa de 

proteína consta de trímeros de la glicoproteína VP7, estas se ensamblan. y de esta capa 

sobresalen 60 espículas formadas por la proteína VP4, interactuando con 2 moléculas de VP7 

y hacia adentro con 6 moléculas de las tres capas proteicas y a su vez están conectadas a través 

de 132 canales. La proteína VP6, a través de interacciones con las proteínas VP7/VP4, 

establece una interacción para la integridad estructural, apoyándose entre las tres capas de 

proteínas. Es un virus completo cuando presenta en su estructura las tres capas proteicas. La 

pérdida de la capa externa determina las partículas recubiertas de proteína doble, que no son 

infecciosas ni serotipificables debido a la ausencia de VP7 y VP4. como también la proteína 

VP6 se puede eliminar con agentes caotrópicos (Carballal y Oubiña, 2014). 
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Figura 2 

Estructura del virión de Rotavirus 

 

Nota. Estructura y componentes proteicos de un virión de rotavirus. VP4 superior (rojo), capa 

VP7 (amarillo), capa VP6 (azul) y capa VP2 (verde). Una porción de VP2 se extiende hacia 

el núcleo "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 escisión 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 proteínas virales 

Dentro de las proteínas 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-

específicos, las proteínas VP7 y VP4, son los que confieren la inmunidad protectora frente 

a próximas reexposiciones al virus (Matthijnssens et al., 2011). 

1.4.2.1 VP7 

La proteína VP7 o denominada proteína G, inducirá en el hospedador anticuerpos 

neutralizantes. esta se modifica posttraduccionalmente por la adición de azúcares, “En una N-

glicoproteína que contiene únicamente oligosacáridos del tipo de alfa manosa, lo que indica 

que no viaja por el retículo endoplasmático al aparato de Golgi, donde normalmente los 

oligosacáridos con estas características son modificados” (Infante et al., 2007). Mediante 

ensayos de neutralización se lograron identificar 15 serotipos de la proteína VP7, dentro de 

ellos 11 G, aislados en humanos. Por secuenciación 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 nucleotídica intragenotípica entre cepas del grupo A, aisladas de 

diferentes especies animales y un porcentaje de identidad mayor al 95% entre cepas 

homólogas de igual serotipo” (Leena & Von, 1998). También se ha demostrado que la proteína 

VP7 es blanco importante de actividad citotóxica seroespecífica y heterotípica. La estructura 

de VP7 difiere en su composición aminoacídica entre los grupos A, B y C, mostrando 

homologías 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 proteína 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 proteína VP6, contiene los epitopes antigénicos de reactividad de grupo específicos 

en cuatro regiones aminoacídicas (residuos peptídicos 32-64, 155-167, 208-294 y 380-397), 

y de reactividad del subgrupo ubicados en las posiciones aminoacídicas 172, 305 y 315 y un 

residuo aminoacídico 296-299. Los anticuerpos subgrupo específicos reconocen epítopes 

conformacionales, formados por trímeros de VP6. Una mutación en la posición 172 y 305 

afectará en la estructura conformacional del trímero que une los anticuerpos dirigidos contra 

el subgrupo I y la mutación 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 proteína epitopes que inducen la activación de linfocitos T con actividad citotóxica y 

cooperadora” (Carballal y Oubiña. 2014). La estructura antigénica de grupo está 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 proteína VP6 tenga reactividad cruzada 

con virus heterólogos del grupo A (cepas de diferentes especies animales) y virus heterotípicos 

(cepas de diferente serotipo) (Xu et al., 2021). 

1.4.2.3 VP4 

La proteína P o proteína de clivaje, posee determinantes antigénicos de serotipo P, que 

inducirá en el hospedador anticuerpos neutralizantes. Por ensayos de neutralización, 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 proteína VP4 permite la unión a la célula receptora, 

la penetración a la célula, formación de anticuerpos neutralizantes y una de sus funciones más 

importantes es la hemaglutinación” (Oyola.2015). Estas propiedades son determinantes en el 

huésped, su tropismo, virulencia y la inducción de inmunidad protectora. Cuando la proteína 

se expone a tratamiento proteolítico por las enzimas proteasas tipo tripsina liberan dos 
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polipéptidos de menor peso molecular denominados VP8 (aa 1-131) y VP5 (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 genómicas codificaran 6 proteínas estructurales de los virus denominados (VP1-

VP4, VP6 y VP7) y otras 6 proteínas no estructurales (NSP1-NSP6). El segmento 11 codifica 

a 2 proteínas no estructurales. Durante la replicación del virus los segmentos del virus se 

reasocian por lo que es muy probable las coinfecciones con dos o más cepas originando un 

material genómico con segmentos de cepas parentales. Postulando esta vía como alternativa 

de la evolución del rotavirus (Hoxie & Dennehy, 2021). 

La hebra positiva de ARN tiene un inicio de 5' guanidina continuando con una región 

codificante y también regiones de secuencias no codificantes que terminarán en dos cistidinas 

en el extremo 3'. Esta disposición de los marcos de lectura es similar en diversos serotipos 

virales. En la región codificante, los primeros 10 nucleótidos del extremo 5' y los últimos 8 

nucleótidos del extremo 3' están altamente conservados en todos los segmentos” (Carballal y 

Oubiña, 2014), esta secuencia codifica las señales para la replicación y ensamblaje del 

rotavirus. Mediante un electroferotipo se puede observar un perfil de migración por 

electroforesis en geles de poliacrilamida, se pueden observar una migración característica de 

las proteínas de rotavirus (Borodavka et al., 2017). 

Estas se distribuyen en 4 grupos:  

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

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

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

Grupo 4 (2) menores peso molecular, segmentos 10, 11 

 



26 
 

Esta distribución 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 patrón de 

migración no es considerado como un método de clasificación, sino de diferenciación de cepas 

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

Segmentos del genoma de rotavirus y productos proteicos de RVA-SA11 

Segmento 

(genoma) 

pb Proteína Masa proteica 

(kDa)* 

Ubicación Función 

Seg1 3302 VP1 (pol) 125.0 centro RdPR; componente central menor activado por VP2 

Seg2 2690 VP2 (T1) 102.4 cápside más 

interna 

Proteína de cubierta central con actividad de unión a 

ARN; antígeno de especificidad de subgrupo. simetría T =1 

con dos moléculas en la unidad asimétrica icosaédrica 

(interpretada en los orbivirus como simetría T=2); 

Seg3 2591 VP3 (Gorra) 98.1 centro Enzima taponadora. Componente central menor con 

actividades de unión de guanililtransferasa, metiltransferasa, 2'-

5' oligoadenilato fosfodiesterasa y ssRNA 

Seg4 2362 VP4 86.8 cápside 

exterior 

Homotrimeico, proteína de pico de unión viral activada por 

escisión de tripsina para generar restos VP5* (penetración de 
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membrana) y VP8* (unión de carbohidratos, con actividad de 

hemaglutinación). Antígeno de neutralización tipo P. 

   VP5* 60.0     

   VP8* 28,0     
 

Seg5 1611 NSP1 58.7 citoplasma Antagonista de la expresión de interferón. Supuesta ubiquitina 

ligasa E3 viral, con actividad de unión a ARN y un dominio 

RING 

Seg6 1356 VP6 (T13) 44.8 cápside 

intermedia 

Proteína viral interna principal trimérica 

con simetría T =13. Antígeno de especificidad de grupo y 

subgrupo. 

Seg7 1104 NSP3 34. 6 citoplasma Se une al extremo 3′ del ARNm viral y al eIF4G 

celular; promueve la circularización de los ARNm 

virales. Subrogado de PABP, inhibe la traducción del huésped 

Seg8 1059 NSP2 (ViP) 36.7 viroplasma Cuerpo de inclusión viral o proteína de matriz de 

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

esencial de viroplasma que interactúa con NSP5 

Seg9 1062 VP7 (1) 37.4 cápside 

exterior 

Glicoproteína de la superficie del virión, formando un trímero 

estabilizado con Ca2 + . antígeno de neutralización tipo G, 

   VP7 (2) 

forma 

escindida 

33,9     

Seg10 751 NSP4 20.3 membrana 

RER 

Glicoproteína transmembrana RER, se une a DLP, esencial 

para la gemación en el RE y la adición de la cápside externa, 

enterotoxina inductora de diarrea dependiente de la edad, 

interrumpe la homeostasis del Ca 2+ 

Seg11 667 NSP5 21.7 viroplasma Proteína fosforilada, glicosilada ligada a O y rica en serina-

treonina con actividad de unión al ARN. Componente esencial 

de viroplasma que interactúa con NSP2 
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   NSP6 11.0 viroplasma Producto del segundo ORF de Seg11 con actividad de unión a 

ARN. Interactúa con NSP5; componente de viroplasma no 

esencial 

 

Nota: Se identificaron trece productos génicos de rotavirus (RVA-SA11). Cada segmento (Seg9 y Seg11) codifica dos productos de traducción 

primaria. Y otros segmentos de un solo producto. En el caso de Seg9, los dos codones de iniciación 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 

traducción produce dos proteínas no estructurales no relacionadas, NSP5 y NSP6. (ICTV) (Matthijnssens et al.,2022).
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1.5 CICLO DE REPLICACIÓN VIRAL 

El ciclo de la replicación del rotavirus está mediado por:   

1.5.1 Fijación de partículas 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 

unión del virus está dirigida por la subunidad VP8* de las espículas de VP4 que poseen 

receptores celulares. La subunidad VP8* interactúa con los glicanos de la membrana celular 

que posee residuos de ácido siálico (Dormitzer et al., 2002), también pueden interaccionar con 

los antígenos histo-sanguineos (HBGAs) que se expresan en la superficie celular (Huang et 

al., 2012). Todos los correceptores están asociados con lípidos que son resistentes a 

detergentes cerca de la membrana plasmática que actúan como plataformas que asocian los 

TLP (Triple-Layered Particle) del RV (Isa et al., 2004). La importancia relativa de los diversos 

receptores para la infección humana por RV está 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 proteína humana del shock térmico 70 (Hsc70) que 

interacciona con VP5* (Pérez-Vargas et al., 2006). “Cabe señalar que algunas cepas de RV 

hemoglutinan y que es el componente VP8* de VP4 (en la punta de las espículas) el que media 

esta interacción” (Fiore et al., 1991). 

1.5.2 Penetración y eliminación de partículas víricas  

Al entrar en contacto con el receptor celular, las espículas de VP4 de los TLP de RV 

presentan cambios conformacionales en la proteína VP5 que se encuentra debajo de la proteína 

VP8, quede expuesta formando dominios lipofílicos conformado un "post - penetración 

umbrella” (Settembre et al., 2011). Tras la unión, la penetración celular del RV aún no está 

muy definida; puede ocurrir por endocitosis o penetración directa en la membrana, que estará 
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bajo la solubilización de las proteínas de la cápside externa por las bajas concentraciones de 

Ca2+ en los endosomas para producir DLP (Ludert et al., 1987). Mediante un análisis de ARNi 

del genoma se reveló el "complejo de clasificación endosomal para el transporte" (ESCRT) y 

están involucrados en la entrada del RV (Silva-Ayala et al., 2013). Las cepas de RV difieren 

en el uso de las vías endosómicas; por lo que algunas requieren el transporte dirigido por Rab7 

a los endosomas tardíos que es crucial para la formación de los viroplasmas (Díaz-Salinas et 

al., 2014). 

1.5.3 Síntesis de ARNm de cadena positiva 

Las DLP de rotavirus producen Transcripciones de ARNmc (+) no poliadeniladas de 

la cadena negativa del ARN genómico, todo esto ocurre en el citoplasma y se liberan de la 

partícula a través de los canales de clase I. Estas transcripciones permitirán la traducción de 

proteínas que serán codificadas por el virus (principio del ciclo de replicación) o como 

plantillas para la replicación (al final del ciclo de replicación) estos formarán el genoma de 

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

Las DLP del RV producirán ARNm activo transcripcionalmente usando energía como 

ATP estos ubicados en el citoplasma celular y funcionales también in vitro (Lu et al., 2008). 

Un aumento logarítmico al producir ARNm en etapas posteriores de la infección (> 4 h pi) 

“indica que las DLP recién sintetizadas se han vuelto activas para la transcripción” 

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

1.5.4 Formación de viroplasma  

Para la formación de los viroplasmas es muy necesaria la presencia de las proteínas 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 proteínas y los ARN de rotavirus interactúan específicamente en los cuerpos de 

inclusión citoplásmicos denominados "viroplasmas". La NSP2 citoplasmática 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 formación de viroplasma y la replicación del RV” (Arnoldi et al., 2014).  

La NSP4, al ser una glicoproteína transmembrana, estará en el retículo endoplásmico 

(ER) y tendrá muchas funciones:  

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

- Actúa como viroporina al liberar Ca2+ de los depósitos intracelulares de esta manera 

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

- La proteína NSP4 altera la permeabilidad de la membrana plasmática desestabilizando 

las uniones intercelulares, descubriendo que NSP4 actúa como enterotoxina viral 

(Dong et al., 1997).  

La proteína NSP3 permitirá la circularización del ARNviral mediante interacciones en 

los extremos del ARN funcionando como proteína de unión a la poliA (PABP) para los ARNm 

celulares (Groft y Burley, 2002). “La traducción de ARNm celular es inhibida por NSP3 

expresado, lo que conduce a la acumulación de PABP y de los propios ARNm celulares en el 

núcleo celular” (Rubio et al., 2013).  

La función de la proteína NSP1 es probable que esté involucrada en la restricción del 

rango de huéspedes (Broome et al., 1993; Feng et al., 2013). Los viroplasmas guardan lípidos 

celulares cuando ocurre una interferencia con la homeostasis de los lípidos celulares o se 

degradan las grasas disminuyen el número, tamaño e infectividad de la progenie viral 

(Crawford et al., 2013).  
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1.5.5 Empaquetamiento, síntesis de ARN y formación de DLP 

Los 11 segmentos de ARNmc (+) se organizan uniéndose a las proteínas que forman 

el núcleo viral. Las proteínas VP1/VP3/ARNmc interactúan con un decámero de la proteína 

VP2 (involucrando también a NSP5 y NSP2) (Berois et al., 2003), formando así las partículas 

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 formará la actividad de RdRp de VP1. La 

VP1/VP2 son las partículas mínimas de replicación in vitro (Estes et al., 2001). Junto con el 

material genético de los 11 segmentos, las partículas del núcleo mediante la VP6 forman la 

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

1.5.6 Maduración y liberación del virus (virión) 

El DLP de Rotavirus, al salir del viroplasma, ingresa al retículo endoplásmico (RE) 

para madurar. La NSP4 actúa como un receptor intracelular al interactuar con VP6 (Browne 

et al., 2000). Dentro del RE, las partículas en maduración de RV se envuelven 

transitoriamente, Al mismo tiempo, las proteínas VP7 y VP4 son reubicadas sobre la 

superficie de las partículas virales formando la última capa proteica o cápside externa (60 

trímeros de VP4 y 260 trímeros de VP7) dando lugar así a las partículas virales de triple capa 

(TLPs) totalmente desarrolladas y esta se desprende cuando la partícula de RV se forma en 

TLP, la capa exterior que posee VP4 (60 trímeros) y VP7 (260 trímeros). (Estes y Greenberg, 

2013). NSP4 tiene una función crucial en el proceso de maduración del DLP, “por lo que el 

bloqueo de la expresión de NSP4 por siRNA conlleva a defectos de maduración de partículas 

RV” (Silvestri et al., 2004), “también la replicación del ARN del RV se inhibe, posiblemente 

por la interacción de la fracción NSP4 con los viroplasmas” (Berkova et al., 2006). Los TLP 

del RV se liberan de las células epiteliales por lisis mediante un proceso de gemación que no 

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

Ciclo de replicación de rotavirus 

 

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

1.6 DIAGNÓSTICO DE ROTAVIRUS 

Mediante la sintomatología clínica se torna muy difícil llegar a un diagnóstico 

provocado por rotavirus, puesto que otros virus enteropatógenos y bacterias son capaces de 

producir el mismo cuadro sintomatológico. Se conoce que las partículas víricas secretadas 

llegan a (1,012 por gramo de heces) durante la primera fase de la enfermedad (Gastañaduy P., 

Hall, & Parashar, 2013). Por lo que las técnicas para el diagnóstico de rotavirus incluyen, 

inmunocromatografía, ensayos de detección del antígeno (ELISA), PAGE, microscopía 

electrónica, RT-PCR y aislamiento de rotavirus (Cunliffe et al., 2014).  
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1.6.1 Microscopía Electrónica.   

El rotavirus fue descubierto en preparación de heces y tejido epitelial en niños que 

presentaban gastroenteritis. La visualización de los viriones es fácilmente diferenciable de 

otros virus por la forma y tamaño (65 – 75 nm) de las partículas virales es una técnica sensible 

y específica, pero su diagnóstico requiere de equipos costosos, y es compleja para ser usada 

en el diagnóstico (Gómez et al., 2002).  

1.6.2 ELISA.  

Es el método más empleado para el diagnóstico de rotavirus, se aplica con gran 

frecuencia en los laboratorios de diagnóstico de rutina debido a la sencillez, su especificidad 

y sensibilidad, este método se basa en la detección de proteínas antigénicas en la superficie de 

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

1.6.3 Reacción en cadena de la polimerasa 

Usando la transcripción inversa como la (RT-PCR), o la PCR en tiempo real (qRT-PCR) 

es altamente sensible y específico, considerando a estos métodos como la prueba gold 

standard para el diagnóstico de rotavirus. debido a que los primers que se usan en la 

genotipificación deben tomarse en consideración por los cambios genómicos ocasionados por 

mutaciones puntuales, por lo que estos deben ser cambiados periódicamente (Desselberger, 

2014). La RT-PCR es usada para estudios de tipo epidemiológico y permiten identificar 

aislados proteicos, permitiendo no recurrir a técnicas de secuenciación o de identificación en 

base a anticuerpos monoclonales de tipo neutralizantes, las cuales son muy costosas (Sirok & 

Pera, 2008).  
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1.7 EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR 

1.7.1 Modo de transmisión 

El modo de transmisión de rotavirus es por vía fecal oral, estas al ser excretadas en 

grandes cantidades por las heces describiendo más de 1011 partículas víricas por gramo, 

algunos autores especulan la transmisión por vía respiratoria debido a que hay una frecuencia 

en molestias respiratorias reportando la presencia del rotavirus en el tracto respiratorio 

superior y la adquisición rápida de anticuerpos contra rotavirus (Ramig et al., 2005). Sin 

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

Los rotavirus son muy contagiosos por el número de partículas que se eliminan durante 

la fase aguda de infección que estas se prolongan en los huéspedes inmunocomprometidos 

(Patel et al., 2010), estas unidades infecciosas serán suficientes para infectar a un individuo, 

aunado que las partículas de RV son muy resistentes a la temperatura, pH y permanece viable 

durante días a temperatura ambiente, lo que permite su transmisión 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 sintomática. Luego del período de incubación de 24 a 48 

horas, seguida de 5 a 7 días de diarrea acuosa aguda, puede provocar una deshidratación 

rápida. Existe una inmunidad adquirida cuando la infección es del tipo salvaje, que brinda un 

grado de protección 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 infección de rotavirus. 

basándonos en los estudios epidemiológicos 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 epidemiología molecular 

de los RV. “La genotipificación tiene un enorme valor para evaluar la evolución y las vías 

epidemiológicas de los RV en humanos, mamíferos y aves” (Matthijnssens & Van Ranst, 

2012). 
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2 CAPÍTULO II  

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 LUGAR DE EJECUCIÓN 

El trabajo de identificación y genotipado de rotavirus se realizó en el laboratorio de 

Genética y Genética Molecular C-321, de la Escuela Profesional de Biología, de la 

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

2.2 MATERIALES 

2.2.1 Material biológico 

Se realizó el estudio con 22 muestras diarreicas de crías de alpaca positivas a rotavirus 

obtenidas por el proyecto en “Investigación sobre patógenos virales asociados con morbilidad 

y mortalidad por neumonía y diarrea en crías de alpaca (Vicugna pacos)” provenientes del 

centro de Investigación 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 Analítica (Sartorius). 

- Termociclador (Applied Biosistem). 
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- Cámara de electroforesis (BIORAD Sub®-Cell GT Systems). 

- Fuente de poder. (BIORAD). 

- Digitalizador, transiluminación de de luz UV (VILVERT E-BOX). 

- Espectrofotómetro (DENOVIX DS-11). 

- Cámara de bioseguridad (Thermo Fisher Scientific™). 

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

- Plancha de calentamiento (Thermo Fisher Scientific™). 

2.2.2.2 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 Consumibles y fungibles 
 

- Probeta. 

- Vaso de precipitado. 

- Matraz Erlenmeyer. 

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

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

- 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. 

 

2.2.2.4 Materiales de campo 
 

- Libreta de datos 

- Cooler 
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2.3 METODOLOGÍA 

2.3.1 Tipo de investigación 

Investigación cuantitativa de tipo descriptivo que describe características de una 

población determinada. con un enfoque no experimental, que consiste en la identificación de 

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

2.3.2 Flujograma de la investigación 

Figura 4 

Flujograma de actividades realizadas en el siguiente estudio 
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2.4 MÉTODOS  

2.4.1 Extracción, purificación del ARN viral con TRIzol 

La extracción del ARN se realizó a partir de 22 muestras diarreicas, por el método de 

TRIzol que contiene en sus componentes fenol e isotiocianato de guanidina que facilitan la 

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

- Las muestras se suspendieron con PBS aproximadamente 500 ul de la solución, se 

realizó un ligero vortexeo para homogeneizar la muestra, se usó solo la suspensión 

del sobrenadante. 

- Posteriormente se tomó 250 μL del sobrenadante y se mezcló con 750 μL de Trizol 

(Invitrogen) en un tubo eppendorf. homogeneizamos la muestra, y se incubó por un 

tiempo de 5 minutos. 

- Seguidamente se añadió 200 μL de cloroformo y se mezcló 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 ºC.  

- A continuación, se transfirió solo la fase acuosa al cartucho de centrifugado para 

proseguir con el siguiente paso. 

2.4.2 Extracción de ARN Purelink RNA Mini kit® 

A continuación, usamos el protocolo para extracción del kit Purelink ARN Mini kit® (Life 

technologies) 

- Seguidamente se transfirió 700 μL o menor cantidad del sobrenadante de la fase 

acuosa al cartucho de centrifugado donde se incluyó el tubo colector propio del kit.  

- Luego se centrifugó a 12000 G por 15 segundos a temperatura ambiente junto al 

cartucho donde se realizó 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 añadió la cantidad de muestra y el tampón de lavado I en la misma 

proporción y se centrifugó a 12000 G durante 15 segundos (tubo nuevo). 

- Se desecho el flujo, cuidando el cartucho de centrifugado y se añadió 500 μL de Wash 

Buffer II, (previamente preparado con etanol como indica el inserto) y se repitió este 

paso de lavado con Wash buffer II. 

- Para secar la membrana del cartucho recolector junto al tubo de recuperación se puso 

a centrifugar a 12000 G por 1 minuto.  

- Posteriormente se insertó el tubo de recuperación y se agregó 30 μL de agua libre de 

ARNasa en el cartucho de recolecta e incubamos a Tº ambiente durante 1 minuto.  

- Finalmente se procedió a centrifugar el cartucho con el tubo de recuperación de 

muestra por 2 minutos a ≥12000 G a temperatura ambiente, el ARN purificado lo 

almacenamos a -80º C para futuros procesos. 
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2.4.3 Cuantificación de ARN 

Para la cuantificación del ARN viral extraído de las muestras diarreicas de alpacas, se 

empleó el espectrofotómetro DeNovix Inc (USA). Previamente a la cuantificación, las 

muestras de ARN fueron tratadas con DNasa I (Thermo Fisher Scientific, USA) para eliminar 

cualquier contaminación de ADN residual.  

Se añadió 1-2 µL de buffer de muestra para calibrar el “blanco” y se calibró el 

instrumento. Se realizo la limpieza del pedestal y se añadió 1-2 µL de muestra de ARN, que 

llevó una primera medición de absorbancia a 260 nm para determinar la concentración inicial 

de ARN en cada muestra, también se llevó una medición adicional de absorbancia a 280 nm 

para evaluar la pureza del ARN mediante el cociente A260/A280, con valores óptimos 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 contaminación. 

Se realizaron tres mediciones independientes para cada muestra y se calculó el 

promedio de los valores obtenidos para asegurar la precisión de los resultados. Finalmente, 

los resultados de la cuantificación de ARN se utilizaron para estandarizar la cantidad de ARN 

utilizado en las reacciones de amplificación mediante RT-PCR y PCR multiplex semianidada 

para la genotipificación del rotavirus en alpacas. 

2.4.4 Retrotranscripción y amplificación de VP6 

Para la síntesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN viral extraído de 

las muestras fecales de alpacas, se empleó el kit comercial SuperScript™ III One-Step RT-

PCR System with Platinum (Thermo Fisher Scientific, USA). Este kit proporciona una 

combinación de transcriptasa inversa (RT) y ADN polimerasa enzimáticamente activa, 

permitiendo la retrotranscripción y amplificaciones simultáneas en una sola reacción. 
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Inicialmente, se prepararon los tubos de reacción, cada uno conteniendo una mezcla 

de reacción que incluía 5 μL de ARN viral, primers Rot 3(5’AAAGATGCTAGGGACAAAATTG 

3’) y Rot 5(5’TTCAGATTGTGGAGCTATTCCA 3’) para la amplificación de la proteína VP6 del 

rotavirus, nucleótidos dNTP, enzimas RT y polimerasa. La reacción de retrotranscripción y 

amplificación se llevó a cabo en un termociclador con las siguientes condiciones de 

termociclado: una etapa de retrotranscripción a 45°C durante 45 minutos para la síntesis de 

ADNc a partir del ARN viral, seguida de una etapa de desnaturalización inicial a 97°C durante 

3 minutos para activar la enzima de ADN polimerasa. 

Posteriormente, se realizaron ciclos de amplificación mediante PCR, que consistieron 

en una etapa de desnaturalización 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 

extensión de los fragmentos de ADN a 75°C por 2 minutos determinado por la longitud del 

fragmento amplificado. 

El número de ciclos de PCR se describen en la tabla 3, siendo estas las condiciones 

óptimas de amplificación para cada muestra, con un número de ciclos de 40 X. Tras la 

amplificación, se llevó a cabo una última extensión a 72°C durante por 7 minutos para 

completar la síntesis de los fragmentos de ADN. 
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Tabla 2 

Concentración y componentes del Master Mix (RT-PCR y PCR) VP6 

Componentes retrotranscripción y 1ª PCR (VP6) 

Componentes Concentración stock Vol 1x reacción 

H2O --- 17 ul 

Reacción mix MgSO4 

dNTP 

0,4 mM 

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 --- 2 ul 

ARN --- 5 ul 

Volumen final  50 ul 

 

Tabla 3 

Ciclaje de Retrotranscripción y PCR de un solo paso. VP6 

Condiciones retrotranscripción y Amplificación VP6 

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo Nº de Ciclos 

Transcripción inversa Activación 

inicial de PCR 

45 °C 30 min 1X 

97 ºC 3 min 

Desnaturalizar 94 °C 30 seg  

40X Hibridación/alineamiento 45 °C 45 seg 

Polimerización/extensión 75 °C 2 min 

Extensión final 72 °C 7 min 1X 

Mantener 4 °C     Indefinidamente  
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2.4.5 Retrotranscripción, amplificación y genotipificación VP4 (P-tipo). 

Para la síntesis de ADNc a partir del ARN viral extraído, se utilizó el kit comercial 

SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum. Este kit contiene los reactivos 

necesarios para realizar la reacción de retrotranscripción en un solo paso, lo que simplifica el 

proceso y minimiza el riesgo de contaminación. En primer lugar, se preparó una mezcla que 

contenía 5 µL de ARN viral, los primers específicos 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 retrotranscripción de VP4, los 

nucleótidos (dNTPs) y la enzima transcriptasa inversa.  

La reacción se llevó a cabo en el termociclador programado para realizar la 

retrotranscripción, que consta de una etapa de incubación inicial a 97°C durante 30 segundos 

continuando con los procesos descritos en la tabla 5. 

Una vez completada la retrotranscripción, el ADNc sintetizado se utilizó como molde 

en una reacción de PCR para amplificar el gen VP4 del rotavirus. Se seleccionaron los primers 

Con2 y Con3, mencionados anteriormente específicos para VP4, diseñados para unirse a 

regiones conservadas del genoma viral y generar un fragmento de ADNc de 876 pares de 

bases (pb). La reacción de PCR se llevó a cabo inmediatamente luego de la Retrotranscripción 

en el termociclador que consta de una etapa inicial de activación inicial de 97°C durante 3 

minutos, seguido desnaturalización a 94°C durante 30 segundos, alineación de primers a 55°C 

durante 45 segundos y extensión a 75°C durante 2 minutos. Finalmente, se realizó una 

extensión final a 72°C durante 7 minutos para asegurar la completa elongación de los 

productos de PCR y evitar la formación de errores en la amplificación. 
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Tabla 4 

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

Componentes retrotranscripción y 1ª PCR (VP4) 

Componentes Concentración stock Vol 1x reacción 

H2O --- 17 ul 

Reacción mix MgSO4 

 dNTP 

0,4 mM 

3,2 mM 

 

25 ul 

Primer Con 2 20 mM 0.5 ul 

Primer Con 3 20 mM 0.5 ul 

SuperScript™ III RT/ 

Platinum™ Taq Mix 

--- 2 ul 

ARN --- 5 ul 

Volumen final  50 ul 

 

Tabla 5 

Condiciones para la síntesis de Retrotranscripción y PCR de un paso 

Condiciones retrotranscripción y Amplificación VP4 

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo Nº de Ciclos 

Transcripción inversa 

Activación inicial de PCR 

45 °C 40 min 1X 

97 ºC 3 min 

Desnaturalizar 94 °C 30 seg  

40X Hibridación/alineamiento 55 °C 45 seg 

Polimerización/extensión 75 °C 2 min 

Extensión final 72 °C 7 min 1X 

Mantener 4 °C Indefinidamente  
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Para la reacción de PCR multiplex semianidada VP4, se preparó una mezcla de 

reacción de PCR que incluía el ADNc obtenido previamente, los primers específicos para la 

amplificación de los genotipos P de rotavirus. P1 (5’CGA 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’), así 

como el primer consenso de inicio Con3. Los primers específicos para cada genotipo se 

utilizaron en concentraciones finales de 0,5 µL. cada uno, mientras que la cantidad de ADNc 

fue de 1 µL. La mezcla se completó con el Taq Master Mix abm™ y se ajustó el volumen 

final a 25 µL. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador, utilizando un programa 

específico que incluye una etapa inicial de desnaturalización a 96°C durante 10 minutos, 

seguida de 35 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 30 segundos, alineación de primers 

a 50°C durante 30 segundos y extensión a 72°C durante 1 minuto. Posteriormente, se realizó 

una extensión final a 72°C durante 5 minutos.  

Tabla 6 

Componentes de PCR multiplex semianidada de VP4 

Componentes PCR mutiplex semianidada VP4 

Componentes Concentración stock Vol 1x reacción 

H2O --- 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 1ª PCR --- 1 ul 

Volumen final  25 ul 
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Tabla 7 

Condiciones de amplificación de VP4 

Condiciones PCR mutiplex semianidada VP4 

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo Nº de Ciclos 

Activación inicial de PCR 96 ° C 10 min 1X 

Desnaturalizar 94°C 30 seg  

35X Hibridación/alineamiento 52 °C 30 seg 

Polimerización/extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 5 min 1X 

Mantener 4°C Indefinidamente  

 

2.4.6 Retrotranscripción, amplificación y genotipificación VP7 (G-tipo). 

En el proceso de retrotranscripción de la proteína VP7 del rotavirus, se preparó 

mezclas de reacción individuales para cada muestra, siguiendo las proporciones 

recomendadas por el kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum. Estas 

mezclas incluyen 5 µL de ARN viral, primers específicos 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 reacción y RNasa inhibitoria. 

Posteriormente, las mezclas se incubaron en un termociclador con un programa específico de 

retrotranscripción para convertir el ARN viral en ADNc mediante la actividad de la enzima 

RT. Una vez completada la retrotranscripción se inició inmediatamente la reacción para la 

amplificación de la región VP7, que incluyeron el ADNc sintetizado previamente. Estas 

mezclas se sometieron a ciclos de termociclado para la amplificación de la región VP7, 

incluyendo etapas de desnaturalización, alineamiento y elongación del ADN, así como una 

etapa final de extensión. Descritos en la tabla 9. 
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Tabla 8 

Concentración y componentes del Master Mix (RT-PCR y PCR) para VP7 

Componentes retrotranscripción y 1ª PCR (VP7) 

Componentes Concentración stock Vol 1x reacción 

H2O --- 17 ul 

Rx-mix MgSO4 

dNTP 

0,4 mM 

3,2 mM 

 

25 ul 

Primer Beg 9 20 mM 0.5 ul 

Primer End 9 20 mM 0.5 ul 

SuperScript™ III RT/ 

Platinum™ Taq Mix 

--- 2 ul 

ARN --- 5 ul 

Volumen final  50 ul 

 

Tabla 9 

Condiciones para la síntesis de Retrotranscripción y PCR de un paso 

Condiciones retrotranscripción y Amplificación VP7 

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo Nº de Ciclos 

Transcripción inversa 

Activación inicial de PCR 

45 °C 40 min 1X 

97 ºC 3 min 

Desnaturalizar 94 °C 30 seg  

40X Hibridación/alineamiento 52 °C 45 seg 

Polimerización/extensión 75 °C 2 min 

Extensión final 72 °C 7 min 1X 

Mantener 4 °C Indefinidamente  
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Para la reacción de PCR multiplex semianidada VP7, se preparó los reactivos de PCR en un 

área de trabajo limpia dentro de la cabina de PCR. La mezcla incluye los primers específicos 

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 

específicos para cada genotipo se utilizaron en concentraciones de 0.5 µl cada uno, mientras 

que la cantidad del amplicon de la 1° PCR fue de 1 µl. La mezcla se completó con el Taq 

Master Mix abm™ y se ajustó el volumen final a 25 µl. Se introdujeron los ciclajes al 

termociclador como están descritos en la Tabla 11. 

Tabla 10 

Componentes de PCR multiplex semianidada de VP7 

Componentes PCR multiplex semianidada VP7 

Componentes Concentración stock Vol 1x reacción 

H2O --- 9,0 ul 

Primer Beg 9 20 mM 0,5 ul 

Primer G3 20 mM 0,5 ul 

Primer G4 20 mM 0,5 ul 

Primer G8 20 mM 0,5 ul 

Primer G10 20 mM 0,5 ul 

2X PCR Taq MasterMix --- 12,5 ul 

Amplicon de 1ª PCR --- 1 ul 

Volumen final  25 ul 
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Tabla 11 

Condiciones de PCR multiplex semianidada de VP7 

Condiciones PCR mutiplex semianidada VP7 

Ciclo de PCR Temperatura Tiempo Nº de Ciclos 

Activación inicial de PCR 96 ° C 10 min 1X 

Desnaturalizar 94°C 30 seg  

35X Hibridación/alineamiento 50 °C 30 seg 

Polimerización/extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 2 min 1X 

Mantener 4°C Indefinidamente  

 

Los productos de esta segunda amplificación se almacenaron a -20ºC hasta su proceso de 

electroforesis. 
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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 solución se calentó hasta que la agarosa se disolvió completamente y cuando la 

temperatura se aproxima a 45°C, añadimos 1 μL de bromuro de etidio. 

- Se vertió la solución de agarosa caliente en un molde de gel, con un peine para formar 

los pocillos y se dejó enfriar hasta que solidifique. 

- El gel se llevó a la cámara de electroforesis y se cubrió con tampón buffer TAE 1X. 

- Para la preparación de muestras se mezclaron 10 μL de los productos de PCR, con  

3 μL de buffer de carga (Azul de bromofenol), y se inoculó 10 μL de la mezcla en 

los pocillos. 

- Se tomó 10 μL del marcador de peso molecular (100 pb a 5000 pb) y se puso a los 

carriles externos como referencia 

- Se programó la fuente de poder a 120v por 90 minutos en los geles a concentración 

de 1,8% y a 90v por 70 minutos al gel de concentración 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 

investigación previa, realizada por Garmendia A. (2015); estos controles consistieron en 

muestras que contenían el genoma viral de ARN específico de rotavirus y para la 

amplificación mediante PCR, se utilizaron las proteínas VP6, VP7 y VP4. Adicionalmente, se 

incluyeron controles negativos de no plantilla, en cada etapa del proceso, con el propósito de 

identificar posibles contaminaciones cruzadas. La implementación de estos controles fue 

esencial para la comparación de los resultados obtenidos en el estudio de genotipificación del 

rotavirus en las crías de alpacas. 
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3 CAPÍTULO III 

RESULTADOS 
 

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

3.1.1 Extracción de ARN viral. 

 

Se llevó a cabo la extracción 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 utilizó el método trizol y el kit Purelink ARN Mini kit de extracción de ácidos nucleicos. 

La pureza y calidad de la extracción se evaluaron mediante la cuantificación del ARN en el 

nanoespectrofotometro Denovix. 

Tabla 12 

Concentración 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 

M5 33,82 1,83 2,07 M16 24,54 1,86 1,89 

M6 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 



58 
 

Los resultados mostraron una eficiente extracción de ARN viral de las muestras fecales 

de alpacas. Siendo la media de 33,25 ng/μl, con una pureza promedio de 2.1 según la relación 

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

Se observó una variabilidad en la concentración 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 análisis 

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

3.1.2 Amplificación de la proteína VP6  
 

En este estudio, se llevó a cabo la amplificación de la región codificante del gen que 

codifica la proteína VP6 del rotavirus mediante la técnica de RT-PCR y PCR de un solo paso. 

Los primers específicos Rot 3 y Rot 5, se dirigieron a secuencias conservadas de la proteína 

VP6 obtenidas de bases de datos genéticos. 

Los resultados de la amplificación de la proteína 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 amplificación exitosa de la región 

codificante de la proteína VP6 en todas las muestras. 

También se tomó un control positivo de proteína VP6 en la reacción de PCR y como 

control negativo los reactivos de la PCR exceptuando material genético. Los resultados 

confirmaron la ausencia de contaminación y la eficacia de la amplificación específica de la 

proteína VP6 en las muestras de alpacas analizadas. 

Se observó una variación 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 amplificación entre los 

individuos. Sin embargo, las 22 muestras analizadas mostraron la presencia de la banda 

específica de la proteína VP6, indicando la presencia del rotavirus en las muestras analizadas. 



59 
 

Figura 5 

Electroforesis Análisis 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-M6: genes VP6 de 308 pb, B: control negativo. 

Los resultados de la amplificación de la proteína VP6 demuestran la presencia y 

amplificación exitosa del gen que codifica esta proteína estructural de rotavirus, en las 

muestras de alpacas menores de tres meses. Estos hallazgos proporcionan evidencia adicional 

de la presencia del rotavirus en la población estudiada y respaldan los análisis posteriores de 

genotipificación  
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3.2 De la identificación de genes antigénicos VP7 y VP4, por RT-PCR y PCR. 
 

3.2.1 Amplificación de la proteína VP7 y VP4 
 

En este estudio, se amplificaron las regiones codificantes de los genes que codifican 

las proteínas VP4 y VP7 del rotavirus, utilizando primers específicos diseñados para cada 

proteína. Para la proteína VP4, se utilizaron los primers Con2 y Con3, diseñados para 

reconocer una región de 876 pb, mientras que para la proteína VP7, se emplearon los primers 

Beg9 y End9, con el objetivo de amplificar una región 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 visualización de las bandas de PCR en el gel de agarosa fue realizada 

en el fotodocumentador, confirmando la amplificación exitosa de ambas proteínas en todas 

las muestras analizadas, respaldando la presencia del rotavirus en la población de alpacas 

estudiada. 

Además de la amplificación exitosa de las proteínas VP4 y VP7, se realizaron 

controles de PCR negativos y positivos mencionados anteriormente. Los resultados de estos 

controles confirmaron la ausencia de contaminación y la amplificación específica de las 

proteínas VP4 y VP7 en las muestras de alpacas analizadas.  

Este enfoque de retrotranscripción y amplificación permitió la generación eficiente de 

ADNc de VP4 a partir de ARN viral, proporcionando los productos amplificados necesarios 

para el posterior análisis y genotipificación de los genotipos P y G del rotavirus, en las 

muestras de heces. 
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Figura 6 

Electroforesis de proteínas VP4 y VP7 

 

 

Nota: Gel de agarosa al 1,5%, el primer y último 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 reacción realizándose una repetición comprobando posibles errores de pipeteo 

donde si llegaron a amplificar. Todas las muestras dieron como resultado visible las proteínas 

VP7 y VP4. 
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3.3 De la determinación de genotipos en rotavirus por PCR Multiplex semianidada. 
 

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

Para el genotipado se usó la PCR multiplex semianidada tomando como base los 

productos de la proteína VP7, que determina el tipo G, se usó los primers G3, G4, G8 y G10 

y cómo primer consenso Beg 9, mientras que para el genotipado del tipo P, se emplearon los 

productos de la proteína VP4 con los primers P[1], P[5], P[11] y como primer consenso Con3, 

para amplificar los genotipos presentes en la proteína VP4. 

Los productos de la amplificación 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 combinación de genotipos G3P[11] en M1, M9 y M20.  

Sin embargo, 13 de 22 muestras no pudieron ser determinadas con algún genotipo en 

este estudio, estas fueron M5, M6, M8, M10, M11, M12, M13, M14, M15, M16, M19, M21 

y M22. Estas muestras posiblemente pertenecen a otros genotipos no identificados y podrían 

requerir análisis adicionales para su clasificación 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 

combinación de genotipos. Pertenecientes una segunda amplificación de VP7 observando una 

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

y 289pb pertenecientes a P11 y P1 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 P11 M12 - - 

M2 G3 - M13 - - 

M3 - P1 M14 - - 

M4 G3 - M15 - - 

M5 - - M16 - - 

M6 - - M17 - P1 

M7 - P1 M18 - P11 

M8 - - M19 - - 

M9 G3 P11 M20 G3 P11 

M10 - - M21 - - 

M11 - - M22 - - 

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

los genotipos G y P en la población de alpacas menores de tres meses analizadas. 
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Tabla 14 

Distribución de genotipos por código, sexo y genotipos 

Nº CÓDIGO 

ALPACA 

SEXO CRIA DE 

ALPACAS 

CODIGO DE 

MUESTRA 

G-TIPO P-TIPO 

H-8009 CRIA MACHO M1 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 - P1 

H-7892 CRIA HEMBRA M8 - - 

H-8054 CRIA HEMBRA M9 G3 P11 

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 - P1 

H-8104 CRIA MACHO M18 - P11 

H-5170 CRIA MACHO M19 - - 

H-7367 CRIA HEMBRA M20 G3 P11 

H-7140 CRIA HEMBRA M21 - - 

H-3472 CRIA HEMBRA M22 - - 

En las 22 muestras de crías de alpacas, se identificaron genotipos G3 y P11 como los 

más frecuentes, observándose en 4 y 3 muestras respectivamente. Las crías machos y hembras 

mostraron una distribución similar de genotipos, sin evidencia significativa de asociación 

entre el sexo y los genotipos (G y P-tipo) de rotavirus. La mayoría de las muestras (81.8%) no 

presentaron genotipos específicos, destacando la necesidad de un análisis más detallado. 
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3.4 Distribución de Genotipos por Sexo 

Tabla 15 

Genotipos por sexo de crías 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 Análisis de Proporciones 
Proporción de G-tipo en Machos 

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

Proporción de G-tipo en Hembras 

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

Proporción de P-tipo en Machos 

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

Proporción de P-tipo en Hembras 

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

 

 

 

 

 

 

 

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  
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4 DISCUSIÓN 
 

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 producción ganadera. En este estudio, se investigó los 

genotipos del rotavirus en alpacas del (CICAS) La Raya, provincia de Canchis, Cusco. Se 

emplearon técnicas de extracción de ARN viral y amplificación 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 población joven a 

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

El desequilibrio en la proporción de género observado en las muestras, con un 68,2% 

de hembras y un 31,8% de machos, es un hallazgo interesante que podría indicar una posible 

predisposición de las hembras a la infección por rotavirus. Sin embargo, se requieren estudios 

adicionales para investigar esta posible asociación en profundidad. Aunque estudios previos 

han demostrado diferencias en la susceptibilidad a la infección por rotavirus entre sexos en 

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

La concentración de casos entre los meses de diciembre de 2016 y marzo de 2017 

coincide con la temporada de lluvias en la región, durante la cual se observan cambios 

significativos en la humedad y la temperatura ambiental. Estas condiciones climáticas podrían 

influir en la transmisión y la propagación del rotavirus, ya que se ha demostrado que la 

estabilidad del virus está influenciada por la humedad y la temperatura (González-Galán et 

al., 2018). 

Además, la falta de condiciones higiénicas adecuadas en las zonas de pastoreo podría 

estar contribuyendo a la prevalencia de la infección por rotavirus en las alpacas. La 
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contaminación fecal en el ambiente aumenta el riesgo de transmisión del virus entre los 

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

La aplicación de técnicas de detección molecular como RT-PCR y PCR permitió la 

identificación específica del rotavirus en las 22 muestras examinadas. Estas técnicas son 

ampliamente reconocidas por su sensibilidad y especificidad en la detección de material 

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

Se logró identificar los genotipos G y P en 9 de ellas mediante la técnica de PCR 

multiplex semianidada. Se observó el genotipo G3 en 5 muestras, el genotipo P[1] en 3 

muestras, el genotipo P[11] en 4 muestras, y se detectó una combinación 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 identificó el genotipo G3/8 P[1/14] en el año 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 años, desde 2004 hasta 2021, lo que subraya la necesidad de estudiar su 

persistencia en el tiempo. Por otro lado, el genotipo P[11] se determinó en Argentina en 2016, 

sin mostrar asociaciones evidentes hasta la fecha. Resultados filogenéticos revelaron 

homologías parciales del genotipo G3P[11] con cepas encontradas en cerdos y humanos 

(Garmendia et al., 2015), confirmando su presencia y circulación en la región 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 unión de los oligonucleótidos utilizados en el 

genotipado. Esta diversidad genética puede dificultar la amplificación y la detección de ciertos 

genotipos del rotavirus. Además, la constante combinación de genotipos en la diversidad de 

rotavirus, impulsada por mutaciones puntuales, eventos de recombinación y rearreglos en los 

genes no estructurales, también puede contribuir a esta dificultad (Woods et al., 1991). 

Además, la presencia de coinfecciones con diferentes cepas de rotavirus puede aumentar aún 

más la diversidad genética y complicar la genotipificación de las muestras. Estos factores 

subrayan la complejidad de estudiar la diversidad genética del rotavirus y resaltan la 

importancia de utilizar enfoques más avanzados y sensibles en futuros estudios para abordar 

esta diversidad y comprender mejor la epidemiología y evolución del virus. 

Por lo que el genotipado del rotavirus en crías de alpacas es crucial para comprender 

la diversidad y la posible transmisión zoonótica del virus. Estudios en Perú han detectado 

RVA en alpacas, con constelaciones de genotipos como G3/8 P[1/14]-I2-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). Además, la investigación en Brasil ha resaltado la 

importancia de monitorear genotipos inusuales como G12P[6] y G12P[9], mostrando 

relaciones genéticas con cepas animales y enfatizando el papel de los animales en la ecología 

y evolución del RVA, lo que podría afectar la eficacia y la eficacia de la vacuna. requieren 

una vigilancia continua (Melo, 2015). Comprender los genotipos que circulan en las crías de 

alpacas es esencial para implementar estrategias de salud preventiva efectivas y reducir las 

tasas de mortalidad neonatal. 
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CONCLUSIONES 
 

- Se determinó 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, así también se detectó 

la combinación genotípica G3P[11] en 3 muestras, lo que evidencia la circulación de estos 

genotipos en muestras diarreicas de crías de alpacas (Vicugna pacos) menores de tres 

meses. 

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

amplificación de la proteína 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 combinación mixta del genotipo G3P[11], así como de 

los genotipos G1, P[1] y P[11], ya que proporcionarán información crucial para el diseño 

de una vacuna específica. Esta investigación podría ayudar a desarrollar estrategias de 

inmunización dirigidas que sean más efectivas contra las cepas circulantes del rotavirus 

en alpacas. 

- Implementar un genotipado utilizando nuevos primers o realizar un estudio a mayor 

escala, como un análisis metagenómico, para identificar y caracterizar nuevas cepas 

circulantes del rotavirus. Este enfoque ampliado permitirá una comprensión más completa 

de la diversidad genética del virus y facilitará la detección temprana de posibles variantes 

emergentes, lo que es fundamental para la implementación de medidas de control eficaces. 

- Realizar un estudio longitudinal para seguir la evolución de la diversidad genética del 

rotavirus en alpacas a lo largo del tiempo. Esto permitiría comprender mejor cómo 

cambian los genotipos y su impacto en la salud de las alpacas en diferentes temporadas y 

condiciones ambientales. Se observó que no fue posible tipificar algunas muestras, lo cual 

pone de manifiesto genotipos diferentes presentes en las muestras diarreicas de crías de 

alpaca. 

- Llevar a cabo investigaciones específicas para identificar los principales factores de 

transmisión del rotavirus entre las alpacas, incluyendo la evaluación de prácticas de 

manejo, condiciones ambientales y contacto entre animales. Estas investigaciones 

ayudarían a desarrollar estrategias de prevención más efectivas. 
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ANEXOS 

Tabla 18 

Primers, secuencia y producto 

Nombre   Secuencia Producto/Genotipo 

CON 3 F 5’TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC A 3’ VP4 (nt 876) 

Gentsch et al, 1992 CON 2 R 5’ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC 3’ 

BEG 9 F 5’GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G 3’ VP7 (nt 1062) 

Gouvea et al, 1990 END 9 R 5’GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG 3’ 

ROT 3 F 5’AAAGATGCTAGGGACAAAATTG 3’ VP6 (nt 308) 

Elschner et al, 2002 
ROT 5 R 5’TTCAGATTGTGGAGCTATTCCA 3’ 

AET 3 R 5’CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG 3’ G3 (nt 689-709)  

ADT 4 R 5’CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 3’ G4 (nt 480-498)   

AAT 8 R 5’GTC ACA CCA TTT GTA AAT TCG 3’ G8 (nt 178-198)  

G 10 R 5’ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3’ G10 (nt 666-687)  

PNCDV R 5’CGA ACG CGG GGG TGG TAG TTG 3’ P[1] (nt 269-289)  

PUK R 5’GCC AGG TGT CGC ATC AGA G 3’ P[5] (nt 336-354)  

PB 223 R 5’GGA ACG TAT TCT AAT CCG GTG 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 específicos para los genotipos G3, G4, G8, G10, P1, P5 y 

P11. para una PCR multiplex semi anidada. 
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Tabla 19 

Tabla codificada de alpacas 

Nº CÓDIGO 

ALPACA 

SEXO CRIA DE 

ALPACAS 

CODIGO DE 

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 ™ Taq 

REACTIVOS CONTENIDO 

Mezcla SuperScript ™ III RT / Platinum ™ Taq 50 μl 

Mezcla de reacción 2X (un tampón que contiene 0,4 mM de cada 

dNTP, 3,2 mM MgSO 4) 

1 ml 

5 mM Sulfato de magnesio  500 μl 

 

GALERÍA DE FOTOS 

 

Figura 10 

Electroforesis en gel de agarosa de la proteína VP6, con productos de 308pb 
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Figura 11 

Electroforesis en gel de agarosa de la proteína VP4, con productos de 876pb 

 

Figura 12 

Electroforesis en gel de agarosa de la proteína 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 extracción de ARN viral 
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Figura 17 

Cuantificación de ARN previo a la RT-PCR y PCR 

 

Figura 18 

Ciclajes insertados en el termociclador 
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Figura 19 

Reactivos SuperScript ™ III RT / Platinum ™ Taq (Retrotranscripción y PCR de un solo 

paso) 

 

Figura 20 

Geles puestos en cámara electroforética listos para la electroforesis 
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Figura 21 

Visualización de geles en el transiluminador 

 

Figura 22 

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