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RESUMEN

Los rotavirus humanos (HRVs) del grupo A son los principales agentes virales asociados a la
enfermedad diarreica aguda (EDA) en niflos menores de 5 afios en todo el mundo. Aunque la
vacunacion ha reducido la mortalidad asociada a la EDA, esta sigue siendo un problema importante
de salud publica. Actualmente, el diagndstico de HRVs se realiza mediante técnicas como el ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) y la retrotranscripcidn
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (RT-PCR, por sus siglas en inglés) y
en tiempo real (RT-gPCR, por sus siglas en inglés); ésta ultima proporciona los mismos resultados
que la RT-PCR de punto final, pero en un menor tiempo (Buesa et al, s.f; Sociedad Espafiola de

Epidemiologia, 2007; Balasobre y Alarcén, 2017).

Los controles son un componente esencial en las reacciones de RT-PCR, ya que garantizan
la interpretacion de los resultados. En ensayos de RT-qPCR, también permiten la cuantificacion de
la carga viral de la muestra. Se pueden utilizar controles comerciales u obtener controles a partir de
la caracterizacion y secuenciacién de muestras clinicas, a través del cultivo celular y de la clonacidn
en plasmido. La clonacion en pldsmidos ofrece algunas ventajas en comparacidon con las otras
técnicas. Por un lado, permite obtener un control para un gen especifico y una vez realizada la
clonacidn, es posible obtener alicuotas de este control cuando sea necesario; ademas, resulta mas

econdmico que adquirir un control comercial (Rodriguez et al, 2008; Acevedo et al, 2009).

Por lo que en este trabajo se planted el disefio y la obtencién de un control positivo para el
gen NSP3 mediante la clonacién en plasmido para el diagndéstico de HRVs grupo A por RT-gqPCR

utilizando los protocolos descritos por Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008).

Para la obtencién del control positivo, se llevaron a cabo ensayos de combinacion y

alineamiento de las secuencias de los iniciadores descritos en los protocolos mencionados con la
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secuencia del gen NSP3. Se estandarizé una reaccién de RT-PCR de punto final para obtener el
producto de amplificacion con la secuencia a utilizar como control, el cual fue enviado al Laboratorio
de Transferencia de Métodos Moleculares (TAMM) del Instituto de Diagndstico y Referencia

Epidemiolégicos “Dr. Manuel Martinez Baez”(InDRE) para su clonacion.

El control positivo obtenido, se probd en la verificacion de la RT-qPCR para la identificacidn
de HRVs grupo A utilizando los dos protocolos mencionados. Se compararon los resultados
obtenidos por RT-gPCR al gen NSP3 con los resultados obtenidos por RT-PCR de punto final al gen

VP6.

Los resultados demostraron que el control positivo amplificé en ambos protocolos de RT-
gPCR, con valores de ciclo umbral (CT, por sus siglas en inglés) dentro del intervalo de 7.0 a 7.68.
Ademas, los resultados obtenidos por RT-gPCR al gen NSP3 fueron concordantes con los resultados

obtenidos por RT-PCR de punto final al gen VP6.

En conclusidn, el control positivo resulta util para el diagndstico de HRVs grupo A por RT-
gPCR al gen NSP3 siguiendo cualquiera de los dos protocolos mencionados, obteniéndose
resultados similares. Ademads, se encontrdé que la RT-gPCR al gen NSP3 es tan sensible y especifica
como la RT-PCR de punto final al gen VP6 para la identificacién de HRVs grupo A, demostrando que
es un método que podria implementarse en la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica en

México (RNLSP).
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1. INTRODUCCION

Los rotavirus (HRVs) del grupo A son los principales agentes virales asociados a la enfermedad
diarreica aguda (EDA) en nifios menores de 5 afios en todo el mundo (Sociedad Espafiola de Epidemiologia,

2007).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada afio se reportan millones de casos de EDA
alrededor del mundo asociados a los rotavirus y la mayoria de las muertes ocurren en paises en vias de
desarrollo. Si bien, la implementacién de la vacuna ha disminuido la mortalidad asociada a la EDA. Esta
sigue representando un problema importante de salud publica; por lo que es crucial contar con métodos
de diagndstico que sean confiables y seguros pero que también generen la informacion necesaria de

manera oportuna y confiable (Sadiq et al, 2018; Meier, 2021).

Actualmente, el diagndstico de HRVs se hace mediante técnicas antigeno anticuerpo como el
ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) y mediante métodos
moleculares como la retrotrascripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR, por sus
siglas en inglés), ya sea de punto final o en tiempo real (RT-gPCR, por sus siglas en inglés). Esta ultima ha
resultado ser una metodologia tan sensible y especifica como la RT-PCR de punto final, con la ventaja de

gue proporciona la informacién en un menor tiempo (Tamay de Dios et al, 2013; De La Cruz et al, 2018).

Los controles son esenciales en los ensayos de RT-PCR, debido a que garantizan la interpretacion
de los resultados. Si bien, los controles positivos pueden comprarse o pueden obtenerse por técnicas como
el cultivo celular, la caracterizacion y secuenciacion de muestras clinicas y la clonacidn a través de un
plasmido. Esta ultima posee ventajas sobre las técnicas anteriores, debido a que es mds econdmico que
comprar un control comercial; ademas, se puede obtener un control positivo para un gen en especifico si
asi se desea y en ensayos de RT-qPCR, permite la cuantificacién de la muestra (Rodriguez et al, 2008;

Acevedo et al, 2009; Tamay de Dios, 2013).



2. MARCO TEORICO

2.1. ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA (EDA)

La enfermedad diarreica aguda (EDA) se define como la disminucion en la consistencia de las heces
y/o el aumento en la frecuencia de evacuaciones. La enfermedad suele durar en promedio siete dias y no

mas de catorce (Reyes et al, 2018).

El principal agente involucrado en casos de EDA de origen virico es el rotavirus (HRVs), siendo la
ruta fecal-oral su principal ruta de transmisidn. También se ha especulado que el contacto con secreciones
respiratorias, y/o el contacto con superficies contaminadas pudieran ser fuentes de transmisién directa,
dado que el virus es estable en el medio ambiente. De manera indirecta la transmisidon puede ser a través

de alimentos, agua, utensilios, etc. (Ldpez y Arias, 2001; Nates, 2015; Enfermedades, 2021).

Las infecciones por HRVs son generalmente asintomaticas en pacientes neonatos y adultos,
posiblemente por la inmunidad adquirida pasiva y activa, respectivamente. Sin embargo, estos dos grupos
de la poblacién son importantes reservorios para la transmision del virus a hospedadores que sean
susceptibles, que en su mayoria son nifios menores de cinco afos, en los que la infeccién es en general,

sintomatica (Nates, 2015).

Entre los principales sintomas que ocasiona la infeccién por HRVs se encuentra el vémito, seguido
de diarrea mucoide con presencia de restos de leche, con mds de ocho evacuaciones al dia en las que

puede o no haber fiebre (37.8°C — 39°C), dolor abdominal y deshidratacion (Reyes et al, 2018).

Debido a que la deshidratacion severa es el principal sintoma asociado a la gran mortalidad de la
EDA, la recomendacién principal en el tratamiento de este padecimiento es rehidratar al menor. El término
deshidratacién se emplea para designar a la pérdida consecutiva de agua y solutos. Para la deshidratacion

leve y moderada se recomienda la terapia de rehidrataciéon oral, también llamada TRO; y para la



deshidratacién severa se recomienda la hidratacidn intravenosa. A mas de cinco décadas de los primeros
reportes del uso de la TRO en México por Larracilla en el Hospital Infantil de México, esta sigue siendo el
tratamiento principal para el manejo de la EDA (Revilla, 2009; Centros para el Control y Prevencion de

Enfermedades [CDC], 2023).

La distribucion de esta virosis es universal. La incidencia de la EDA por rotavirus es similar en los
paises desarrollados y en los que estdan en desarrollo, donde aproximadamente un tercio de las
gastroenteritis severas son atribuibles al rotavirus, sin embargo, el 80% de las muertes por EDA suelen

ocurrir en estos ultimos (Revilla, 2009).

En paises de clima templado, las infecciones por rotavirus predominan en invierno, mientras que
en los paises tropicales los casos suelen ocurrir durante todo el aiio, aunque pueden detectarse picos mas

altos en invierno (Revilla, 2009).

2.2.  ROTAVIRUS (HRVs)

El rotavirus fue inicialmente descrito en 1973 por Ruth Bishop y sus colaboradores en Australia,
quienes describieron “particulas virales” al observar al microscopio electrénico biopsias del intestino
delgado de nifios con diarrea severa de origen no bacteriano. Con base a la morfologia de estos virus, cuya
apariencia al microscopio electrénico era de una rueda de carreta antigua (Figura 1), fueron nombrados

rotavirus, del latin rota, que quiere decir rueda (Tamayo y Moreno, 2007).



Figura 1

Apariencia al microscopio electrénico del rotavirus

Nota. Se puede observar la forma de “rueda de carreta” caracteristica del virus. Tomada de Tamayo y Moreno (2007)

(http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51652-67762007000100017&Ing=es&tIng=es.)

2.2.1. ESTRUCTURAYY GENOMA VIRAL

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y es un virus desnudo de doble cadena de RNA
(dsRNA) que tiene una arquitectura compleja de tres cdpsides concéntricas que rodean un genoma de 11
segmentos de dsRNA. Los segmentos codifican seis proteinas virales estructurales o VP, por sus siglas en
inglés, (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales o NSP, por sus siglas en inglés,

(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) (Crawford et al, 2017).

Las proteinas no estructurales estan involucradas en la replicacién del genoma viral (NSP1, NSP2,
NSP3, NSP5 y NSP6) y en antagonizar la respuesta inmune innata (NSP4), mientras que las proteinas
estructurales determinan la especificidad del hospedero y la entrada a la célula. La capa mas interna del
virén estd formada por la proteina VP2 y por pequefias cantidades de las proteinas VP1 (la RNA polimerasa)
y VP3 (la guanililmetil transferasa). En conjunto, el RNA del virus y las proteinas VP1, VP2 y VP3 forman el

nucleo o core viral; alrededor de este se localiza la proteina VP6, que forma la capa intermedia del virus, y



sobre esta se ensambla la capa mas externa del virén, formada por la glicoproteina VP7, de la cual se
proyectan 60 espiculas constituidas por VP4, la proteina de union a la célula. Esta proteina se escide con
tripsina, lo que da como resultado dos polipéptidos de menor peso molecular, VP5 y VP8, que forman
parte de la particula infecciosa. Las proteinas VP4 y VP7 contienen determinantes antigénicos que inducen
la formacién de anticuerpos neutralizantes (Figura 2) (Lépez y Arias, 2019).

Figura 2

Estructura del rotavirus
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Nota. A la izquierda, se observa el corte transversal del rotavirus donde se pueden apreciar las tres capas que lo
conforman vy las proteinas. A la derecha, se puede observar el patrén de migracidén electroforética de los 11
segmentos del genoma y que proteina codifica cada uno. Tomada y modificada de Crawford et al. (2017)

(https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.83)

2.2.1.1. PROTEINA NO ESTRUCTURAL 3 (NSP3)

La proteina no estructural 3 (NSP3, por sus siglas en inglés) esta codificada por el segmento 8 de

los HRVs. Tiene una longitud de 1066 pares de bases (pb) con regiones no traducidas de 25 y 131



nucledtidos en 5y 3’, respectivamente y codifica para una proteina de 315 aminodcidos (Contreras y

Padilla, 2018).

La proteina NSP3 esta involucrada en los procesos de replicacién viral. Se ha propuesto a la
proteina NSP3 como un regulador a nivel traduccional de la expresién génica de los HRVs, debido a su

capacidad para estimular la traduccién viral e inhibir la sintesis de proteinas (Contreras y Padilla, 2018).

Durante el ciclo replicativo de los HRVs, que ocurre en el citoplasma celular; los RNA mensajeros
virales son sintetizados dentro de la particula viral por la proteina VP1. Los transcritos de los HRVs poseen
en el extremo 5°una estructura tipo cap similar a la de los mensajeros celulares, mientras que en el
extremo 3'no tiene poliadenilacion y en su lugar posee una secuencia conservada (UGACC) en todos los

genes de HRVs que es reconocida por NSP3 (Contreras y Padilla, 2018).

El extremo amino terminal de NSP3 (NSP3-N) reconoce la secuencia conservada UGACC presente
en la regidn 3'terminal de los RNA mensajeros de HRVs. Mientras que, el extremo carboxilo terminal de
NSP3 (NSP3-C) interactua con el factor de iniciacidn de la traduccion (elF4G) evitando asi que la proteina

de unidn a poli(A) (PABP) sea reclutada en los complejos traduccionales (Contreras y Padilla, 2018).

Esta union de elFA4G hacia NSP3 favorece la traduccién de RNA mensajeros virales y al mismo
tiempo inhibe la traduccién celular debido a que inhibe la circularizacion de los extremos 5°-3"de los RNA

mensajeros celulares que esta mediada por elF4G-PABP (Contreras y Padilla, 2018).

2.2.2. CLASIFICACION

El rotavirus incluye diez grupos (especies) designadas con letra mayuscula de la AalaJ, clasificados
con base en diferencias antigénicas en la proteina VP6, la cual es la mds abundante del virus. Los rotavirus
del grupo A, By Cinfectan a los humanos, siendo los del grupo A los agentes etiolégicos mds importantes
de diarrea aguda en nifios menores de 5 afios en todo el mundo, ya que son responsables de un tercio de

los casos de diarrea severa que requieren hospitalizacién. Se ha reportado que los rotavirus del grupo B
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han producido brotes epidemioldgicos de diarrea en adultos en China, e infecciones esporadicas en paises
asiaticos; mientras que los del grupo C, rara vez estan implicados en la etiologia de la diarrea (Nates, 2015;

Bautista et al, 2020).

A su vez, el grupo A se subclasifica en genotipos G y P, con base en la secuencia de los genes que
codifican para la glicoproteina VP7 (para genotipos G) y la proteina sensible a la proteasa VP4 (para
genotipos P), lo que ha dado lugar a un sistema de clasificacién dual. Hasta ahora, se han identificado 27
genotipos G y 37 genotipos P; aunque las combinaciones mas prevalentes en el mundo son G1P[8], G2P[4],

G3P[8], GAP[8], GIP[8] y G12P[8] (Lopez y Arias, 2019; Mousavi-Nasab, et al, 2020).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

En paises industrializados la EDA viral es una de las enfermedades mds comunes en todos los
grupos de edad, y una causa importante de morbilidad; practicamente cada habitante padecerd uno o mas

episodios de EDA viral al afio (Sociedad Espafiola de Epidemiologia, 2007.).

Ademas de los rotavirus, la EDA de origen viral es causada por otros virus gastrointestinales tales
como calicivirus, como norovirus (NoV) y sapovirus (SaV), astrovirus (HAstrV), adenovirus (AdV), etc. En la
actualidad, como ya se ha mencionado, el agente viral mas frecuentemente encontrado en niflos menores
de 5 afios con EDA son los HRVs del grupo A, el segundo agente son calicivirus (NoV y SaV) y el tercer lugar

son HAstrV y AdV (Sociedad Espafiola de Epidemiologia, 2007).

2.3.1. SITUACION EPIDEMILOGICA DE LA EDA POR ROTAVIRUS A NIVEL MUNDIAL

La infeccion por HRVs es a nivel mundial, la primera causa de morbilidad en paises desarrollados
y la segunda causa de muerte, donde la mayoria de las muertes ocurren en paises en vias de desarrollo,
debido a que no se cuenta con los recursos y la atencién médica adecuada para mitigar los sintomas
asociados a la mortalidad, como lo son la deshidratacién y la malnutricion (Gémez et al, 2020; Meier,

2021).



Cada afio, la infeccion por rotavirus causa aproximadamente 450 000 muertes, mas de 2 millones

de hospitalizaciones y 25 millones de casos ambulatorios, segln reportes de la OMS (Sadiq et al, 2018).

Desde que se implementd la vacuna contra rotavirus en el 2006 en mas de 100 paises, se han
disminuido un 36% los casos de mortalidad y un 60% las hospitalizaciones de EDA asociada a HRVs; sin
embargo, sigue siendo una de las principales causas de enfermedad asociada, principalmente, a nifios

menores de cinco afios en todo el mundo (Meier, 2021).

2.3.2. SITUACION EPIDEMIOLOGICA DE LA ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA POR

ROTAVIRUS EN MEXICO

En México, la EDA por HRVs sigue siendo una de las principales causas de enfermedad y defuncién
en nifios menores de cinco anos, sobre todo en menores de un afo donde se presentan las tasas de
infeccion mds altas. Sin embargo, gracias a la aplicacion de la vacuna contra HRVs, se ha reducido la
morbilidad y la mortalidad, asi como las hospitalizaciones por esta infeccién; aunque, como se ha
mencionado, sigue siendo una de las principales causas de enfermedad, por lo que la vigilancia

epidemioldgica resulta importante (Lopez et al; 2021).

La vigilancia de HRVs se inicid a partir del afio 2008 y para el 2011 hubo un incremento del 71% en
los reportes, lo que representd una tasa de incidencia de 3.9 por cada 100 000 habitantes (Direccién

General de Epidemiologia [DGE], 2022).

De 2013 a 2019 disminuyd la notificacidon de casos en un 73.1% en comparacién con lo que se
reportd en 2011, afio en el que se alcanzé el pico maximo. La incidencia en 2019 fue de 1 caso por cada

100 000 habitantes (Figura 3) (DGE, 2022).

En 2020 se reportaron Unicamente 331 casos, quizas porque la vigilancia se enfocd en la pandemia

por COVID19 que aparecié en México a inicios del afio (DGE, 2022).



Figura 3

Casos e incidencias de la diarrea por rotavirus, México 2000-2020
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Nota. Tomada de manual de procedimientos estandarizados para la vigilancia epidemiolégica de la EDA (2022).

(https://epidemiologia.salud.gob.mx/gobmx/salud/documentos/manuales/44_Manual_EDA_2022.pdf)

2.4.  VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DEL ROTAVIRUS EN MEXICO

La vigilancia epidemiolégica de la EDA tiene la finalidad de obtener datos sobre la morbilidad,
mortalidad y los factores de riesgo asociados. Dichos datos se recopilan y se analizan para producir
informacién relevante para la poblacién. La vigilancia de |a EDA resulta atil a la hora de tomar decisiones
oportunas y adecuadas relacionadas con la prevencion y el control de esta enfermedad. La vigilancia
epidemioldgica del HRVs en México se realiza a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
(SINAVE), desarrollado por la Direcciéon General de Epidemiologia (DGE) y el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemioldgicos (InDRE), mediante la vigilancia centinela, a través de los Nucleos Trazadores
de Vigilancia Epidemiolégica (NuTraVe). La vigilancia centinela es una vigilancia basada en instituciones o
sitios designados que han sido seleccionados, ya sea por su ubicacion geografica, su especialidad médica

0 su capacidad para diagnosticar con precision y reportar datos de alta calidad (Revilla, 2009; DGE, 2022).



Un componente esencial de la vigilancia epidemioldgica es la identificacion mediante pruebas de
laboratorio de los agentes infecciosos asociados a enfermedades, que representan un riesgo a la
poblacién. Para ello, el SINAVE cuenta con el InDRE y la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
(RNLSP). La RNLSP es el conjunto de laboratorios con objetivos especificos que unifican los métodos
diagnésticos, los criterios para la interpretacidn de resultados, la transferencia de técnicas y metodologias,
la generacion de conocimiento y la formacidn de recursos humanos que garanticen que los procedimientos
técnicos y administrativos produzcan informacidn util para la vigilancia epidemioldgica y la operacion de

los programas preventivos (DGE, 2022)

2.4.1. SISTEMA ESPECIAL DE VIGILANCIA CENTINELA DE LA ENFERMEDAD DIARREICA
AGUDA CAUSADA POR ROTAVIRUS A TRAVES DE LOS NUCLEOS TRAZADORES DE

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA (NuTraVe)

Los Nucleos Trazadores de Vigilancia Epidemioldgica (NuTraVe) constituye una estrategia de
vigilancia epidemiolégica centinela. Se realiza través de un enfoque sindromatico y con la participacion del
laboratorio se identifica la circulacion de agentes causales, en este caso, rotavirus. El NuTraVe, estd
conformado por conglomerados de unidades médicas centinela del segundo y tercer nivel de atencion, un
laboratorio de diagndstico y una unidad coordinadora, que es la jurisdicciéon sanitaria. Estos estan
conectados mediante un sistema informatico en tiempo real (SINAVE), que detecta, identifica y caracteriza
oportunamente eventos de riesgo para la salud de la poblacidn, lo cual permite orientar las acciones de

prevencion y control (DGE, 2022).

El NuTraVe a través de este conjunto de unidades médicas, permite el diagndstico y el reporte de
datos, mediante métodos de recoleccion estandarizados que garantizan el intercambio de informacién

gue se genera (Figura 4) (DGE, 2022).
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Figura 4

Procedimientos de vigilancia centinela de diarrea por rotavirus

Nifio <5 aios 505pech0so iy
de diarrea por rotavirus

Analisis, elaboracion y difusion de informes Llenar ficha con datos y tomar muestra de heces

Clasificacion final del caso

Muestra negativa® e

b

Muestra positiva
«— =

de Referencia

¥~ Muestra indeterminada d—

*Un porcentaje de las muestras negativas deben ser enviadas al LNR para el control de calidad

Nota. Tomada de vigilancia de rotavirus de la Organizaciéon Panamericana de la Salud (2009).

(https://www.paho.org/es/temas/rotavirus)

2.5. METODOS DE DIAGNOSTICO

Actualmente, el diagndstico de la EDA causada por HRVs se realiza principalmente mediante la
deteccidon de antigenos virales o por métodos moleculares basados en la deteccién de genes especificos.
Entre los métodos mas utilizados para el diagndstico de rotavirus se encuentran la microscopia electrénica
(ME), la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), el ELISA y la retrotranscripcién acoplada a la
reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR), ya sea de punto final o en tiempo real (RT-gPCR) (Buesa et

al; s.f; Balasobre y Alarcén, 2017).
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2.5.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA (ME)

El HRVs puede ser facilmente detectado por microscopia electrénica (ME) (Figura 5) cuando se
encuentra en elevadas concentraciones en las heces, lo que con frecuencia ocurre en las personas
infectadas que presentan sintomatologia; aunque se estima que se requiere de 10° particulas virales por
gramo de muestra para poder ser observadas. El procesamiento de la muestra no es complejo ni laborioso,
en pocos minutos se puede realizar una tincion negativa y facilmente se puede identificar al HRVs, debido
a su morfologia caracteristica de “rueda de carreta”. Por esta razén, su principal ventaja radica en la
facilidad para detectar al virus. No obstante, adquirir un microscopio electrénico resulta costoso y su
mantenimiento implica un gasto econdémico significativo. Adicionalmente, se requiere de un espacio
adecuado para su almacenamiento. Lo anterior, ademds de la necesidad de una carga viral alta para su
deteccion, constituyen importantes desventajas en comparacidn con otras técnicas de diagndstico (Buesa
et al; s.f.).

Figura 5

Particulas virales de rotavirus observadas a través de microscopia electronica

Nota. Se puede apreciar la morfologia caracteristica de “rueda de carreta”. Tomada de rotavirus y otros agentes

virales de gastroenteritis (2008). (https://www.microbiologybook.org/Spanish-Virology/spanish-chapter17.htm)

12



2.5.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

Esta técnica tiene como propdsito determinar la presencia del genoma de doble cadena de RNA
(dsRNA) del rotavirus a partir de muestras fecales, debido a que es un método que permite separar los 11
segmentos de dsRNA bajo la influencia de un campo eléctrico utilizando como soporte al gel de
poliacrilamida. Estos 11 segmentos migran a través del gel del dnodo al cadtodo dependiendo de su carga

y peso molecular (Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos [InDRE], 2023).

La muestra se considera positiva si se observa la presencia de los 11 segmentos de RNA (Figura 6)
o cualquiera de los segmentos que conforman el primer bloque (que posee 4 bandas), y se considera
negativa cuando hay ausencia de los 11 segmentos de RNA o bien, la observacién de segmentos

inespecificos no correspondientes al genoma de rotavirus (InDRE, 2023).

Figura 6

Patrones de migracion electroforética de los 11 segmentos del genoma de rotavirus en gel de poliacrilamida al 5%

tefiido con nitrato de plata

wo~sS03QO WV
no~s3m3Q@OWV

Nota. De los carriles 1-5 se observan electroferotipo largo, carriles 6-10 electroferotipo corto. Tomada del Instituto
de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez” (InDRE) (2023)

(https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/811052/Lineamientos_V_L_Rotavirus-0323.pdf)

13



La técnica de PAGE permite facilmente la identificacidén de los grupos de relevancia médica (A, By
C) através a su patron de migracion electroforética (Figura 7); sin embargo, es una técnica que posee baja
sensibilidad con respecto a otras técnicas como los inmunoensayos o las técnicas moleculares, debido a
qgue para que el electroferotipo sea facilmente observado, se debe contar con una carga viral alta, lo que
aumenta las posibilidades de reportar falsos negativos si no se tiene mucha experiencia (Buesa et al, s.f).
Figura 7

Imagen de un gel de PAGE que muestra los diferentes patrones de migracion de los segmentos de los grupos A, By C

de rotavirus

Nota. Tomada de Organizacion Mundial de la Salud (2009) (https://apps.who.int/iris/handle/10665/70122).

2.5.3. ENSAYO DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

El ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas o ELISA, es una técnica que detecta la proteina
VP6 presente en los rotavirus. La prueba utiliza anticuerpos en un ELISA tipo sandwich en fase sélida que
detecta al antigeno del HRVs grupo A; para ello, los micropocillos estan recubiertos con un anticuerpo
especifico de HRVs, al que se le afiade suspensidn fecal y se incuba simultdneamente con un anticuerpo

policlonal especifico de HRVs que esta conjugado con la enzima peroxidasa. El antigeno presente en la

14



muestra fecal queda capturado entre el anticuerpo que estd en la fase sélida y el anticuerpo conjugado
con la enzima (Figura 8) (Meridian Bioscience, 2008).

Figura 8

Esquema de un ELISA tipo sandwich

O r Sustrato

Anticuerpo de caplura

Nota. Tomada de Labster Theory (2021) (https://www.gastrolabperu.com/examenes/rotavirus-antigeno-fecal-

(elisa)-.html).

La prueba se reporta como positiva si se produce un cambio de color de incoloro a azul en los
micropocillos. Una intensidad de color muy por encima de los niveles de fondo indica la presencia de
antigeno de HRVs; por el contrario, se reporta como negativa si no se produce ningun cambio de color

(Meridian Bioscience, 2008).

Comparado con las técnicas de microscopia electrénica y PAGE, el ELISA posee una sensibilidad
del 100% y una especificidad del 97%, por lo que un resultado positivo confirma la existencia de una
infeccidn por rotavirus. Sin embargo, existe la posibilidad de que se presente un falso negativo, lo cual

puede deberse a que la muestra se colectd cuando la excrecion fecal del virus habia declinado a niveles
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por debajo del nivel de deteccion del ELISA (Meridian Bioscience, 2008; Laboratorio de Investigacion de

Enfermedades Gastrointestinales [GastroLab], 2014)

Si bien, el ELISA es una técnica rapida, muy sencilla y facil de interpretar, posee una menor

sensibilidad con respectd a las técnicas moleculares como la RT-PCR (Buesa et al, s.f.).

2.5.4. RETROTRANSCRIPCION ACOPLADA A LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

DE PUNTO FINAL (RT-PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1986 y su

objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de DNA (Diaz et al, 2013).

La PCR se fundamenta en la propiedad de la DNA polimerasa para replicar hebras de DNA.
Mediante esta reaccion se logra multiplicar el nimero de copias de un fragmento especifico de DNA. Como
cada fragmento sintetizado sirve como base para sintetizar otros fragmentos en el siguiente ciclo, el

numero de copias aumenta en forma exponencial (Diaz, C. et al, 2013; Espinosa, 2007)

Con una sola molécula de DNA, se producen dos nuevos fragmentos de DNA en cada ciclo de PCR.
Asi que, con 30 ciclos de PCR se producirdn 23°, esto es, 1 073 741 824 nuevos fragmentos de DNA

(Espinosa, 2007).

La PCR se lleva a cabo en tres pasos; el primero es la desnaturalizacién o separacién de las hebras
de DNA, el segundo es la unidn de los oligonucledtidos o cebadores a las cadenas simples de DNA v, el
tercero, la extensidn o polimerizacion, donde la DNA polimerasa cataliza la formacién de una doble cadena
de DNA (Figura 9). La reaccién es altamente especifica debido a que los oligonucledtidos son

complementarios a los extremos del fragmento que se requiere amplificar (Diaz, C. et al, 2013).
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Figura 9

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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Nota. Tomada de reaccion en cadena de la polimerasa (s.f.). (https://www.genome.gov/es/genetics-

glossary/Reaccion-en-cadena-de-la-polimerasa)

Multiples aplicaciones y modificaciones de esta técnica han sido descritas, entre las que se
encuentra la retrotrascripcidon acoplada a la PCR o RT-PCR. La RT-PCR comprende a grandes rasgos dos
procesos, el primero, una transcripcidn inversa, en donde a partir de RNA se sintetiza DNA complementario

o cDNA, y el segundo, con el cDNA sintetizado se realiza posteriormente la PCR correspondiente (Figura

10) (Diaz, C. et al, 2013).
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Figura 10

Retrotrascripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
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Nota. Tomada de Ramirez Pacheco et al. (2013). (https://www.elsevier.es/es-revista-gaceta-mexicana-oncologia-

305-articulo-herramientas-moleculares-su-utilidad-el-X1665920113270127).

La RT-PCR posee una mayor sensibilidad y especificidad con respecto a otras técnicas, por ejemplo,
las antigeno-anticuerpo como el ELISA, debido al uso de cebadores o primers que son complementarios al
DNA, lo que la hace mas especifica . Ademas, la propiedad de la DNA polimerasa en la que se fundamenta
la técnica, la hace mucho mas sensible debido a que solo se necesita una pequefia cantidad de material

genético para obtener una gran cantidad de copias de genoma (Espinosa, 2007; Diaz, C. et al, 2013).

Debido a lo mencionado anteriormente, la técnica de RT-PCR se utiliza ampliamente como método
de referencia en la vigilancia epidemioldgica. Sin embargo, presenta algunas limitaciones. En primer lugar,
es semicuantitativa. Ademas, existen diversos factores asociados a la electroforesis en gel de agarosa que
pueden influir en la sensibilidad y la resolucion para la visualizacidn de las bandas (Freeman et al, 2008;

Luchs y Tavares Timenetsky, 2016).
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2.5.5. RETROTRANSCRIPCION ACOPLADA A LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

EN TIEMPO REAL (RT-gPCR)

Los primeros que sentaron las bases para desarrollar la PCR en tiempo real fueron Higuchi y sus
colaboradores entre 1992 y 1993, basados en el principio de la fluorescencia del bromuro de etidio cuando
se intercala con el DNA. Para ello, Higuchi y sus colaboradores realizaban un ciclo de la PCR y tomaban una

foto con luz UV (Tamay de Dios et al, 2013).

El término en tiempo real se refiere a que la deteccidn de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccidon; ademas, también es posible cuantificar el producto de PCR (Tamay de Dios, et al,

2013).

El principio de la técnica se basa en el mismo que para la PCR punto final, solo que la forma en
como se detectan y se analizan los productos de amplificacidon es a través del uso de moléculas que
absorben energia cuando son excitadas por una fuente de energia a una longitud de onda especifica, y
emiten esta energia en forma de fluorescencia a otra determinada longitud de onda; estas moléculas son

Ilamadas fluoréforos (Aguilera et al, 2014)

Ademas de los fluoréforos, se necesita de un sistema fluorométrico para detectar los productos
de amplificacién que consiste en una fuente de energia que excite a estos fluoréforos y un sistema de

deteccion que permita monitorear la sefial emitida (Aguilera et al, 2014)

El monitoreo de los productos amplificados conforme transcurre la reaccién puede ocurrir por dos
métodos: los primeros son métodos no especificos, que se basan en el uso de moléculas intercalantes que
tienen afinidad por el DNA de doble cadena y que al ser oxidados generan una sefial fluorescente. La
fluorescencia emitida es capturada durante la extension de cada ciclo y es proporcional al nimero de
copias obtenidas en cada ciclo de la PCR. El reportero mas usado para estos fines se Ilama SYBR Green;

esta molécula no unida al DNA practicamente no emite fluorescencia, sin embargo, al unirse al surco
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menor del DNA incrementa 1000 veces su fluorescencia . Aunque el SBYR Green es uno de los reporteros
mas utilizados debido a su bajo costo, la principal desventaja es que puede unirse a cualquier molécula de
DNA de doble cadena, incluyendo dimeros de primers, por lo que la seifal emitida puede no ser especifica

(Tamay de Dios et al, 2013).

Por otro lado, estdn los métodos especificos que siguen el principio conocido como “transferencia
de energia de resonancia fluorescente” o FRET. Este método consiste en transferir energia desde un
donador o reportero fluorescente, a un aceptor o “quencher”. Ambos se encuentran en estrecha union
mientras la sonda no hibride a su secuencia blanco; cuando hibrida, ocurren cambios conformacionales en
el reportero y el aceptor, lo cual permite la actividad exonucleasa 5°- 3" de la Taq polimerasa para que
rompa esta unién, logrando que la fluorescencia emitida por el reportero sea liberada y capturada por el
sistema de deteccion del termociclador. Un ejemplo de estos sistemas son las sondas comerciales

conocidas como TagMan (Tamay de Dios et al, 2013).

Sin embargo, no es suficiente con detectar la amplificacion en tiempo real y capturar la
fluorescencia de cada muestra, el analisis es el paso final. Para ello, los termocicladores estan provistos de
una PC con un software que genera una serie de graficas en donde se muestran los datos necesarios para
conocer si la reaccidn fue exitosa. Una de estas graficas es la curva de amplificacion (Figura 11) que

muestra el curso y el progreso de la reaccién (Tamay de Dios et al, 2013).
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Figura 11

Ejemplo de un grdfico de amplificacion
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Nota. En el eje “Y” se muestra la cantidad de fluorescencia y en el eje “X” los ciclos de reaccidn. La amplificacién se
detecta en cada ciclo de la reaccién, midiendo el incremento de la fluorescencia que es proporcional al aumento de

DNA. Tomada de Tamay de Dios et al. (2013) (https://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-2013/ir132d.pdf).

De acuerdo con De la Cruz et al (2018), la RT-PCR en tiempo real es de 1000 a 10000 veces mas
sensible que la RT-PCR de punto final en la identificacién de HRVs debido a que puede identificar las
muestras que tiene una muy baja carga viral. Se estima que puede detectar de 1 a 10’ equivalentes

gendmicos (Aguilera et al, 2014).

Ademas de su alta especificidad y sensibilidad sobre otras técnicas de diagndstico; en la RT-PCR
en tiempo real se puede monitorear el producto de amplificacién conforme ocurre la reaccién, por lo que
no es necesario el uso de geles de agarosa para conocer si la reaccion se llevd de manera exitosa.
Asimismo, la facilidad con la que se pueden leer los resultados hace que esta técnica pueda reemplazar a

la RT-PCR de punto final como el método de referencia en la vigilancia epidemioldgica (Diaz, O; 2020).
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Si bien, es una técnica que puede resultar costosa al principio debido a la adquisicion del
termociclador en tiempo real, posee caracteristicas que la hacen una herramienta muy util en la vigilancia
epidemioldgica; ya que, como se menciond antes, la amplificacién y la deteccién se realizan en un solo
paso; por lo que es mas rapida, y no solo se puede detectar al HRVs, también se puede cuantificar la carga

viral (Tamay de Dios, 2013; Diaz, O; 2020).

2.6.  CONTROLES EN LOS ENSAYOS DE RT-PCR

Los controles son un elemento esencial en cualquier ensayo de PCR, ya que garantizan el
desarrollo del ensayo y la interpretacién de los resultados, debido a que permiten evaluar posibles falsos

positivos y negativos (Acevedo et al, 2009).

Si bien, la forma mas facil de implementar controles positivos para los ensayos de PCR es a través
de la compra de kits comerciales, existen algunas desventajas con respecto a estos como el costo, pues
estos kits no son baratos y estan limitados a un nimero de reacciones. Ademas, dependiendo de la marca,
este control puede contener el genoma completo del rotavirus y muchas veces son fabricados para

utilizarse con los insumos de la misma marca para PCR. (Vircell, s.f; Acevedo et al, 2009).

Debido a esto, se ha recurrido a diversas metodologias para la obtencién de controles positivos en
el laboratorio como, el uso de una muestra clinica, el cultivo celular y la clonaciéon mediante un plasmido.
Sin embargo, el uso de una muestra clinica no resulta muy conveniente debido a la poca disponibilidad de
esta, ya que la cantidad de materia fecal de la que se dispone es limitada, lo que no permite mantener a
una sola muestra como control positivo fijo. Por otro lado, el aislamiento en cultivo celular de rotavirus
requiere de condiciones especiales para su crecimiento, es una técnica muy laboriosa y también es muy

cara (Rodriguez et al, 2008).

Por lo anterior, la clonacion mediante el uso de un plasmido resulta en una estrategia viable para

la obtencién de controles, debido a que se puede obtener un control positivo para un gen en especifico y
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una vez realizada la clonacién se puede tener alicuotas de este cuando se necesiten. Ademads, para ensayos
de PCR en tiempo real (qPCR), contar con el DNA clonado de un plasmido, constituye una gran ventaja, ya
gue no solo garantiza el control de amplificacién para falsos positivos, sino que permite la deteccidn por

numero de copias con lo cual, se puede conocer la concentracion de una muestra (Acevedo et al, 2009).

3. JUSTIFICACION

La EDA representa un problema de salud importante a nivel mundial; cada afio se reportan
millones de casos de EDA en todo el mundo y un gran nimero de estos terminan en la muerte del paciente,
siendo los nifios menores de cinco afios los principales afectados y el HRVs grupo A, uno de los principales

agentes involucrados.

Debido a esto, la vigilancia epidemioldgica de la EDA ha resultado en una estrategia de gran
importancia para generar informacidn que permita establecer medidas de prevencién y control, por lo que
es necesario contar con métodos de diagndstico que sean sensibles y especificos, y que generen

informacién confiable y oportuna para la toma de decisiones.

La RT-gPCR al gen NSP3 ha demostrado ser una herramienta de laboratorio altamente sensible y
especifica para la identificacion de HRVs grupo A, la cual se ha utilizado de forma comparativa con otras
metodologias de diagnéstico en el laboratorio de virus gastrointestinales del InDRE, proporcionando
informacién epidemioldgica relevante. Por lo anterior, seria de gran importancia la implementacién de

esta metodologia en la RNLSP para fortalecer la vigilancia epidemioldgica del HRVs en México.

Sin embargo, para la implementacion de esta metodologia en la RNLSP, la acreditacién vy
verificacion son requisitos indispensables y el uso de un control positivo ayudaria en el cumplimiento de
los parametros de verificacién. No obstante, para la obtencidn de un control positivo, el cultivo celular es
una técnica dificil de llevar a cabo para HRVs, debido a la diversidad de genotipos existentes; y el uso de
una muestra clinica no resulta viable, debido a que en ocasiones no se cuenta con un volumen suficiente
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para mantener esa muestra clinica como un control positivo fijo. Por lo tanto, en este trabajo, se planted
la obtencidn de un control positivo a partir de la clonacién del gen NSP3 en un pldsmido, para su posterior
uso en el método de RT-qPCR para la identificacion de HRVs grupo A. Dicho control serviria para la

verificacion de este método para su posible implementacion en la RNLSP a futuro.

4. OBIJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

e Disefiary obtener un control positivo para el gen NSP3 de HRVs y evaluar su aplicacién en el

método de RT-qPCR para la identificacion de HRVs grupo A.

4.2. OBIJETIVOS PARTICULARES

e Realizar ensayos de alineamiento de la secuencia del gen NSP3 con las secuencias de los
iniciadores utilizados para la identificacién de HRVs grupo A por RT-qPCR descritos en los
protocolos de Jothikumar y Freeman para seleccionar la secuencia que servird como control
positivo.

e Estandarizar una RT-PCR de punto final para la obtencion del producto de amplificacién a
partir de la secuencia seleccionada del gen NSP3 a través de los ensayos de alineamiento.

e Purificar el producto de amplificacion obtenido para su posterior clonacidn y secuenciacion
por el Laboratorio de Métodos Moleculares (TAMM) del InDRE.

e Obtener el pldsmido con la secuencia seleccionada del gen NSP3 que servird como control
positivo.

e Evaluar el uso del control positivo en la verificacion del método de RT-gqPCR para la

identificacion de HRVs grupo A a través de los protocolos de Jothikumar y Freeman.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Un total de 33 muestras de materia fecal provenientes del banco de muestras del Laboratorio de

Virus Gastrointestinales (LVGI) del InDRE fueron proporcionadas para este estudio.

4.2. SELECCION DE MUESTRAS

4.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes menores de 5 afios con un diagndstico de gastroenteritis viral.

e Muestras que contengan mas de 2 ml.

e Muestras previamente identificadas y caracterizadas por el LVGI mediante RT-PCR de
punto final al gen VP6 tanto positivas como negativas a HRVs.

e Muestras identificadas por el LVGI como positivas a NoV, HAstrV y AdV de pacientes

menores de 5 afios para el ensayo de especificidad analitica.

4.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes mayores de 5 afios.
e Pacientes con un diagndstico de gastroenteritis bacteriana o parasitaria.

e Muestras que contengan menos de 2 ml.
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4.3. DISENO Y OBTENCION DEL CONTROL POSITIVO AL GEN NSP3 DE ROTAVIRUS
GRUPO A

4.3.1. ENSAYO DE COMBINACION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE LOS
INICIADORES Y SONDAS DE LOS PROTOCOLOS DE JOTHIKUMAR ET AL. Y FREEMAN
ET AL. PARA LA IDENTIFICACION DE HRVs DEL GRUPO A AL GEN NSP3 POR RT-qPCR

CON LA SECUENCIA DEL GEN NSP3

Realizar un ensayo de combinacidn y alineamiento de las secuencias, tomando la secuencia
completa del gen NSP3 de HRVs grupo A con numero de identificacion DQ146697 en la base de datos
GenBank del National Center for Biotecnology Information (NCBI) y las secuencias de los iniciadores para
la identificacion de HRVs grupo A por RT-gqPCR descritos por Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al.

(2008) (Tabla 1).

Tabla 1

Secuencias de los iniciadores y sondas para la identificacion de HRVs grupo A por RT-qPCR al gen NSP3 de los

protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008)

Protocolo Iniciador/sonda Secuencia (5°-3") Posicidn
JVKF CAGTGGTTGATGCTCAAGATGGA 19-39
Jothikumar JVKR TCATTGTAATCATATTGAATACCCA 123 -147
JVKP FAM-ACAACTGCAGCTTCAAAAGAAGWGT 72-96
NVP3-FDeg ACCATCTW?ACACRTRPACCCTC 963 —982
Freeman NVP3-R1 GGTCACATAACGCCCCTATA 1034 - 1053
NVP3-Probe A“"GAGCACAATAGTTYAAAAGCTAACACTGTCAA 984 - 1026

Nota. FAM = Reportero; BHQ = Quencher; W =T, U o A (cédigo IUPAC); PR = A o G (cédigo IUPAC); “Nucleétido
marcado con el reportero FAM ; “Nucleétido marcado con el quencher BHQ1

Las secuencias de los iniciadores y sondas se alinean con la secuencia completa del gen NSP3 en

el software BioEdit Sequence Alignment Editor con la finalidad de elegir el par de iniciadores que se utilizan
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en la RT-PCR de punto final al gen NSP3 para la obtencidn del producto de amplificacidn que se utilizara
como control positivo; el cual tiene que tener el tamafio suficiente para ser clonado y contener la

secuencia blanco para los iniciadores y las sondas empleados en los dos protocolos de RT-qPCR.

4.3.2. ESTANDARIZACION DE LA RT-PCR DE PUNTO FINAL AL GEN NSP3 PARA LA
OBTENCION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION QUE CONTIENE LA SECUENCIA

SELECCIONADA PARA SER UTILIZADA COMO CONTROL POSITIVO

4.3.2.1. INICIADORES Y CONDICIONES DE REACCION

Para obtener el producto de amplificacién con la secuencia a usar como control positivo; se
emplean los iniciadores seleccionados a partir de los ensayos de alineamiento y combinacidon de
secuencias, que son el iniciador JVKF, del protocolo de Jothikumar et al. (2009) y NVP3-R1, del protocolo
de Freeman et al. (2008) (Tabla 1). Al ser iniciadores de dos protocolos diferentes, no se cuenta con un

protocolo de RT-PCR de punto final para obtener este producto de amplificacion.

Por lo que primero se estandariza una RT-PCR de punto final al gen NSP3 para la obtencidn de este
producto de amplificacion. Por lo que, se realizé una RT-PCR de gradiente de temperaturas para elegir la
temperatura éptima de alineamiento, asi como ensayos de RT-PCR de punto final con diferentes
cantidades de los iniciadores, dNTP’s, enzima y catién magnesio para determinar las condiciones éptimas

con las que se obtiene un producto de amplificacidn sin bandas inespecificas.

Con los resultados de estos ensayos se propone el protocolo descrito en la tabla 2 y las mezclas de

reaccion descritas en la tabla 3 para llevar a cabo la reaccion.
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Tabla 2

Protocolo de amplificacion propuesto para RT-PCR de punto final al gen NSP3 para la obtencion del producto con la

secuencia a utilizar como control positivo

Evento Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 2 min, 30 seg
50°C 30 min
Sintesis de cDNA
94°C 2 min
95°C 30 seg
30 ciclos de PCR 61°C 30 seg
72°C 1 min
Extension final 72°C 7 min
Refrigeracion 4°C oo

Tabla 3

Mezclas de reaccion propuestas para realizar la RT-PCR de punto final al gen NSP3 para la obtencion del producto de

amplificacién con la secuencia a usar como control positivo

Reactivo Volumen (pL)
Agua 9.5
Iniciador JVKF 0.25
Mezcla de reaccion 1
Iniciador NVP3-R1 0.25
RNA 4
Regulador 2X 12.5
Enzima 0.5
Mezcla de reaccion 2
dNTP’s 1.5
Mg?* 1.5
Volumen final 30

La reaccidn se realiza en un termociclador Mastercycler ep de Eppendorf y la mezcla de reaccion

1 con los iniciadores y las muestras, se lleva a una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2.5 minutos descrita
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por De La Cruz et al (2018). Una vez que se desnaturaliza, se pausa el programa de ciclado para agregar la
mezcla de reaccion 2, que contiene la enzima, el buffer de reaccidn, los dNTP’s y el cation magnesio, y
posteriormente se reanuda el programa.

Una vez terminada la reaccién, se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro

de etidio para visualizar los productos de amplificacién.
4.3.3. OBTENCION DEL PLASMIDO CON LA SECUENCIA DEL GEN NSP3 PARA SU USO

COMO CONTROL POSITIVO

La obtencidn del control positivo se realiza con ayuda del Laboratorio de Transferencia de

Métodos Moleculares (TAMM) del InDRE.

Para ello, una vez que se selecciona la muestra y se obtiene el producto de amplificacion, este se
envia al Laboratorio de Genoma de Patdgenos para que sea secuenciado con la finalidad de verificar que

la secuencia de este este producto de amplificacién corresponde a la secuencia del gen NSP3.

Una vez que se verifica dicha secuencia, este producto de amplificacién se envia junto con los

iniciadores JVKF y NVP3-R1, que es con los que se obtiene, al laboratorio de TAMM para su clonacién.

El procedimiento de clonacion requiere que se genere un producto de RT-PCR que contenga

extremos cohesivos para que estos sean insertados en el plasmido pDrive, que es el vector de clonacién.

Para obtener el producto con el extremo cohesivo se emplea una DNA polimerasa sin actividad
correctora para generar un extremo 3’con un nucledtido de adenina sin aparear. Este extremo es

complementario al extremo del vector pDrive, que posee un nucleétido de timina.

Una vez que se obtiene el inserto, se purifica y se visualiza por electroforesis en gel de agarosa

para verificar el tamafio en pares de bases y la ausencia de bandas inespecificas.
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Después de que se purifica, el producto se aflade a la mezcla de ligacidn que se prepara con el
estuche de clonacién PCR Cloning Kit de Qiagen. Esta mezcla contiene la master mix de ligacidén 2X y el

pDrive Cloning Vector, y se incuba por 30 minutos a una temperatura de entre 4 a 16°C.

Una vez transcurrido este tiempo, se hace la introduccidn del vector que contiene el inserto en la
cepa hospedera de Escherichia Coli para la propagacién de las clonas. Por lo que se descongelan las células
competentes de E. Coli; para ello se les afiade 2 pul de la mezcla de ligacién y se incuba en hielo por 30

minutos.

Posteriormente, el tubo se incuba a 42°C por 30 segundos sin agitacién, se sumerge
inmediatamente en hielo por 2 minutos, se le afiade 250 ul del medio de recuperacidn que contiene el kit

y se incuba de nuevo, en agitacion por 1 hora.

Una vez hecho esto, se colocan 100 ul de esta mezcla a dos cajas Petri que contienen medio de
seleccion LB agar que esta adicionado con ampicilina, kanamicina, 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-
galactopiranésido (X-gal) e isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y se incuba a 37°C por 20 horas.
Pasada la incubacidn, se identifican las colonias blancas porque son las colonias que contiene al vector con

el inserto.

De estas colonias, se seleccionan dos para resembrarlas en el medio de seleccion para verificar
gue crezcan bajo la presion selectiva de los antibidticos y se incuban a 37°C por 18 horas y posteriormente

se pasan a 4°C.

Una vez que se tiene estas colonias, se hace la extraccion del DNA plasmidico y se cuantifica el

extracto por espectrofotometria para determinar la concentracion.

Finalmente, se realiza la verificacidn de la clonacién mediante una reaccion de PCR utilizando los

iniciadores JVKF y NVP3-R1, de los cuales se obtiene el inserto, y se hace una electroforesis en gel de
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agarosa con bromuro de etidio para verificar la presencia y el tamafio del producto. Posteriormente, se

hace la secuenciacién nucleotidica por el Laboratorio de Genoma de Patégenos del InDRE.
4.4. VERIFICACION DE LA RT-qPCR AL GEN NSP3 PARA LA IDENTIFICACION DE HRVs DEL
GRUPO A USANDO EL CONTROL POSITIVO OBTENIDO

4.4.1. EXTRACCION DE RNA A PARTIR DE MATERIA FECAL

La extraccion de RNA se hace de manera automatizada en el robot de extraccion de acidos

nucleicos MagNA Pure 24 System (Roche).

Para ello, se hace un pretratamiento de las muestras colocando 500 pl de materia fecal de cada
muestra en tubos eppendorf de 1.5 ml a los que se le agrega 500 pl de solucidn salina, se agita en vortex

y se centrifuga a 14800 rpm por 15 minutos.

Posteriormente, se toman 200 pl de cada sobrenadante y se colocan en la placa de procesamiento
de muestras, las cuales se colocan en el robot MagNA Pure 24 System y se continua con el protocolo de

extraccion.

4.4.2. INICIADORES, SONDAS Y CONDICIONES DE REACCION

Se utilizan los iniciadores JVKF, JVKR y la sonda JVKP descritos por Jothikumar et al. (2009) vy los
iniciadores NVP3-FDeg, NVP3-R1 y la sonda NVP3-Probe descritos por Freeman et al. (2008) (Tabla 1). Las

reacciones se llevan a cabo siguiendo las indicaciones descritas en estos protocolos (Tabla 4).

31



Tabla 4

Protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) para la identificacion de HRVs grupo A por RT-qPCR al

gen NSP3
Termociclador Evento Temperatura y tiempo
Eppendorf Mastercycler  Desnaturalizacion inicial 95°C por 2.5 min
ep
Transcripcion reversa 50°C por 30 min
Inactivacion de la RT 95°C por 2 min
Protocolo Jothikumar Protocolo Freeman
Applied Biosystems
40 ciclos de 94°C por 10 seg 95°C por 15 seg

7500 Real-Time PCR
desnaturalizacion

Alineamiento 55°C por 60 seg 60°C por 60 seg

Extensidn final 72°C por 20 seg

Para cada uno de los protocolos de RT-qPCR se hacen dos mezclas de reaccion y se llevan a un
volumen final de 25 pl (Tabla 5).

Tabla 5

Mezclas de reaccion de los protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) para la identificacion de

HRVs grupo A por RT-gPCR al gen NSP3

Reactivo Volumen (pL)
Agua 8.5
Iniciador Forward* 0.5
Mezcla de reacciéon 1 Iniciador Reverse* 0.5
Sonda* 0.5
RNA 2
Mezcla de reaccién 2X 12.5
Mezcla de reaccién 2
Enzima 0.5
Volumen final 25

Nota. *De acuerdo con el protocolo, se utilizaron los iniciadores y la sonda descritos en la tabla 1 para la mezcla de

reaccion 1.
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Mediante el uso de un termociclador Mastercycler ep de Eppendorf para reacciones de RT-PCR de
punto final, la mezcla de reaccidon 1, que incluye los iniciadores, la sondas y las muestras de RNA, se lleva
a una desnaturalizacién inicial a 95°C por 2.5 minutos descrita por De la Cruz et al (2018), una vez
terminado el proceso de desnaturalizacidn, se agrega la mezcla de reaccién 2, que contiene a la enzimay
el buffer, y se termina el protocolo en el termociclador Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR para

reacciones de RT-qPCR.

4.4.3. APLICACION DEL CONTROL POSITIVO EN LA VERIFICACION DE LOS PROTOCOLOS DE
JOTHIKUMAR ET AL. (2009) Y FREEMAN ET AL. (2008) PARA LA IDENTIFICACION DE

HRVs GRUPO A POR RT-qPCR AL GEN NSP3

El control positivo se prueba realizando la verificacién de los protocolos de Jothikumar et al. (2009)

y Freeman et al. (2008) para la identificaciéon de HRVs grupo A por RT-qPCR al gen NSP3.

Los parametros de linealidad, eficiencia, sensibilidad analitica, precisién y prueba de t pareada se
emplearon para evaluar propiamente al control positivo; mientras que los pardmetros de sensibilidad y
especificidad diagndstica, exactitud diagndstica, tasa de falsos positivos, tasa de falsos negativos, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo, indice kappa y especificidad analitica se utilizaron para

verificar el método de RT-qPCR.

4.4.3.1. LINEALIDAD Y EFICIENCIA

Para la evaluacidén de la linealidad, la eficiencia, la sensibilidad analitica, el intervalo reportable y
el limite de deteccidn se construye una curva estandar a partir del control positivo para cada uno de los

protocolos mencionados.

Se hacen diluciones seriadas en base 10 (10, 10%, 103, 10%, 10°, 10°, 107) del control positivo; estas
diluciones se utilizan en las reacciones de RT-gPCR al gen NSP3 para realizar la curva estandar con la que

se obtiene la ecuacion de la recta.
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La linealidad se reporta con base en el valor obtenido por el coeficiente de correlacién (r?) y el
porcentaje de eficiencia se reporta con base en el valor obtenido de la pendiente (m) de la ecuacién de la

recta a través de la siguiente férmula:

-1

% de eficiencia = [[10(pendiente)] — 1] x100%

4.4.3.2. SENSIBILIDAD ANALITICA

Este parametro se reporta con el valor de la pendiente de la recta (m) que se obtiene de la curva

estandar para cada uno de los protocolos mencionados.

4.4.3.3. INTERVALO REPORTABLE Y LIMITE DE DETECCION

A través de la curva estdndar se identifican las muestras con la mayor y la menor concentracion
de copias de genoma de HRVs, por lo que el intervalo reportable es el rango que existe entre la menory
la mayor concentracién de copias de genoma de HRVs, mientras que el limite de deteccidn se refiere a la
ultima dilucién que contiene la menor cantidad de copias de genoma de rotavirus y que puede ser

detectada por el termociclador.

4.4.3.4. PRECISION

La precisiény la prueba de t pareada se reportan con los resultados de CT del control positivo que
se obtienen a partir de los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad. La repetibilidad se evalia a través
de los de ensayos de RT-qPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A con las mismas muestras

y condiciones de reaccién en diferentes dias por el mismo analista para los dos protocolos mencionados.

Por otro lado, la reproducibilidad se evalua haciendo que otro analista realice la RT-gPCR al gen

NSP3 utilizando las mismas muestras y condiciones de reaccion en diferentes dias para los dos protocolos.

34



Para la precision se calcula el coeficiente de variacidon (%CV) con los valores de CT del control
positivo tanto para los ensayos de repetibilidad, como para los de reproducibilidad para el protocolo de

Jothikumar et al. (2009) y para el de Freeman et al. (2008) a través de la siguiente formula:

Desviacion estandar
%CV = Media x100%

4.4.3.5. PRUEBA DE t PAREADA

La prueba t pareada se realiza a través del software Microsoft Excel con la herramienta analisis de
datos con un grado de confiabilidad del 95% (a= 0.05) para comparar los valores de CT obtenidos por el

protocolo de Jothikumar et al. (2009) con los obtenidos por el protocolo de Freeman et al. (2009).

4.4.3.6. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA

Para evaluar la sensibilidad y la especificidad diagndstica se realiza una tabla de contingencia
(Tabla 6) para cada protocolo mencionado de RT-qPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo

A.

En ellas se analizan los resultados obtenidos por RT-qPCR al gen NSP3, que es el método de prueba,
con los resultados obtenidos por RT-PCR de punto final al gen VP6, que es el método de referencia o

“estandar de oro” para este trabajo, debido a que es una técnica molecular.

Tabla 6

Tabla de contingencia para la evaluacion del método de prueba con los resultados obtenidos por el método de

referencia
Método de referencia (RT-PCR de punto final)
Positivos Negativos Totales
Método de prueba Positivos VP FP VP + FP
(RT-qPCR) Negativo FN VN FN + VN
Total VP +FN FP + VN VP+FP+FN+VN
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Donde:

VP = Verdaderos positivos: Muestras positivas por RT-gPCR al gen NSP3 que también son positivas por RT-

PCR de punto final al gen VP6

FN = Falsos negativos: Muestras negativas por RT-gPCR al gen NSP3 que son positivas por RT-PCR de punto

final al gen VP6; es decir, son positivas

FP = Falsos positivos: Muestras positivas por RT-qPCR al gen NSP3 que son negativas por RT-PCR de punto

final al gen VP6; es decir, son negativas

VN = Verdaderos negativos: Muestras negativas por RT-qPCR al gen NSP3 y que también son negativas por

RT-PCR de punto final al gen VP6

Una vez realizadas las tablas de contingencia, se puede calcular la sensibilidad y la especificidad

diagnostica a través de las siguientes formulas:

VP
S _ vy o
Sensibilidad VP T FN x 100%

VN
e _ N o
Especificidad VN FP x100%

4.43.7. EXACTITUD DIAGNOSTICA
La exactitud diagndstica se obtiene a partir de los datos de la tabla de contingencia (Tabla 6) con

la siguiente férmula:

VP + FN
VP + FP + FN + VN

Exactitud =
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4.4.3.8. VALOR PREDICTIVO POSITIVO (VPP) Y VALOR PREDICTIVO NEGATIVO (VPN)

EI VPP y el VPN también se obtiene con los valores de las tablas de contingencia (Tabla 6) mediante

las siguientes ecuaciones:

vep = — x 1009

" VP +FP ’
veN = — ¥ 1009
~ VN+FN 0

4.4.3.9. TASAS DE FALSOS POSITIVOS Y TASA DE FALSOS NEGATIVOS

Las tasas de falsos positivos y de falsos negativos son complementarias a la especificidad y la
sensibilidad por lo que, se obtiene a partir de los valores calculados de la especificidad y la sensibilidad

(calculados en el punto 4.6.4.1.) y mediante el uso de las siguientes férmulas:

Tasa de falsos positivos = 1 — especificidad

Tasa de falsos negativos = 1 — sensibilidad

4.4.3.10. INDICE KAPPA

Para el cdlculo del indice Kappa se utilizan los datos obtenidos en la tabla de contingencia (Tabla

6) de la siguiente manera:

Primero se calcula la concordancia observada y la concordancia esperada mediante las siguientes

féormulas:

a+d

Co

[@+Db)(@+ )]+ [(c+d)(b+d)]
n2
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Donde:

Co =Concordancia observada; Ce = Concordancia esperada; a = Verdaderos positivos; b = Falsos negativos;

¢ = Falsos positivos; d = Verdaderos negativos; n = a+b+c+d

Segundo, una vez que se obtiene los valores de las concordancias, se calcula el indice Kappa

usando la siguiente féormula:

_ Co — Ce
"~ 1—Ce

Donde:

Co = Concordancia observada; Ce = Concordancia esperada

4.4.3.11. ESPECIFICIDAD ANALITICA

La especificidad analitica se evalla realizando una reaccidon de RT-qPCR al gen NSP3 para cada
protocolo mencionado con muestras de materia fecal positivas a otros virus gastrointestinales como NoV,
AdV y HAstrV, asi como muestras positivas a HRVs y muestras negativas, para verificar que estas no

amplifiquen en ninguno de los protocolos.

5. RESULTADOS

5.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 33 muestras de materia fecal provenientes del banco de materia fecal del LVGI del
INDRE, de pacientes menores de 5 afios durante los afos 2008, 2009, 2012, 2021 y 2022. De estas
muestras, que fueron previamente caracterizadas por el LVGI: 19 fueron positivas a HRVs por RT-PCR de

punto final al gen VP6.

Ademas, se utilizaron muestras positivas a otros virus gastrointestinales asociados a la EDA, de las

cuales 3 muestras fueron positivas a NoV, 3 fueron positivas a AdV, 3 fueron positivas a HAstrV; asimismo,
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8 de estas muestras fueron negativas a todos las técnicas. Las muestras de los afios 2008, 2009 y 2012 se

utilizaron para la obtencién del control positivo (Tabla 7).

Tabla 7

Muestras positivas y negativas utilizadas

Muestras Muestras Muestras Muestras
Muestras
Ao positivas a positivas a positivas a positivas a
negativas
HRVs NoV AdV HAstrV
2008 1
2009 1
2012 1
2021 10 4
2022 3 3 3 3 4

Nota. Las muestras de los afios 2008, 2009 y 2012 se utilizaron para seleccionar la muestra candidata para la
obtencidn del control positivo, las muestras de los afios 2021 y 2022 positivas y negativas a HRVs se utilizaron para
probar el control positivo por RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A y las muestras del afio
2022 positivas a otros virus gastrointestinales asociados a la EDA (NoV, AdV y HAstrV) se utilizaron para realizar el

ensayo de especificidad analitica.

Para los ensayos de métodos validados, la guia “La Adecuacién al Uso de los Métodos Analiticos”
de Eurachem (2016) recomienda que, para asegurar que se logre un desempefio aceptable, cada analista
debe hacer una evaluacién de cuantas muestras puede manipular convenientemente a la vez. Lo anterior,
debido a que, como se menciona es mejor analizar pocas muestras a analizar un nimero mayor y que se

tengan que repetir la mayoria de estas.

Por lo que para la realizaciéon de este trabajo se utilizaron 21 muestras en la verificacion de la RT-
gPCR al gen NSP3 para la identificacién de HRVs grupo A considerando que, los paneles de evaluacion que
se le envian a la RNLSP constan de 20 muestras, entre las que se encuentran muestras tanto positivas

como negativas.
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5.2.  ENSAYO DE COMBINACION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE LOS
INICIADORES Y LAS SONDAS DE LOS PROTOCOLOS DE JOTHIKUMAR'Y FREEMAN

CON LA SECUENCIA COMPLETA DEL GEN NSP3

Para el disefio del control se realizé un ensayo de combinacién y alineamiento de secuencias de
los iniciadores y las sondas descritos por Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) para la
identificacion de HRVs grupo A al gen NSP3 por RT-qPCR (Tabla 1), con la secuencia completa del gen NSP3

de HRVs grupo A. El alineamiento se realizé en el software BioEdit Sequence Alignment Editor.

Una vez hecho el alineamiento, se obtuvieron las posiciones en las que cada iniciador y sonda se
alinean en la secuencia del gen NSP3 y se hizo un diagrama para visualizar facilmente los iniciadores que,

en el producto de amplificacidn, contengan las secuencias de ambas sondas (Figura 12).

Figura 12
Alineamiento de las secuencias de los iniciadores y las sondas descritos por Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al.

(2008) con la secuencia del gen NSP3

NVP3-FDeg NVP3-R1
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| =) |z | I —

I T | I
1 945-1 19
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Nota. En la figura se puede observar las posiciones en las que se alinean en la secuencia del gen NSP3. A la izquierda,
los iniciadores JVKF y JVKR (rojo) y la sonda JVKP (verde) descritos por Jothikumar et al. (2009). A la derecha, los

iniciadores NVP3-FDeg y NVP3-R1 (azul) y la sonda NVP3-Probe (amarillo) descritos por Freeman et al. (2008).

Los iniciadores elegidos fueron el iniciador forward JVKF, del protocolo de Jothikumar et al. (2009)

y el iniciador reverse NVP3-R1 del protocolo de Freeman et al. (2008) debido a que, el producto de
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amplificacidon que se obtiene con estos iniciadores es de 1049 pb y contiene las secuencias donde se

pueden alinear las sondas de ambos protocolos (Figura 13).

Esto es importante debido a que, las sondas descritas por Jothikumar et al. (2009) y Freeman et
al. (2008) son sondas TagMan; las cuales son sondas de hidrdlisis que en el extremo 5’de su secuencia
contienen un reportero fluorescente y préximo a la secuencia se encuentra un quencher o apagador, por
lo que la fluorescencia que emite el reportero es captada por el quencher y por lo tanto, el termociclador
no puede detectarla; sin embargo, a medida que la DNA polimerasa empieza a sintetizar el nuevo
fragmento de DNA y avanza sobre la cadena sencilla, desplaza al apagador y posteriormente hidroliza a la
sonda por su actividad 5’-3’exonucleasa. Al desplazar al apagador, el reportero emite la fluorescencia y
esta es captada por el sistema dptico en el termociclador para las reacciones en tiempo real, por lo que, si
el producto de amplificacién no contiene dentro de su secuencia la regién para que las sondas puedan

alinearse, no se podria detectar la amplificacién (Tamay de Dios et al, 2013).

Figura 13

Alineamiento de las secuencias de los iniciadores JVKF y NVP3-R1, y las sondas JVKP y NVP3-Probe descritos por

Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) con la secuencia del gen NSP3

NVP3-R1

.
1042-1066
AN NP NVP3-Prabe

|i7s] L]

95-118 1001-1033 10!56

1049 pb

Nota. Los iniciadores elegidos son JVKF (rojo) del protocolo de Jothikumar et al. (2009) y el NVP3-R1 (azul) del
protocolo de Freeman et al. (2008). El tamafo de pares de bases (pb) esperado del producto de amplificacion es de
1049 pb y contiene las secuencias blanco en donde las sondas JVKP y NVP3-Probe (verde y amarillo, respectivamente)

se alinean en la secuencia del gen NSP3.
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5.3.  ESTANDARIZACION DE LA RT-PCR DE PUNTO FINAL AL GEN NSP3 PARA LA
OBTENCION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION QUE CONTIENE LA SECUENCIA

SELECCIONADA PARA SER UTILIZADA COMO CONTROL POSITIVO

Se utilizd el iniciador forward JVKF, del protocolo de Jothikumar et al. (2009) y el iniciador reverse

NVP3-R1, del protocolo de Freeman et al. (2008) (Tabla 1).

Al ser iniciadores de dos protocolos diferentes, primero se estandarizé la RT-PCR de punto final al
gen NSP3 para obtener las condiciones dptimas para la amplificacidn del producto. Con los resultados
obtenidos de estas pruebas, se propuso el protocolo de amplificacién descrito en la tabla 2 y las mezclas

de reaccidon mencionadas en la tabla 3 para llevar a cabo la reaccién.

Esta reaccidn se realizé en el termociclador Mastercycler ep de Eppendorf. La mezcla de reaccion
1 se llevd a una desnaturalizacidn inicial descrita por De La Cruz et al (2018), posteriormente se pauso el

programa de ciclado para agregar la mezcla de reaccién 2 y se continué con el programa.

5.3.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 2%

Una vez terminada la reaccién, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro
de etidio para visualizar y verificar la existencia del producto de amplificacidon esperado, el cual fue de

1049 pb, ademas de verificar que no existan bandas inespecificas en el producto (Figura 14).
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Figura 14

Electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio
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Nota. En el carril 1 estd el control negativo de reactivo (CNR), en los carriles 2, 3 y 4 estan las muestras probadas
para la obtencion del producto de amplificacidn con la secuencia que se utilizaria como control positivo. Marcador

de tamafio molecular 100 pb (M).

La muestra seleccionada para enviarse al laboratorio de TAMM fue la 771-08 (Figura 14), debido
a que, ademas de que no hay presencia de bandas inespecificas, con esta muestra se obtuvo una mayor

cantidad de producto de amplificacion.

5.4. OBTENCION DEL PLASMIDO CON LA SECUENCIA SELECCIONADA PARA SU USO

COMO CONTROL POSITIVO

Antes de ser clonado, el producto de amplificacién de la muestra 771-08 fue enviado al laboratorio
de Genoma de Patégenos para que fuera su secuenciada y asi corroborar que el producto de amplificacion

obtenido correspondiera a la secuencia del gen NSP3 (Anexo 3)
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Una vez verificado que el producto de amplificacidon correspondiera a la secuencia del gen NSP3,
fue enviado junto con los iniciadores JVKF y NVP3-R1, con los que se obtuvo el producto, al laboratorio de

TAMM para que se realizara su clonacion en el plasmido.

La clonacidn se realizé con el kit PCR Cloning Kit de Qiagen siguiendo el procedimiento descrito en

el punto 4.5.

El vector de clonacion utilizado fue el pDrive con un tamafio de 3851 pb que contiene los genes
de resistencia a los antibiéticos kanamicina y ampicilina, el gen lacZ que codifica para la enzima B-
galactosidasa y que actia como marcador de seleccion, el origen de replicacién que es un secuencia en el
DNA del vector que proporciona un sitio de reconocimiento para iniciar la replicacion y un sitio de
clonacién que contiene una serie de sitios Unicos de reconocimiento para enzimas de restriccion muy
cercanos entre si que permiten una amplia gama de posibilidades para que se pueda insertar el fragmento

de DNA de interés (Figura 15).
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Figura 15

Mapa del vector de clonacion pDrive de Qiagen
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Nota. Tomada de: https://www.giagen.com

El pldasmido obtenido se cuantificd con el espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)
y se obtuvo una concentracion de 81.4 ng/ul, con esta concentracion se realizd la conversion a copias de
genoma por el laboratorio de TAMM para obtener las 1.58x10'° copias de genoma y posteriormente se
hizo la secuenciacidn nucleotidica por el Laboratorio de Genoma de Patdgenos; dicha secuencia se public

en la base GenBank de la NCBI donde tiene el niumero de acceso 0Q238709 (Anexo 4).

5.5.  EVALUACION DEL CONTROL POSITIVO EN LA VERIFICACION DE LA RT-qPCR AL GEN

NSP3 PARA LA IDENTIFICACION DE HRVs GRUPO A

Para determinar los parametros que se emplearon para evaluar propiamente al control se
construyd una curva estandar a partir del control positivo con una concentracion de 1.58x10'° copias de

genoma de rotavirus tanto para el protocolo de Jothikumar et al. (2009), como para el de Freeman et al.
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(2008). Estas diluciones se llevaron por duplicado en las reacciones de RT-qPCR al gen NSP3 para cada

protocolo mencionado (Tablas 8 y 9).

Se calculd el promedio de ambos valores de CT en cada caso y se graficd el logaritmo de la

concentracidn contra el promedio del CT en Excel (Figuras 16y 17).

Tabla 8

Resultados de los CT de las diluciones seriadas del control positivo de la curva estdndar para el protocolo de

Jothikumar et al. (2009).

Dilucion Concentracion en copias Log dela CT1 CT2 CcT
de genoma concentracion Promedio

1.58x10™ 10.20 6.01 11.96 8.985
1 1.58x10° 9.20 13.34 10.83 12.085
2 1.58x108 8.20 13.25 14.61 13.93
3 1.58x10’ 7.20 18.16 17.33 17.745
4 1.58x10° 6.20 22.39 21.55 21.97
5 1.58x10° 5.20 25.13 24.49 24.81
6 1.58x10* 4.20 29.77 28.70 29.235
7 1.58x10° 3.20 32.20 32.54 32.37
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Figura 16

Curva estandar para el protocolo de Jothikumar et al. (2009)
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Nota. Se graficé el logaritmo de la concentracidn contra el promedio del valor de CT y se hizo regresion lineal para

obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion.
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Tabla 9

Resultados de los CT de las diluciones seriadas del control positivo de la curva estdndar para el protocolo de Freeman

et al. (2008)

Dilucién Concentracién en copias Log dela CT1 CT2 CcT
de genoma concentracion Promedio
1.58x10™ 10.20 5.91 6.67 6.29
1 1.58x10° 9.20 13.82 11.61 12.715
2 1.58x108 8.20 13.64 15.56 14.60
3 1.58x10’ 7.20 19.61 18.23 18.92
4 1.58x10° 6.20 22.89 22.49 22.69
5 1.58x10° 5.20 26.71 26.02 26.365
6 1.58x10* 4.20 30.39 29.84 30.115
7 1.58x10° 3.20 34.1 34.82 34.46
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Figura 17

Curva estdndar para el protocolo de Freeman et al. (2008)
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Nota. Se graficé el logaritmo de la concentracidn contra el promedio del valor de CT y se hizo regresion lineal para

obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion.

Se obtuvo la ecuacidn de la recta y el valor del coeficiente de correlacién (r?) para cada curva

estandar (Tabla 10).
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Tabla 10

Intervalos en concentracion de copias de genoma de rotavirus y ecuacion de la curva estdndar de los protocolos de

Jothikumar et al.(2009) y Freeman et al. (2008)

Protocolo Intervalos de la curva Ecuacién de la recta y valor de r?

Y =-3.4085x + 43.254

Jothikumar 1.58x10%°— 1.58x10° copias de genoma
R?=0.9936
Y =-3.8483x + 46.865
Freeman
1.58x10° — 1.58x103 copias de genoma R*=0.9939

5.5.1. LINEALIDAD Y PORCENTAIJE DE EFICIENCIA

Para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) el valor de r? es de 0.9936, mientras que para el

protocolo de Freeman et al. (2008) el valor de r? es de 0.9939 (Tabla 10).

El porcentaje de eficiencia para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) fue del 95%, mientras que

el porcentaje de eficiencia para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue del 81.9%.

5.5.2. SENSIBILIDAD ANALITICA

El valor de la pendiente para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) fue de -3.40, mientras que

para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue de -3.84 (Tabla 10).

5.5.3. INTERVALO REPORTABLE Y LIMITE DE DETECCION

Para ambos protocolos, el intervalo reportable fue de 1.58 x 10%° a 1.58 x 10® copias de genoma
de HRVs y el limite de deteccidn fue de 1.58 x 10% copias de HRVs. La ultima dilucién detectada por el
termociclador ocurrié en el ciclo 34 para el protocolo de Jothikumar et al. (2009), mientras que en el

protocolo de Freeman et al. (2008) fue en el ciclo 35 (Figuras 18 y 19).
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Figura 18

Grdfico de amplificacion de la curva estdndar del protocolo de Jothikumar et al. (2009)
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Figura 19

Grdfico de amplificacion de la curva estdndar del protocolo de Freeman et al. (2008)
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Para evaluar los parametros de precisién y la prueba t pareada se emplearon los valores de CT del
control positivo de los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad realizados para los protocolos de
Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) en la identificacion de HRVs grupo A por RT-gPCR al gen

NSP3.

Tabla 11

Valores de CT obtenidos de control positivo en la RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A por los

protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) en los ensayos de repetibilidad.

Protocolo Dial Dia 2 Dia3 Dia 4
Jothikumar 7.03 7.33 7.22 7.36
Freeman 7.73 7.73 6.59 7.11
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Tabla 12

Valores de CT obtenidos del control positivo en la RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A por los

protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) en los ensayos de reproducibilidad.

Protocolo Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Jothikumar 10.71 9.93 13.08 9.89
Freeman 7.28 7.54 7.55 7.68

En los ensayos de repetibilidad, los valores de CT del control positivo obtenidos durante los

ensayos de repetibilidad no variaron significativamente entre protocolos (Tabla 11).

Por el contrario, los valores de CT del control positivo obtenidos durante los ensayos de
reproducibilidad, se observa una variacion significativa entre los valores de CT obtenidos por el protocolo
de Jothikumar et al. (2009) y los valores de CT obtenidos por el protocolo de Freeman et al. (2008) (Tabla

12).

Esto se debe a que los ensayos de reproducibilidad para el protocolo de Jothikumar et al. (2009)
se realizaron al final y la cantidad de alicuota del control positivo que proporciond por primera vez el
laboratorio de TAMM no fue suficiente para la realizacién de todo el trabajo, debido a esto y para no
afectar los ensayos que ya se habian hecho previamente con esta alicuota, se acordé utilizar una dilucién

1:10 del control positivo para llevar a cabo los ensayos de reproducibilidad para el protocolo mencionado.

5.5.4. PRECISION

El % CV del control positivo a partir de los ensayos de repetibilidad para el protocolo de Jothikumar

et al. (2009) fue de 2.06% y para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue de 7.55%.

Mientras que, para los ensayos de reproducibilidad, el % CV del control positivo para el protocolo

de Jothikumar et al. (2009) fue de 13.75% y para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue de 2.23%.
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El %CV elevado para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) se debe a que, como ya se menciond,

se utilizé una dilucién 1:10 del control positivo.

5.5.5. PRUEBA DE t PAREADA

Para la repetibilidad, el valor obtenido para t fue de 0.8672, mientras que para la reproducibilidad

el valor obtenido de t fue de 0.0211. En ambos casos, el valor critico que se obtuvo fue de 3.1824.

Para la verificacidn de la RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacién de HRVs grupo A por los protocolos de
Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) se realizaron reacciones de RT-qPCR al gen NSP3 utilizando
21 muestras, asi como el control negativo de reactivo (agua grado biologia molecular), el control positivo
obtenido en este trabajo, ademds de los controles positivo y negativo de muestra utilizados de forma

rutinaria por el LVGI.

Tanto en el protocolo de Jothikumar et al. (2009), como en el protocolo de Freeman et al. (2008),
los resultados obtenidos para la identificacion de HRVs grupo A por RT-gPCR al gen NSP3 fueron

concordantes con los resultados obtenidos por RT-PCR de punto final al gen VP6 (Tabla 13).

Tabla 13

Muestras positivas y negativas a HRVs grupo A detectadas por RT-PCR de punto final al gen VP6 y por RT-qPCR al gen

NSP3 por los protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008)

Método Muestras positivas Muestras negativas
RT-PCR de punto final al
13 8
gen VP6
RT-PCR en tiempo Protocolo de Jothikumar 13 8
real al gen NSP3 Protocolo de Freeman 13 3
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Para la evaluacién de los parametros de sensibilidad y especificidad diagndstica, los valores
predictivos positivo y negativo, las tasas de falsos positivos y de falsos negativos, exactitud diagndstica y
el indice kappa se realizé una tabla de contingencia para cada uno de los protocolos ya mencionados,
donde se compararon los resultados obtenidos por RT-qPCR al gen NSP3 con los obtenidos por RT-PCR en

de punto final al gen VP6 (Tablas 14 y 15).

Tabla 14

Tabla de contingencia para el protocolo de Jothikumar et al. (2009)

RT-PCR de punto final al gen VP6

Positivos Negativos Total
RT-PCR en tiempo real Positivo 13 0 13
al gen NSP3 (Protocolo Negativo 0 8 8
de Jothikumar et al.) Total 13 8 21

Tabla 15

Tabla de contingencia para el protocolo de Freeman et al. (2008)

RT- PCR de punto final al gen VP6

Positivos Negativos Total
RT-PCR en tiempo real al Positivo 13 0 13
gen NSP3 (Protocolo de Negativo 0 8 8
Freeman et al.) Total 13 8 21

5.5.6. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA

La sensibilidad y la especificidad diagnéstica fue del 100% tanto para el protocolo de Jothikumar

et al. (2009) como para el protocolo de Freeman et al. (2008).
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5.5.7. VALOR PREDICTIVOS POSITIVO Y VALOR PREDICTIVO NEGATIVO

El valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo fue de 100% tanto para el protocolo de

Jothikumar et al. (2009) como para el de Freeman et al. (2008).

5.5.8. TASAS DE FALSOS POSITIVOS Y TASA DE FALSOS NEGATIVOS

Tanto la tasa de falsos positivos como de falsos negativos para el protocolo de Jothikumar et al.

(2009) y para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue de 0.

5.5.9. EXACTITUD DIAGNOSTICA

La exactitud fue de 1 tanto para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) como para el protocolo

de Freeman et al. (2008).

5.5.10. INDICE KAPPA

El indice kappa fue de 1 tanto para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) como para el protocolo
de Freeman et al. (2008); es decir, se obtendrdn los mismos resultados por RT-PCR al gen VP6 que por RT-

qPCR.

5.5.11. ESPECIFICIDAD ANALITICA

La especificidad analitica se evalud a través de 12 muestras positivas y 3 muestras negativas
provenientes del banco de materia fecal del LVGI del INDRE durante el afio 2022. De las muestras, 3 fueron
positivas a AdV, 3 fueron positivas a NoV, 3 fueron positivas a HAstrV y 3 son positivas a HRVs, las otras 3

fueron muestras negativas (Tabla 7).

Ademas de estas muestras, se utilizaron los controles negativos de reactivo (agua grado biologia
molecular), los controles positivo y negativo de muestra que son utilizados de manera rutinaria en el LVGI

y el control positivo obtenido en este trabajo.
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De las 15 muestras empleadas, solo las tres muestras positivas a HRVs y los controles positivos

amplificaron en ambos protocolos (Figuras 20y 21).

Figura 20

Grdfico de amplificacion del ensayo de especificidad analitica del protocolo de Jothikumar et al. (2009)
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Nota. En el gréfico se puede observar que solo los controles positivos y las muestras previamente identificadas como
positivas a HRVs amplificaron por RT-PCR en tiempo real al gen NSP3; mientras que el control negativo de muestra,
las muestras positivas a AdV, NoV y HAstrV, asi como las muestras negativas no amplificaron o tuvieron un CT arriba

de 35, por lo tanto, son negativas.
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Figura 21

Grdfico de amplificacion del ensayo de especificidad analitica del protocolo de Freeman et al. (2008)
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Nota. En el grafico ser puede observar que solo los controles positivos y las muestras previamente identificadas como
positivas a HRVs amplificaron por RT-qPCR al gen NSP3; mientras que el control negativo de muestra, las muestras
positivas a AdV, NoV y HAstrV, asi como las muestras negativas no amplificaron o tuvieron un CT arriba de 35, por lo

tanto, son negativas.

Los valores de CT del control positivo obtenidos a partir de las reacciones de RT-gPCR al gen NSP3
para evaluar los pardmetros de verificaciéon propios del método se mantuvieron muy similares entre
protocolos, dentro de un intervalo de 7.0 a 7.68, coincidiendo con los valores de CT obtenidos durante los

ensayos de repetibilidad y reproducibilidad para la evaluacion del control positivo.

A continuacidn, se hace un resumen de los resultados obtenidos de los pardmetros evaluados para

el analisis del control positivo, asi como de los parametros para la verificacion del método de RT-qPCR para
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la identificacion de HRVs grupo A por los protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008)

(Tablas 16y 17).

Tabla 16

Parametros de verificacion de la RT-qPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A por los protocolos de

Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) para la evaluacion del desemperio del control positivo

Valor obtenido
Criterio aceptable

Parametro
Protocolo Jothikumar Protocolo Freeman
Linealidad 0.9936 0.9939 0.99
% de eficiencia 95% 81.9% 90% - 110%
Sensibilidad analitica -3.40 -3.84 -3.0a-3.6
Intervalo reportable CT<34 CT<35 CT<35
Precision de la
2.06% 7.55%
repetibilidad (%CV)
<14%
Precision de la
13.75% 2.23%
reproducibilidad (%CV)
Prueba de t para la
0.8672
repetibilidad
<3.1824
Prueba de t parala
0.0211

reproducibilidad

Nota. En la tabla se hace un resumen de los resultados obtenidos de los parametros calculados para cada protocolo,

asi como el criterio aceptable para cada uno.
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Tabla 17

Pardametros de verificacion de la RT-qgPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A por los protocolos de

Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) para la aplicacion del control positivo obtenido

Valor obtenido

Parametro Criterio aceptable
Protocolo Jothikumar Protocolo Freeman
Sensibilidad diagndstica 100% 100% >95%
Especificidad diagndstica 100% 100% >95%
Exactitud diagnostica 1 1 >0.85
Valor predictivo positivo 100% 100% >95%
(VPP)
Valor predictivo 100% 100% >95%

negativo (VPN)

Tasa de falsos positivos 1 1 >0.8

Tasa de falsos negativos 1 1 >0.8

indice kappa 1 1 >0.8
Especificidad analitica Sin amplificacion Sin amplificacion Sin amplificacion

Nota. En la tabla se hace un resumen de los resultados obtenidos de los parametros calculados para cada

protocolo, asi como el criterio aceptable para cada uno.

6. DISCUSION

Los HRVs del grupo A son la principal causa de enfermedad diarreica aguda de origen viral en nifios
menores de cinco afios en todo el mundo. Actualmente, el diagnostico se hace a través de técnicas como
el ELISA, la RT-PCR y la RT-gPCR. Los controles son esenciales en los ensayos de PCR para detectar falsos

positivos y negativos (Buesa et al, s.f.; Acevedo et al, 2009; Reyes et al, 2018).

Se pueden emplear como controles los kits comerciales, muestras clinicas caracterizadas vy
secuenciadas. También se pueden obtener controles positivos a través de técnicas como el cultivo celular

y la clonacién en plasmidos. La clonacién en plasmidos ha resultado en una alternativa ventajosa para la
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obtencidn de controles debido a que permiten la obtencidon de controles para genes especificos y, en
ensayos de RT-qPCR, permite la cuantificacion de la muestra, ademas de ser mas econémica (Vircell, s.f;

Acevedo et al, 2009; Rodriguez et al, 2008).

Por lo anterior, en este trabajo se planted la obtencidn de un control positivo al gen NSP3 de HRVs
mediante la clonacién en pldsmido que sirviera para el diagndstico de HRVs grupo A por RT-qPCR utilizando
dos protocolos, el protocolo descrito por Jothikumar et al. (2009) y el descrito por Freeman et al. (2008).
Se probd que el control positivo obtenido amplificara por ambos protocolos a través de la verificacion de

la RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacién de HRVs grupo A.

El disefio y la obtencién del control positivo al gen NSP3 se realizd, de manera general, en tres
pasos: Primero se realizaron los ensayos de alineamiento de las secuencias de los iniciadores y las sondas
descritos por Jothikumar et al. (2009), y Freeman et al. (2008) utilizados para la identificacién de HRVs
grupo A por RT-gPCR con la secuencia del gen NSP3. Los ensayos de alineamiento de secuencias se hicieron
con la finalidad de conocer las posiciones en las que, tanto las secuencias de estos iniciadores como las de
las sondas, de cada protocolo, se alinean en la secuencia del gen y determinar qué par de iniciadores se
utilizarian para la obtencion del producto de amplificacién de la secuencia a utilizar como control positivo,

asi como su tamafio en pares de bases.

Ya conociendo estas posiciones, se determind que los iniciadores a utilizar serian el iniciador
forward JVKF, del protocolo de Jothikumar et al. (2009) y el iniciador reverse NVP3-R1, del protocolo de
Freeman et al. (2008), y que el tamafio en pares de bases del producto de amplificacion de la secuencia a

usar como control positivo era de 1049 pb (Figura 13).

Se eligieron estos iniciadores debido a que, como se menciond antes, la forma en la que se detecta
la amplificacidn de un producto por RT-gPCR es a través de la fluorescencia que emiten las sondas TagMan,

que contienen en su extremo 5°un reportero fluorescente y préximo a este un apagador, cuando la DNA
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polimerasa comienza a sintetizar este fragmento de DNA y desplaza al apagador, este no puede absorber
la fluorescencia del reportero y es captada por el sistema déptico del termociclador para reacciones en
tiempo real; si el producto de amplificacién no contiene dentro de su secuencia la regidn para que estas

sondas se alineen no se podria detectar la amplificacion (Tamay de Dios et al, 2013).

Segundo, se estandarizé una reaccién de RT-PCR de punto final al gen NSP3 para la obtencién del
producto de amplificacidn, debido a que, como se utilizaron iniciadores de dos protocolos diferentes para
la identificacién de HRVs grupo A por RT-gPCR, no se tenia un protocolo de amplificacidon para esta
reaccién. Se realizé una RT-PCR de gradiente de temperaturas, para saber la temperatura éptima de
alineamiento y se realizaron diferentes ensayos de RT-PCR con diferentes cantidades de iniciadores,
dNTP’s, enzima y magnesio hasta llegar al protocolo propuesto en la tabla 2. Este protocolo se probé con
tres muestras diferentes para saber con cual se obtendria suficiente producto de amplificacién y que,

ademas, no presentara bandas inespecificas (Figura 14).

El producto de amplificacidn elegido fue el de la muestra 771-08 (Figura 14) debido a que a partir
de esta muestra se obtuvo un producto limpio con una buena intensidad de banda, ademas de no

presentar bandas inespecificas.

Tercero, este producto se envié al laboratorio de TAMM para su clonacién en el plasmido. La
clonacidn se realizé utilizando el kit PCR Cloning Kit de Qiagen que contiene al plasmido pDrive y se obtuvo
un control positivo con una concentracion de 84.1 ng/ul que equivale a 1.58 x 10'° copias de genoma de
rotavirus. Posteriormente, el laboratorio de genoma de patdgenos realizé la secuenciacién nucleotidica y
dicha secuencia se subio en la base de datos GenBank de la NCBI donde se puede encontrar a través del

numero de acceso 0Q238709 (Anexo 4).

Se confirmd que la secuencia del control positivo correspondiera al gen NSP3 de HRVs grupo A

tomando la secuencia FASTA del control en GenBank, y a través de la herramienta BLAST, que encuentra
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alineamientos significativos con otras secuencias que estdn en la base de datos se confirmdé que la

secuencia del control positivo corresponde con la secuencia del gen NSP3.

Se evalud el desempefio del control positivo a través de los pardmetros de linealidad, sensibilidad
analitica, porcentaje de eficiencia, intervalo reportable, limite de cuantificacién, precision y prueba de t
pareada. Para la linealidad, la sensibilidad analitica, el porcentaje de eficiencia, el intervalo reportable y el
limite de cuantificacion se realizé una curva estandar a partir de diluciones seriadas del control positivo
para los protocolos de Jothikumar et al. (2009), y Freeman et al. (2008) y se obtuvo la ecuacidn de la recta;
mientras que, para la precision y la prueba de t pareada se realizaron ensayos de repetibilidad y

reproducibilidad.

La linealidad se obtuvo a partir del valor del r?. Para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) el
coeficiente de correlacion fue de 0.9936, mientras que para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue de
0.9939. La ema (2017) menciona que para que un método se considere lineal, el coeficiente de correlacién

debe ser de por lo menos 0.99; por lo tanto, el método es lineal para ambos protocolos.

El porcentaje de eficiencia para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) fue de 95%, y para el de
Freeman et al. (2008) fue de 81.9%. Taylor et al (2010) establece que el porcentaje aceptable de eficiencia
debe estar entre el 90 y el 110%, sin embargo, la eficiencia en el protocolo de Freeman et al. (2008) fue
mucho menor, esto pudo deberse, principalmente, a errores en el pipeteo; asi como a la presencia de
artefactos en la mezcla de reaccion que pudieron intervenir en las mediciones de fluorescencia asociadas
a los valores de CT y por consecuencia afectar la pendiente de la ecuacion de la recta de la curva estandar

con la cual se calcula el porcentaje de eficiencia (Thermo Fisher Scientific, s.f.).

La sensibilidad analitica se refiere a la relacidon que existe en la sefal obtenida y la concentracién
viral por lo que debe ser constante en todo el intervalo de medida. Este pardmetro se reportd con el valor

obtenido de la pendiente de la recta. Para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) la pendiente fue de -
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3.40, mientras que la pendiente para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue de -3.84. Bustin et al (2009)
mencionan que valores de pendiente entre -3.1 y -3.6 son aceptados, debido a que, en este intervalo, la

eficiencia se encuentra dentro del intervalo aceptable.

Por otro lado, el valor obtenido de la pendiente de la recta para el protocolo de Freeman et al.
(2008) se encuentra por encima del limite aceptable, pero al estar relacionada la pendiente con la
eficiencia de la reaccion, esto puede deberse, como ya se menciond, a factores como el pipeteo o la
presencia de artefactos en la mezcla de reaccion que hayan interferido con la fluorescencia asociada a los

valores de CT.

El intervalo reportable es el intervalo de medicion de los valores obtenidos de los ensayos en los
que el laboratorio puede establecer o verificar la exactitud del instrumento de medicién. Mientras que el
limite de deteccidn es la mayor concentracién de copias de material genético que el instrumento puede
detectar con una precision aceptable bajo las condiciones de rutina del laboratorio. El intervalo reportable
tanto para el protocolo de Jothikumar et al. (2009), como para el de Freeman et al. (2008) fue de 1.58 x
10%° a3 1.58 x 103 copias de genoma de rotavirus y el limite de deteccién fue de 1.58 x 10° copias de genoma

(Figuras 18 y 19). El valor del ciclo umbral fue de 100,000.

De La Cruz et al (2018) mencionan que la RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs
detecta hasta 10 diluciones del estandar de RNA Amplirun Rotavirus RNA Control de Vircell y la dltima
dilucidn se detectd antes del ciclo 39, por lo que todas las muestras con un CT menor a 38.5 se consideran
positivas a HRVs; sin embargo, actualmente en el laboratorio de virus gastrointestinales, el valor de CT
establecido para determinar si una muestra es positiva a HRVs o no por RT-qPCR al gen NSP3, es un CT

menor a 35 debido a que a ciclos mayores, el método no es reproducible.

Con respecto al limite de deteccidn, la ultima dilucidén que se detectd tanto por el protocolo de

Jothikumar et al. (2009) como para el protocolo de Freeman et al. (2008) fue la diluciéon 7, con una
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concentracion de 1.58 x 10° copias de genoma de rotavirus; la cual se detectd antes del ciclo 34 utilizando
el protocolo de Jothikumar et al. (2009) (Figura 18) y antes del ciclo 35 utilizando el protocolo de Freeman

et al. (2008) (Figura 19).

Como se menciond anteriormente, la precision y la prueba de t pareada se evaluaron a través de
los CT del control positivo en los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad para cada uno de los

protocolos mencionados.

Se calculé el %CV para reportar la precision del control positivo tanto para el protocolo de
Jothikumar et al. (2009) como para el protocolo de Freeman et al. (2008). Para la repetibilidad, el %CV
para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) fue de 2.06% y para el de Freeman et al. (2008) fue de 7.05%;

mientras que, para la reproducibilidad, el %CV para fue de 13.75% y de 2.23% respectivamente.

Posada (2016) refiere que un %CV menor o igual al 7% indica una muy alta precisién, mientras que
% CV entre el 8% y el 14% indica una precisién aceptable, por lo que los valores de CT del control positivo
obtenidos tanto por el protocolo de Jothikumar et al. (2009) como por el protocolo de Freeman et al.

(2008) en los ensayos de repetibilidad tienen una muy alta precision.

En los ensayos de reproducibilidad, de acuerdo con Posada (2016), la precisidon se encuentra
dentro de un rango aceptable a pesar de que él %CV para el protocolo de Jothikumar et al. (2009) esta
muy elevado en comparacién con el % CV obtenido para el protocolo de Freeman et al. (2008), debido a

que se utilizdé una dilucidn 1:10 del control positivo.

La prueba de t pareada se emplea para comprobar si la media entre pares de medidas es o noigual
a cero, es decir, si existe o no diferencia significativa entre las medias de un grupo de medidas. La prueba
de t pareada se realizo a través de la herramienta andlisis de datos de Excel para comparar los valores de

CT del control positivo obtenidos por el protocolo de Jothikumar et al. (2009), con los obtenidos por el
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protocolo de Freeman et al. (2008). Esta prueba también se realizé tanto para los ensayos de repetibilidad

como para los ensayos de reproducibilidad.

Romero (2013) explica que para determinar si existe o no una diferencia significativa entre los
grupos de medida se parte de la idea de una hipdtesis nula, es decir, que no existe diferencia entre un
grupo y otro. Por lo tanto, esta hipdtesis se acepta si el valor de t es menor al valor critico, lo que quiere
decir que no existe diferencia significativa entre un grupo de medidas y otro; y, por el contrario, se rechaza
la hipdtesis si el valor de t es mayor al valor critico, es decir, existe una diferencia significativa entre un

grupo de medidas y otro.

Para los ensayos de repetibilidad el valor de t que se obtuvo fue de 0.8672 mientras que el valor
de t obtenido para los ensayos de reproducibilidad fue de 0.0211. En ambos casos el valor critico fue de
3.1824; asi que, no existen diferencias significativas entre los valores de CT del control positivo obtenidos
por el protocolo de Jothikumar et al. (2009) y los CT obtenidos por el protocolo de Freeman et al. (2008)

ni para el caso de la repetibilidad ni para la reproducibilidad.

Por otro lado, se utilizé el control positivo en las reacciones de RT-gPCR al gen NSP3 para la
identificacion de HRVs grupo A para cada uno de los protocolos mencionados. Esto se realizé a través de
los parametros de sensibilidad y especificidad diagndstica, exactitud diagndstica, los valores predictivos
positivo y negativo, las tasas de falsos positivos y de falsos negativos, el indice kappa y la especificidad

analitica.

Para evaluar todos los pardmetros previamente mencionados, excepto la especificidad analitica,
se realizaron tablas de contingencia con los resultados obtenidos a partir de estas reacciones. En estos
ensayos se utilizaron 21 muestras clinicas tanto positivas como negativas a HRVs (Tabla 7), asi como el
control negativo de reactivo (agua grado biologia molecular), los controles positivo y negativo de muestra

utilizados de manera rutinaria por el LVGI y el control positivo obtenido.
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Los resultados obtenidos por RT-qPCR al gen NSP3 se compararon con los resultados obtenidos
por RT-PCR de punto final al gen VP6, que fue el método de referencia para los fines de este trabajo debido
a que, al igual que la RT-gPCR, es un método molecular. En ambas reacciones de RT-PCR, los resultados
que se obtuvieron por RT-qPCR al gen NSP3 fueron concordantes con los resultados que se obtuvieron por

RT-PCR de punto final al gen VP6 (Tabla 13).

La sensibilidad diagndstica se refiere la probabilidad de que el resultado de la prueba sea positivo
en una persona que se ve afectada por la enfermedad, es decir, que esta enferma, por lo que representa
la fraccion de los verdaderos positivos. Mientras que la especificidad diagnéstica, se define como la
probabilidad de que el resultado de la prueba sea negativo en una persona sana, es decir, que no padece

la enfermedad; por lo tanto, representa la fraccion de los verdaderos negativos (Segura Egea, 2002).

Por otro lado, los valores predictivos determinan si el paciente tiene la enfermedad, después de
haber obtenido los resultados de las pruebas. El valor predictivo positivo (VPP) representa la probabilidad
de que un individuo con prueba positiva tenga la enfermedad, es decir, corresponde a los enfermos con
pruebas positivas de entre todas las pruebas positivas. El valor predictivo negativo (VPN) representa la
probabilidad de que un individuo con prueba negativa no tenga la enfermedad, es decir, que realmente
este sano, por lo que corresponde a los pacientes sanos con prueba negativa de entre todas las pruebas

negativas (Gémez y Pérez, 2007).

Tanto la sensibilidad y la especificidad diagndsticas para el protocolo de Jothikumar et al. (2009)
como para el protocolo de Freeman et al. (2008) fueron del 100%. Asimismo, los valores predictivos
positivo y negativo para ambos protocolos fue del 100%. Vizcaino (2017) menciona que la sensibilidad y la
especificidad diagndstica representan la validez de la prueba diagndstica y los valores predictivos positivo
y negativo representan la seguridad de la prueba diagndstica, por lo que en este sentido se puede calificar

a la prueba en estos parametros como excelente si es mayor al 95%. Por lo tanto, la RT-qPCR al gen NSP3,
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por el protocolo de Jothikumar et al. (2009) y por el protocolo de Freeman et al. (2008) es valida y segura

para el diagndstico de HRVs grupo A.

Por otro lado, las tasas de falsos positivos y de falsos negativos para ambos protocolos fue de 0.
De acuerdo con Diaz, C. et al. (2019), las tasas de falsos positivos y de falsos negativos son
complementarios a los pardmetros de sensibilidad y especificidad, por lo que, si el método tiene una alta
sensibilidad y especificidad, las tasas de falsos positivos y de falsos negativos es baja, lo que concuerda

con los resultados obtenidos.

La exactitud diagndstica permite conocer si la prueba que se esta evaluando distingue a las
personas que padecen o no una enfermedad de entre todas las personas de quienes se sospecha dicha
enfermedad (Diaz, C. et al, 2019). La exactitud diagndstica tanto para el protocolo de Jothikumar et al.
(2009) como para el de Freeman et al. (2008) fue de 1. Alvarez y Pérez (2009) mencionan que a medida
que el valor de este indice se acerque a 1 la prueba se considera mas exacta, por lo que la RT-gPCR al gen

NSP3 es tan exacta como la RT-PCR de punto final al gen VP6 para la identificacion de HRVs grupo A.

El indice Kappa se utiliza para evaluar la concordancia de los instrumentos de medida. El término
“instrumento de medida” hace referencia al conjunto formado tanto por el aparato, como por el analista
gue interpreta dicha medicidn (Abraira, 2002). El indice kappa calculado para ambos protocolos fue de 1.
Abraira (2002) establece que un indice kappa de entre 0.81 a 1 es un grado de concordancia casi perfecto,
por lo que la concordancia entre la RT-PCR de punto final al gen VP6 y la RT-gqPCR al gen NSP3 para la
identificacion de HRVs grupo A es casi perfecta, es decir, se obtienen los mismos resultados para la
identificacion de HRVs grupo A con cualquiera de las reacciones de RT-PCR, ya sea la de punto final o la de

tiempo real.

Finalmente, la especificidad analitica se evalud a través de un ensayo de RT-qPCR al gen NSP3 para

cada uno de los protocolos mencionados previamente, donde se utilizaron muestras positivas a otros virus
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gastrointestinales como NoV, AdV y HAstrV; ademas, se incluyeron muestras positivas a HRVs, asi como
muestras negativas y se utilizaron los mismos controles que en las reacciones de RT-qPCR al gen NSP3 para
la construccidn de las tablas de contingencia. La especificidad analitica es la capacidad de un ensayo para
detectar un agente o analito en particular, sin que este sea interferido por otros componentes presentes
en la muestra. Representa la proporcién de muestras que no contiene al HRVs y responden negativamente

al método (Camard et al, 2013).

Solo las muestras positivas a HRVs y los controles positivos fueron detectadas por RT-qPCR al gen
NSP3 por los protocolos de Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008); mientras que las muestras
que fueron positivas a los otros virus gastrointestinales, asi como las muestras negativas, no fueron
detectadas por la reaccién, por lo que la RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacion de HRVs por ambos

protocolos es 100% especifica para la deteccién de HRVs grupo A (Figuras 20y 21).

7. CONCLUSIONES

Se disefid un control positivo a partir de la combinacidn y el alineamiento de las secuencias de los
iniciadores descritos por Jothikumar et al. (2009) y Freeman et al. (2008) para la identificacién de HRVs
por RT-gPCR con la secuencia del gen NSP3 de HRVs grupo A. Los iniciadores utilizados para la obtencién
del producto de amplificacién con la secuencia a utilizar como control positivo fueron JVKF del protocolo

de Jothikumar et al. (2009) y NVP3-R1 del protocolo de Freeman et al. (2008).

Se obtuvo un control positivo al gen NSP3 de HRVs grupo A a través de la clonacién en un plasmido.
Este control positivo tuvo una concentracién de 84.1 ng/ul (1.58 x 10%° copias de genoma) y su secuencia

se encuentra en la base de datos GenBank de la NCBI con el nimero de identificacion 0Q2387009.

Se evalud el control positivo en las reacciones de RT-gPCR al gen NSP3 para la identificacién de

HRVs grupo A y se determind que no existe diferencia significativa entre los valores de CT del control
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positivo obtenidos mediante el protocolo de Jothikumar et al. (2009) y el de Freeman et al. (2008) ni entre

un analista y otro.

Se analizé la aplicacion del control positivo en la verificacién de los métodos de RT-qPCR al gen
NSP3 para la identificacion de HRVs grupo A. El control obtenido amplificd por ambos protocolos y los
valores de CT obtenidos a partir de las reacciones de RT-gPCR al gen NSP3 para evaluar los pardmetros de
verificacion del método se mantuvieron muy similares entre protocolos, dentro de un rango de 7.0 a 7.68,
coincidiendo con los valores de CT obtenidos durante los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad

utilizados para la verificacion del control propiamente.

La RT-gPCR al gen NSP3 resulté ser tan sensible y especifica como la RT-PCR de punto final al gen
VP6 para la identificacién de HRVs grupo A; ademas de ser valida y segura para su diagndstico, por lo que
en el futuro podria implementarse en la RNLSP como técnica para la identificacion de HRVs en apoyo a la

vigilancia epidemioldgica.

8. LIMITACIONES DEL TRABAJO

Una de las limitantes que se presentaron en la realizacién de este trabajo fue la cantidad de
muestras disponibles debido a que, durante la pandemia de COVID-19 que se presentd a principios del
afio 2020 en nuestro pais; las muestras que el INDRE recibia en su mayoria, eran muestras para la

identificacion de SARS-CoV2.

9. PERSPECTIVAS

Utilizar el control positivo al gen NSP3 obtenido en este trabajo para el procedimiento de rutina

del laboratorio de virus gastrointestinales.

Obtener controles positivos para otros genes de HRVs a través de la clonacidn en plasmido.
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A largo plazo, poder implementar la RT-qPCR al gen NSP3 para el diagndstico de HRVs grupo A en

la RNLSP en apoyo a la vigilancia epidemioldgica.
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ANEXOS

1. DIAGRAMA GENERAL DE LA METODOLOGIA
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Vector pTAMM-52, partial sequence Vactor pTAMM-52 1906 1906 100% 00 10000% 1275 0Q2387091
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein, cds, segment: 7_strain: RVA/Human/JPN/YMO17/20. . Human rotavirus A 1906 1906 100% 0.0 10000% 1074 LC1739261
Human rotavirus Aisolate LL 09131481 nonstructrual protein 3 gene,_complete eds Human rotavirus & 1906 1906 100% 00 100.00% 1070 KJ0949021
Human rotavirus A RVA/Human-wt/VNM/RVN16.1467/2016/GSP[8] NSP3 gene for NSP3 protein,_complete cds ~ Human rotavirus A 1901 1901 100% 0.0 99.90% 1073 LC491503.1
Human rotavirus A RVA/Human-wt/VNM/RVN16 0876/2016/GIP[8] NSP3 gene for NSP3 protein_complete cds ~ Human rotavirus A 1901 1901 100% 0.0  99.90% 1060 LC4914811
Human rotavirus A Human-wt/JPN/Tokyo18-49/2018/GSP[8]-E1 NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds Human rotavirus A 1801 1901 100% 0.0 99.90% 1071 LC4776181
Human rotavirus A Human-wt/JPN/Tokyo18-43/2018/GIP[8]-E2 NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds Human rotavirus A 1901 1901 100% 0.0 9990% 1052 LCAT7617.1
Human rotavirus A Human-wi/JPN/Tokyo18-37/2018/GSP[8]-E1 NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds Human rotavirus A 1801 1901 100% 0.0 99.90% 1061 LC477611.1
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein, cds, segment: 7, sirain: RVA/Human/JPN/YM022/20... Human rotavirus A 1901 1901 100% 0.0 99.90% 1074 LC173928 1
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein lete cds, segment: 7 strain: RVA/Human/JPN/SP024/201. . Human rotavirus A 1901 1901 99% 0.0 10000% 1064 LC1739121
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein, cds, segment: 7, sirain: RVA/Human/JPN/SP010/201... Human rotavirus A 1901 1901 100% 0.0 99.90% 1073 LC173900.1
, Human rotavirus A isolate RVA/Human-wt/CHN/Fuzhou20-045/2020/GSP[8] NSP3 gene. lete cds Human rotavirus A 1901 1901 100% 0.0 9990% 1074 MZ4074401
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4. NUMERO DE IDENTIFICACION DEL CONTROL POSITIVO EN LA BASE DE DATOS GenBank

GenBank =

Vector pTAMM-52, secuencia parcial

GenBank: 0OQ238709 1
Graficos rapidos

Ira: [~

LOCUS DQ238789 1275 pb ADN lineal SYMN 24-MAY-2823
DEFINICION Vector pTAMM-52, secuencia parcial.
ADHESTON 00238789

VERSION 0Q238789.1

PALABRAS CLAVE .

FUENTE Vector pTAMM-52

ORGANISMOD  Vector pTAMM-52
otras secuencias; secusncias artificlales; vectores

REFEREMCIA 1 (bases 1 3 1275)

AUTORES Fragoso-Fonseca,DE, Centenc-Cayetano,GE, liménez-Morales,M.,
Esteban-Valencia,Md.C., Corona-Valdespino,E., Andrade-Montiel,E.,
Escobar-Escamilla,lN., Ramirez-Gonzalez,]E and Hernandez-Rivas,L.

TITULO Clonacién de productos PCR para obtener centroles sintéticos para su uso en
procedimientos de disgndstico molecular

REVISTA Inédito

REFEREMCIA 2 (bases 1 a 1275)

AUTORES Landa-Flores,MG, Del Mazo-Ldpez,]C, Serranc-Gutiérrez,s.,
Rodriguez-Maldonado,4P v Wong-Arambula,CE

TITULO Presentacidn directa

REVISTA Enviado (11-EME-2823) Unidad de Deszarrollo Tecnologico e
Investigacidn Molecular, Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiologicos (InNDRE} 'Dr. Manuel Martinez Basz', Secretaria de
%alud, Francisco de P. Miranda 177 Col. Lomas de Plateros, Alvaro
Qbregon, Ciudad de México, CDMX 91438, México

COMEMTARIO ##Ensamblaje-Datos-INICIO#E
Tecnologia de secuenciacidn :: Secuenciacion didesoxi de Sanger
##Datos de ensamblaje-FINE#
CARACTERISTICAS Ubicacidn/Calificadores
fuente 1..127%
Jforganismo="Vector pTAMM-527
Smol_type="otro ADN"
Fdb_xref="taxdn: 3848877 "
fpais="México"
<1..132
/nota="pDrive vector”
s €133..>932
/note="Rotavirus humano A"
fcodon_start=3
Stransl_tabla= 11
/product="proteina NSP3"
/protein_id="0DM555843.1 " _
ftranslation="ESTOQMVSSIINTSFEAAVVAATSTLELMGIQYDYNEVFTRVKS
KFDYWMDDSGWVENNLLGKAI TIDQALNGK FOSATRNRMNEMTDSK TVAK LDEDVNE LRM
TLSSKGIDQKMRVLNACFSVERIPGKSSSSITKCTKLMEKDKIERGEVEVDDSY IDEKME
IDTIDWKSRYDQLEKRFESLKQRVT EKYNTWAQKAKKVMENMYS LONVISQOONQIAD
LOQYCNKLETDLQGKFSSLVSSWVERWY LRSME LPDODVENDIEQQLNSID™
1166..31275
/nota="pbrive vector”
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4.1. Secuencia FASTA del control

Vector pTAMM-52, secuencia parcial

GenBank: 0Q238709.1
Graficos  GenBank

*0)238789.1 Vector pTAMM-52, secuenciz parcial

AT AAAACGAGGCCAGTGAAT TGTELGECCAT TTAGGTRACACTATAGAATACAGGGLCGCEAGLTLGG
G CACACGTETEATCTAGAGC TAGC CTAGEC TCEAGAACCTTATCEACGRAAT TCAGATTTGRAGTCT
AT A AGAT GaTAAGCTCTATTATTAACACTTCTT TTGAAGC TECAGTTTGTTGCTGCCACTTCAACAT
TAGAATTAATGGETAT TCAATATGAT TACAATGAAGTAT TTACTAGAGTTAARAGTASMATTTGATTATAT
AT GG AT AT TEaT G T TAAL AR TAATCTTTTGEaT ARG TATALCTAT TGACCAGGIGT TAAATGGA
AAETTTEGCTCAGC TATTAGAAAT AGAAATTGEATGACTGACTCTAAAACGATTOC TAAATTGGATEARLG
AT AT AR TTAGAATEACATTOTCTTCTAAAGGAATCOAT CAAAARATCAGARTACTTAATGETTG
TTTTAGTGTGAAAAGAAT ACCAGEAAMATCATCATCAATAATTAAGTGCACTAAACTTATGAAGEATARA
AT AGAACETOEGEALGTTEAGOTTEATGAT TCATATATTGATAGALAATGOALATTGATACCATTGATT
GEAAATCTCGT TATGACCAAT TAGAAAAAAGATTTGAGT CACT AAAACAAAGAGT TACTGAGAAATACAA
TACTTGGEETACAL AL A GAAGAAAGTASATGAGAATATGTACTCTCTCTCARATGTCATTTCACAACAS
A AT AR AT AR AGATCTTCAACAATATTETAATALAT TERAAACTGACTTGCAAGOCALATTTAGTT
CATTAGTGTCATCAGTTGAGTGGTATTTAAGATCTATGOAATTACCAGATGATGTALAGAATGATATTGA
A A AT TARATTCAATTaATT TAATTAATCCCATTAATGCTATAGATGATATCGAATCATTGETTAGA
A TTTAGT T AGRATTAT GATAGAACAT TTTTAATGT TAAGGRACTGT TRAAGC AATGLAACTATGAAT
ATGTATATGAATAGTCACATAAT TAAMATCATTAACCCTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTT
A AT AN A TE T AR A CTARAT OO TATAGGEOCOTTATATCACGAATTCTGGATCCGATALCGT
AACGCETCTECAGCATGCATGETACCGAGCTTTCCCTATAGTGAGT CATATTAGAGCTTGRCGTAATCAT
GOTCATAGCTGTTTC

4.2. Busqueda de la secuencia del control en BLAST

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns > Show 2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
fesin SN | S, Sy Cover vaium o | Lon  Accessn
- v - - -
Vector pTAMM-52, partial sequence Vector pTAMM-52 2355 2355 100% 0.0 100.00% 1275 0Q238709.1
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein,_complete cds_segment: 7, strain: RVA/Human/JPN/YM038/20. .. Human rotavirus A 1912 1912 81% 00 10000% 1074 LC1739361
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds,_segment: 7, strain: RVA/Human/JPN/YM051/20. .. Human rotavirus A 1908 1908 81% 00 10000% 1071 LC1739401
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds, segment: 7, strain: RVA/Human/JPN/YMO17/20... Human rotavirus 4 1908 1908 81% 00 100.00% 1074 LC173926.1
Human rotavirus A isolate LL09131481 nonstructrual protein 3 gene, complete cds Human rotavirus A 1908 1908 81% 0.0 100.00% 1070 KJ094902.1
Human rotavirus A RVA/Human-wt/VNM/RVN16 1467/2016/GSP[8] NSP3 gene for NSP3 protein_complete cds ~ Human rotavirus A 1903 1903 81% 00 99.90% 1073 LC4915031
Human rotavirus A RVA/Human-wt/VNM/RVN16 0876/2016/GSP[8] NSP3 gene for NSP3 protein,_complete cds ~ Human rotavirus A 1903 1903 81% 00 99.90% 1060 LC4914811
Human rotavirus A Human-wt/JPN/Tokyo18-49/2018/G9P[8]-E1 NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds Human rotavirus A 1903 1903 81% 0.0 99.90% 1071 LC477618.1
Human rotavirus A Human-wt/JPN/Tokyeo18-43/2018/G9P[8]-E2 NSP3 gene for NSP3 protein,_complete cds Human rotavirus A 1903 1903 81% 0.0 99.90% 1052 LC4776171
Human rotavirus A Human-wt/JPN/Tokyo18-37/2018/GSP[8]-E1 NSP3 gene for NSP3 protein, complete cds Human rotavirus A 1903 1903 81% 0.0 99.90% 1061 LCA4776111
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein,_complete cds, segment: 7, strain: RVA/Human/JPN/YM022/20 .. Human rotavirus A 1903 1803  81% 00 9990% 1074 LC1739281
Human rotavirus A NSP3 gene for NSP3 protein,_complete cds, segment. 7. strain. RVA/Human/JPN/SP010/201... Human rotavirus A 1903 1903 81% 0.0 99.90% 1073 LC173900.1
Human rotavirus A isolate RVA/Human-wt/CHN/Fuzhou20-045/2020/G9P[8] NSP3 gene,_complete cds Human rotavirus A 1903 1903 81% 00 99.90% 1074 MZ4074401
Human rotavirus A isolate RVA/Human-wt/CHN/Fuzhou20-025/2020/G9P[8] NSP3 gene,_complete cds Human rotavirus A 1903 1903 81% 0.0 99.90% 1074 MZ4073851
Descriptions Graphic Summary Alignments
Reports Lineage Organism Taxonomy |
100 sequences selected @
Organism Blast Name Score Number of Hits Description

root 123

. Vector pTAMM-52 other sequences 2355 1 Vector pTAMM-52 hits

. Human rotavirus A viruses 1912 1é Human rotavirus A hits

. Rotavirus A viruses 1903 6 Rotavirus A hits
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