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RESUMEN

De los virus causantes de gastroenteritis, Astrovirushumano (HAstV) se asocia
con diarrea moderada o aguda en 5% de los casos en nifios. Los genotipos de
HAstV reportados a nivel mundial son los genotipos clasicos (HAstV-1). Por otro
lado, Rotavirus se asocia al 30-50% de los casos de gastroenteritis severa y a
453,000 muertes anuales a nivel mundial. La mayoria de las infecciones por
rotavirus se atribuyen al genotipo G1P[8], G2P[8], G4P[8], G2P[4] y G9P[8].
Algunos estudios han descrito variaciones genotipicas e intragenotipicas de
rotavirus de una temporada a ofra o entre distintas zonas geograficas. En el
presente trabajo se analizaron 100 muestras de heces de nifios con
gastroenteritis. De éstas muestras 5 (5/100, 5%) fueron positivas para
Astrovirusy 14 (14/100, 14%)para rotavirus. Dos de las 5 muestras de astrovirus
fueron secuenciadas, €l analisis de las mismas relaciono a una de las cepas
con homologia del 98% con genotipo HastV-2 y ofra con genotipo HastV-6De
las 14 muestras positivas de rotavirus6 (6/14, 28.5%) fueron caracterizadas
como genotipo G12y 4 (4/14, 28.6%) genotipo P[8]. En el analisis filogenético
realiizado el gen VP7 genotipo G12 se asocié con €l linaje I, mientras que el
gen VP4 genotipo P[8] se relaciond con el linaje V. Asi mismo, el andlisis de
secuencia deducida de aminoacidos demostré variaciones en regiones
antigénicas con respecto a las cepas vacunales (Rotarix® y RotaTeqg®). En este
trabajo se realizd el primer reporte de cepas de rotavirus G12 en México. Asi
mismo, en el caso de Astrovirus se detecté la cepa poco comun HAstV-6. Estos
resultados indican que se requiere de un estudio continuo de epidemiologia
molecular para determinar la incidencia y variabilidad genética tanto de
Rotavirus como Astrovirus. Lo anterior con ia finalidad de determinar si las
estrategias de prevencion actuales son eficientes, como lo es en el caso de
rotavirus, o si se requiere que se establezcan nuevas estrategias de prevencion

y manejo de casos clinicos para gastroenteritis viral,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones gastrointestinales representan un grave problema de salud a
nivel mundial, particularmente para la poblacién infanti. De los agentes
infecciosos causantes de gastroenteritis los virus se presentan en un 70-80% de
los casos. De los virus causantes de gastroenteritis, Astrovirus humano (HAstV)
se asocia con diarrea moderada o aguda en 5% de los casos en nifos. Entre
los principales genotipos de HAstV reportados a nivel mundial estan los
genotipos clasicos (HAstV-1). Por otro lado, Rotavirus se asocia al 30-50% de
los casos de gastroenteritis severa y alrededor de 453,000 muertes anuales a
nivel mundial. La mayoria de las infecciones por rotavirus se atribuyen al
genotipo G1P[8], G2P[8], G4P[8], G2P[4] y recientemente G9P[8). Algunos
estudios tanto de Rotawus como Astrovirus, han descrito variaciones
genotipicas de ambos virus de una temporada a otra o entre distintas zonas
geograficas. El estudio epidemiolégico y molecular de virus como Rotavirus y
Astrovirus causantes de gastroenteritis en nifios podria contribuir en el
reconocimiento de cepas en el area de estudio, en la evaluacion de la eficiencia
y la posible eficacia de las estrategias preventivas actuales. Por tal motivo, es
importante ef estudio del monitoreo de incidencia estos virus y las variaciones

intragenotipicas que estos puedan presentar.



HIPOTESIS

La deteccién y caracterizacion molecular de Rotavirus y Astrovirus causantes
de gastroenteritis en nifios contribuird con el analisis de las cepas detectadas

en €l area de estudio.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar, por medio de herramientas de biologia molecular, las cepas de
rotavirus y astrovirus aisladas en nifios menores de cinco afos con

gastroenteritis durante &l periodo de estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la incidencia de rotavirus y astrovirus en nifios con
gastroenteritis.

2. Identificar los genotipos correspondientes a cada virus detectado durante e
periodo de estudio.

3. Analizar la secuencia nucleotidica de los genes asociados a la clasificacién

genotipica de cada virus

Xvii



INTRODUCCION

La gastroenteritis es una afeccién asociada a procesos no inflamatorios en
intestino delgado e inflamatorios a nivel de colon (Steiner and Guerrant., 2010).
Entre los sintomas que cominmente se presentan estan diarrea, vémito y fiebre
(Hostetler, 2004). La gastroenteritis puede ser causada por agentes infecciosos
como virus, bacterias y parasitos. De éstos, l0s virus se asocian con el 70% de
los casos de diarrea y es la poblacion infantil la mas susceptible. Entre los
agentes virales que se relacionan con gastroenteritis se encuentran Rotavirus,
Astrovirus. Norovirus, Saporovirus, y Adenovifus entéricos (Elliot, 2007: WHO,

2011).

Por su parte, Astrovirus humanos (HAstV) causa entre el 3 y 5% de
hospitalizacién por diarrea, estas infecciones son mas frecuente en nifios de 1 a
3 afos (Fauquier- Sanchez ef al, 2005). Entre las caracteristicas importantes
de astrovirus es que afecta a nifios menores de dos afios, y tiene una amplia
distribucion mundial y puede presentarse solo o co-infecciones con otros virus

entéricos o bacterianos (Gutiérrez ef al., 2005).

Por oftro lado, Rotavirus se asocia a 30% de las enfermedades
gastrointestinales y se considera Ila causa mas importante de gastroenteritis

aguda en bebes y nifios pequefios en paises desarrollados y paises en vias del



desarrollo a nivel mundial. La alta incidencia ocurre entre los 6 y 24 meses de

edad (Parasharet al, 2006; Palumboet al., 2009; Tateet al, 2012).

Tanto rotavirus como astrovirus son de los principales agentes infecciosos
virales causantes de gastroenteritis en nifios y se consideran un serio problema
de salud publica a nivel mundial. El estudio epidemiolégico y molecular de virus
como rotavirus y astrovirus causantes de gastroenteritis en nifios podria
contribuir en el reconocimiento de cepas en el area de estudio y en la
planeacién de nuevas estrategias de prevencion. Por tal motivo, es importante
el monitoreo de incidencia estos virus y las variaciones intragenotipicas que

estos presenten,



ANTECEDENTES

ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES.

La gastroenteritis aguda se define como inflamacion de la mucosa gastrica e
intestinal, la principal manifestacion clinica es la diarrea. Este padecimiento,
puede ser causada por algin agente infeccioso (Garcia, 2010). La sociedad
europea de gastroenterologia hepatica y nutricién pediatrica (por sus siglas en
ingles ESPGNAN) y la sociedad europea de enfermedades infecciosas
pediatricas (por sus siglas en ingles ESPID) definen el cuadro clinico de la
gastroenteritis aguda como la disminucion de la consistencia de heces (blandas
o0 liquidas), y un incremento en la frecuencia de evacuaciones, con o sin fiebre o
vomitos, con una duracién habitual menor de 7 dias y no superior a 14 dias

(Pagés, 2010).

Las enfermedades diarreicas agudas, son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en nifios menores de cinco afios. Anualmente, se
estima una mortalidad de 760,000 millones de nifios a nivel mundial(WHO,
2013). Se considera que en la actualidad ocurren airededor de 1.7 millones de
episodios de gastroenteritis aguda infecciosa (Yalda, 2014). En México las
enfermedades gastrointestinales son la segunda causa de morbilidad en 16,519

nifios menores de cinco afos (Hernandez ef al, 2013; INEGI, 2015).



En el 2001 la secretaria de salud (SSA), informd que las enfermedades
gastrointestinales, ocasionadas por bacterias y parasitos ocupaban la
decimocuarta causa de muerte a nivel nacional. El seguro social (SS) brindé 2
millones 188 consultas por enfermedades gastrointestinales. De acuerdo con
estadisticas de instituto mexicano detl seguro social (IMSS), las infecciones por
gastroenteritis fueron salmonelosis, tifoidea y rotavirus, esto representa un

problema severo en la salud publica del pais (Hernandezet al., 2011).

Se estima que en los paises de Asia, Africa y paises latinoamericanos, la
probabilidad de que un nifio muera antes de tener los cinco afios de edad
debido a las infecciones gastrointestinales es de 50%, esto depende del estado
socioeconomico vy nutricional del infante (Hernandez et af, 2013)Las
enfermedades diarreicas agudas son padecimientos con una evolucion rapida
(en cuestion de horas), y una duracion menor a tres semanas (Ryanet al; 2011).
La diarrea es uno de los sintomas cominmente asociado a infecciones por
bacterias, virus y parasitos, transmitidas por comida ¢ agua contaminada (Who,

2013).

La gastroenteritis aguda es una patologia de alta incidencia 68% en nifios
menores de cinco afos. Entre los agentes etioloégicos asociados a
gastroenteritis por virus se encuentran en primer lugar a rotavirus y norovirus

(Yalda; 2014; Hernandezet al., 2013).La poblacion infantil es la mas susceptible



a presentar gastroenteritis aguda, la principal complicacion es la deshidratacion
severa del infante lo que trae como consecuencia la muerte del menor si este

no es atendido de la forma adecuada y oportuna (Who, 2008).

AGENTES INFECCIOSOS CAUSANTES DE GASTROENTERITIS

La gastroenteritis infecciosa puede sel causada por agentes infecciosos como
bacterias, virus y parasitos (Tabla 1). Los agentes bacterianos y parasitarios
son responsables de cerca del 20 al 25 % de casos de las enfermedades
infecciosas agudas. Por su parte, los virus se Telacionan con el 70-85% de los

casos (Tabla 2) (Ryanet al,, 2011).

Entre los agentes infecciosos causantes de gastroenteritis viral, se encuentra
rotavirus, norovirus, saporovirus, adeNoVirus y astrovirus (Tabla 3) de los cuales
rotavirus y norovirus se relaciona con 453,000 y 218,000 muertes anuales de

nifios respectivamente a nivel mundial (Kooetal, 2010; Tateetal, 2012).

Por otro lado, adenovirus entérico, saporovifus y astrovirus se relaciona a casos
de gastroenteritis severa a leve en nifios menores de cinco afios de edad

(Finkbeineret al, 2010; Sdiri-Loulizlef a; 2011, Rezaeiet al, 2012).



Tabla 1.

Agentes etioldgicos causantes de gastroenteritis

Bacteriana Parasitos

Escherichiacolispp Giardia lambia Rotavirus grupo A
Salmonella entérica spp Cryptosporidiumparvum Adenovirus entérico
Campylobacterspp Amebas Astrovirus
Shigellaspp Calicivirus humano
Yersiniaenterocolitica Norovirus
Aerominasspp Sapovirus
Vibriospp

*Tomado y adaptade de Adsariaset al, 2015



Tabla 2,

Agentes etioldgicos causantes de gastroenteritis en nifios menores de cinco afios y su
incidencia en paises desarrollados y subdesarrollados.

Microorganismo Paises en vias de desarrolio Paises desarrollados

Bacterias

Escherichiacoli ND 37%
Shigellaspp. <1% 0%
Salmonella spp. 25% 15%
Campyiobacterspp. 40% Fo
Yersiniaenterocolitica Zho <1%
Aeromonasspp. ™o 1%
Virus

Rotavirus 44% 24%
Astrovirus <1%% <%
Parasitos

Giardialamblia 5% 10%
Entamoebahistolytica <% 3%

*Tomado y adaptado de Hemandez ef af, 2011,



Tabla 3.

Caracteristicas biologicas y epidemiologicas de los virus causantes de gastroenteritis.

Aspectos especiales

Biolégicos
Acidonucleicos

Didmetra: forma

Replicacién en
cultivo celular
NOmero de serotipos

Patogénicos
Sitio de infeccidn
Mecanismo de
inmunidad
Epidemiologia
Epidemicidad

Temporada de afio

Edades principales
de efectuacion
Metodos de
transmisidn

Periodo de
incubacion (dias)
Principales pruebas
de diagnostico

Rotavirus

RNA de doble
cadena

65-70 nm, cépside
desnuda con doble
Capa
Generalmente
incompleta

Cinco importantes
para humanos

Duodeno yeyuno
IgA intestinal local

Epidémico o
esporadico

Casi siempre
invierno

Lactantes, niftos
menores de 2 anos
Fecal-oral

1-3

IEE, EM,PCR

Calicivirus

RNA de cadena
sencilla

27-38 nm,
desnudos redondos

Ninguna

Masde4d

Yeyuno
Desconocido

Brotes familiares y
comunitarios
Ninguna conocida

Nifios mayores y
adultos
Fecal-oral; agua y
mariscos
contaminados
0.5-2

EM, IEM, PCR

Astrovirus

RNA de cadena
sencilla

28-38 nm, desnudos,
con forma de estrela
Ninguna

Conocidos ocho
Intestino deigado
Desconocido
Esporadica

Ninguna conocida

Lactantes, nifios

Fecal-oral

1-2

EM, PCR

Adenovirus

DNA de doble
cadena

70-90 nm, desnudo,
icosaédrico

Ninguna ¢ incomnpleta
Desconocido
Intestino delgado
Desconocido
Esporadica

Ninguna conocida

Lactantes- ninos

Fecal-oral

8-10

IEE, EMB

EM. microscopia electrénico: IEE, inmuncensayo enzimatico, IEM, inmunomicroscopia electronica; PCR, reaccion en
cadena de fa polimerasa. Tomado y adaptado de Ryan, 2013.



ASTROVIRUS

GENERALIDADES, EPIDEMIOLOGIA Y MORBILIDAD.

Astrovirus (AstV) fue identificado en 1975 por Appleton y Higgins como agentes
infecciosos causantes de gastroenteritis. Se detectd en una sala de maternidad
donde jos bebés presentaban un cuadro clinico de diarrea y vomito. La
deteccion del virus se realizé en las heces de los nifios por medio de
microscopia electronica. Al microscopio se observé la presencia de particulas
virales de morfologia distinta a los virus ya conocidos hasta el momento
asociados a gastroenteritis como rotavirus o calicivirus (Appleton and Higgins,

1975).

Estas particulas virales fueron descritas unos meses mas tarde como virus
pequefios (28 nm), redondos y con un aspecto calacteristico en forma de
estrella de cinco a seis puntas (Fig. 1). Esta descripcién dio origen al nombre de
astrovirus que se deriva del griego astron y significa estrella (Madeley and
Crosgrove,  1995)Posteriormente, gracias a los conocimientos vy
descubrimientos realizados por Lee y Kurtz para el aislamiento de HAstV en
cultivos celulares con células embrionarias de rifién humano 1981,se logré la
identificacion de cinco serotipos diferentes de astrovirus en 1984. Y se permitié

que se realizaran inmunoensayospara el reconocimiento de antigenos



Fig 1. Imagen de microscopia electrénica de particulas virales de Astrovirus.
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virales de astrovirus de importancia médica. La caracterizacion molecular ha
sido una herramienta de mucha importancia ya que hasta la fecha se han
reconocido 8 serotipos de HAstV (Hermannet al, 1988; Lee and Kurtz, 1994

Sanchez-Fauquieret al,, 2005; Méndez and Arias., 2007).

En 1993 se establece la familia Astroviridae dentro de los virus de ARN: esta
familia estd compuesta de virus de humanos y animales y se divide en dos
generos. El primer genero Mamastrovirus compuesto de virus humanos,
felinos, ovinos, porcinos y bovinos, el segundo genero Avastrovirus incluye
astrovirus de pavos, patos y el virus de la neffitis aviar. En el mismo afio se
realizo la secuenciacion completa del primer genoma de astrovirus (Jianget af.,
1993).Asi mismo, en 1997 se realizd la construccion del primer clon de ADNc
del genoma completo de astrovirus serotipo 1. Para el afio 2000 Méndez-toss y
colaboradores reportaron un nuevo sefotipo HAstV-8. (Jianget al, 1993;
Geigenmilleret al, 1997; Méndez-tosset al., 1997). Posteriormente, también se
detectaron particulas de astrovirus en heces diaffeicas de un gran nimero de

mamiferos y aves (Gutierrez ef al,, 2005).

La via de transmision de Astrovirus es por via oral-fecal ya sea directa o a
través de fomites, que se han asociado a brotes gastrointestinales por la ingesta
de alimentos (ostra) o aguas contaminadas. La incidencia de astrovirus ocurre
durante todo el afio, pefo se observa una afta incidencia en temporada invernal

(Fauquier- Sanchezet a/,, 2005).
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Los métodos utilizados para el diagnostico representan un gran cambio de los
conocimientos sobre la epidemiologia de gastroenteritis por  Astrovirus.
Estudios realizados con microscopia electrénica han detectado menos del 1%
de Astrovirus en nifios con diafrea. El uso de anticuerpos monoclonales ha
demostrado que estos virus son una causa frecuente de diarrea en nifios a

nivel mundial (Lee andKurtz, 1994).

El primer estudio realizado para la deteccion del virus por medio de
inmunoelectromicroscopia (IEM) realizado en nifios tailandeses menores de
Cinco afos se deteCtd astrovirus en el 9% de los casos. Otros estudios de
seroprevalencia indicaron que mas del 80% de nifios mayores a cinco anos
tienen anticuerpos contra Astrovirus (Madanet al, 2003). Este mismo estudio;
sugiere que la incidencia de Co-infeccion con vifus o bacterias es alta.
Astrovirus causa entre el 3 y 5% de hospitalizacion por diarrea, estas
infecciones son mas frecuente en nifios de 1 a 3 arfios (Fauquier- Sanchez et
al, 2005). Entre las caractefisticas iMportantes de astrovirus es que afecta a
nifios menores de dos afios, y tiene una amplia distribucién mundial y puede
presentarse solo o co-infecciones con otfos virus entéricos o bacterianos

(Gutierrez et al., 2005).

ESTRUCTURA
Astrovirus es un virus sin envoltura, de sifMetria icosaédrica, mide

aproximadamente 28 -30 nm de diametro (Fig. 2). Su cépside se asemeja a la
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figura de una estrella de 5 o 6 puntas. Posee un genoma de ARN
monocatenario lineal, de polaridad positiva, de aproximadamente 6,17 Kb. Para
la cepa humano MBL-1? 7.72kb para DAstV-2 excluyendo la cola poli A en el
extremo 3' (Guix, 2003). El ARN extraido de particulas de astrovirus, asi como

ARN transcrito a partir de una copia gendmica de longitud completa de ADN

complementarioc (cDNA) clonada, son capaces de iniciar un
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una infeccidn productiva en células cuitivadas, aunque con diferentes
eficiencias (Méndez and Arias, 2007). El génoma de astrovirus estd constituido
por una region no traducidas en ef extremo 5 y 3 (UTR)tres marcos de lectura
abiertos ORFs, estos estan situadas en el extremo 5' del genoma, designado
ORF1a y ORF1b codifica proteinas no estructurales, que estan involucradas en
la transcripcién y replicacion del genoma def virus, en base a la secuencia que
contienen (Fig. 3). La variacion de longitud ORF1a en HAstV es debido
principaimente a inserciones presentes cefca del extremo 3' de ORF1a. ORF2
se encuentra en el extremo 3' del genoma, codifica poliproteinas de Ia

capside(Méndez and Arias, 2007; Siroket al., 2002).

Los marcos de lectura ORF1a y ORF1b se solapan en 10 a 148 nucleétidos (nt)
en el genoma del virus de mamiferos y entre 10 y 45 Nt en los virus aviares. La
regiéon de solapamiento contiene una sefial esencialmente para la traduccién del
ARN polimerasa vira a través de un mecanismo de desplazamiento del marco.
Finalmente, una region UTR-3' corta, seguida de una cola poli-A de
aproximadamente 30 nuciedtidos. La porcion C-terminal de la proteina de la
capside presenta mayor variabilidad de secuencia que la N-terminal. Esta
variabilidad es la que define los distintos genotipos asociados a los virus

aislados hasta et momento (Siroket al.,2002).

Se han identificado dos especies de ARN de sentido positivo en células

infectadas de astrovirus; e ARN gendmico de longitud completa y un ARN
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Fig. 3. Descripcion grafica del genoma de Astrovilus (A). Organizacion del genoma y

laspoliproteinas de AstV. (B). Organizacion genémica de gran, con los marcos de lectura

{ORFs)(Boschet al.,2014).
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subgendémico (ARNsg) de aproximadamente 2.4 Kb. Este sitio basando en el
sitio de iniciacion de la transcripcion deterMinado para el ARNsg en HAstV-1 y
HAstV-2 Los marcos de lectura ORF1b y ORF2 se presentan con una
Superposicion de 8nt; sin embargo la longitud de esta superposicién puede
variar, y no esta presente en astrovirus de patos (Por sus siglas en inglés,
DastV). La secuencia es altamente conservada alrededor del codén de inicio
ORF2 se ha sugerido que parte del promotor para la sintesis de la ARNsg,
como se describe para Alfavirus. Sin embargo esta region difiere en la longitud
y secuencia entre 10s ofros virus de mamiferos y aves (Gutiérrez et al, 2005).
Esta secuencia conservada muestra identidad parcial con el extremo 5 del ARN
genémico ARNg, o que sugiere que tiene un papel iMportante para la sintesis
de tanto ARNg y ARNsg. El terminal de ORF de 19 nt y el adyacente 3'-UTR

estéd muy conservada entre los Mamiferos (Méndez and Arias, 2007).

Estructura de HAstV Serotipo 1.

Estudios de crioelectromicroscopia demostraron que las particulas de astrovirus
serotipo 1 constan de una capside central de 33 nm de diametro decorada con
30 espiculas diméricas que se extienden 5nm desde la superficie de la capside
dando un tamario de ia particula Virica de 43 nm (Matsui and Greenberg, 2001).
El serofipo 1 es el mas detectado en la mayoria de los estudios con un

porCentaje que va desde 45% al 92%.(Fauquier- Sanchez et al., 2005).
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Estructura de HAstV Serotipo 2

El serotipo 2 de astrovirus presenta una espicula protuberantes en la superficie
haciendo que el diametro total del virion alcance los 41 nm, mientras que si no
se consideran dichas espiculas, el didmetro del virién es de unos 30 nm.
Comprobando que el tratamiento alcalino de las muestras induce la apariciéon de
la morfologia estrellada en los viriones. (Matsui and Greenberg, 2001).El
serotipo 2 es el segundo mas identificado en un 35% de cepas de México (Guix,

2003).

Poliproteina no estructural ORF1a.

La poliproteina codificada a partir del ORF1a (nsP1a) consta entre 920 y 935
aminoacidos segun el serotipo de astrovirus. En el extremo amino-terminal de la
poliproteina se han identificado varios dominios transmembrana que puede
estar implicada en el anclaje def complejo de replicacion del ARN virico a

membranas celulares (Jianget al, 1993; Jonassenet a/, 2003).

En la parte central de la poliproteinas se encuentra un motivo de proteasa viral
perteneciente al grupo de las 3C-like sefineproteases que poseen un elevado
grado de homologia con las proteasas de dos virus de familia Caliciviridae:
como es el virus de la enfermedad hemorragica del coNejo, y calicivirus felino
(Jianget a/, 1993) la triada catalitica esta formada por los aminoacidos His461,
Asp489 y Ser551. En el extremo carboxi-terminal se ha identificado la presencia
de una sefial de localizacion nuclear (NLS) aunque su significado bioldgico en el
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ciclo replicativo de AstV no estd clafo (Jianget al, 1993). Esta zona de la

Poliproteinatambién se ha descrito la presencia de un epitope inmunoreactivo

(Matsuiet a/, 1993)

Finalmente, se destaca la presencia de una region hipervariable (HVR) rica en
inserciones y delecciones en el extremo carboxi-terminal y que en un principio
se asocid a |a adaptacion de astrovifus a detefminadas lineas celulares
(Willcockset af, 1994) y mas adelante se ha relacionado con un posible papel

en ia replicacion de ARN virico (Guixet al., 2004)

Poliproteina no estructural del ORF1b

Codificada por una poliproteinas (nsP1b) de entre 515 y 519 aminoacidos
dependiendo del serotipo de astrovifus. Estas poliproteinas destaca
principalmente la presencia de ARN polimerasa perteneciente al supergrupo |
segun la clasificacion de koonin (1991), aunque adn no se ha caracterizado por
completo. Se ha propuesto que este lugar activo de esta ARN polimerasa
corresponderia a la secuencia aminodcido Y374, G375, D376 y D377 altamente

conservada en astrovirus humano y animales (Carter y Willcocks, 1996)

A pesar de que esta poliproteinas poseen un potencial codén de inicio de
traduccion, se ha demostrado que la sintesis de la poliproteinas tiene lugar fras
un fendmeno de ribosomalframeshifting que se produce en la region de
solapamiento entre el ORF1a y ORF1b de este modo se forma una

supefproteina gque engloba el ORF1a y ORF1b (nsP1a/nsPib) y que es
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procesada posteriormente en las dos poliproteinas nsP1a y nsP1b (Jianget al,

1993; Marczinkeet al., 1994).

Poliproteina estructural ORF2

La poliproteinas codificada por el ORF2 tiene un tamaro variable segun el
serotipo de astrovirus que oscila entre 782 y 796 aminoacidos. En un estudio
realizado por Wang y colaboradores (2001), la secuencia de ORF2 fue dividida
en cuatro regiones. La region |, abarca la secuencia entre los aminoacidos 1 y
415, es la que estd mas conservada entre todo los serotipos del virus. En esta
region existe una zoOna fica en Fesiduos basicos que se ha relacionado con el

empaquetamiento  de ARN virico (Geigenmdilleret al., 2002)

La region I entre los aminoécidos 416 y 648, presentan un figero grado de
variabilidad entre los diferentes serotipos mientras que la homologia dentro de
cada serotipo es elevada. La region Ili desde el residuo 649 al 707 es la zona
con mayor grado de variabilidad entre los diferentes serotipos con presencia de
inserciones o delecciones. Por ultimo la regién IV desde residuo 708 & final,
vuelve a presentar un elevado grado de similitud entre todos los sefotipos

(Belliotet al., 1997; Bass and Qiu., 2000)

El procesamiento de la poliproteinas es de 87-90 kDa obtenida por la traduccion
de ORF2, asi como el ensamblaje de las proteinas dando lugar a la capside
vificas, se considera que la capside vifica madura e infecciosa est4 compuesta

por tres proteinas mayoritarias con un tamafio de 35-32 kDa (VP34), 31-37
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(VP29) y 26-24 kDa (VP26) (Willcockset al., 1990; Monroe et al, 1991; Belliotet
al, 1997, Bass and Qiu, 2000). VP34 esta codificada a partir del extremo
amino-terminal del ORF2 mientras que VP26 parece ser una version truncada
por el extremo amino- terminal de VP29 codificada a partir de la parte central

del ORF2 (Sanchez-Fauquieret al., 1994, Belliotet al., 1997).

CLASIFICACION

Las diferentes cepas de AstV se han clasificado en serotipos mediante técnicas
de inmunomicroscopia electrénica ¢ de inmunofluorescencia. Los diversos
serotipos descritos, presentan un antigeno de grupo comun y ninguno parece
tener actividad cruzada con ninguna cepa de animales (Madanet al., 2003).

Los Astrovirus humanos han sido clasificados antigénicamente en 8 tipos
denominados HAstV 1 a 8, de estos el tipc predominante es el HAstV
1(Fauquier- Sanchez et al, 2005). Por otro lado, los genotipos de Astrovirus
humanos son HAstV 1 (que incluye los 8 serotipos © astrovirus “clasicos®),
HAstV 6 (cepa MLB), HAstV 8 (cepas HMO-A y VA1) y HAstV 9 (cepas HMC-B,
HMO-C y VA2). Mientras que la relacion de los genotipos clasicos de astrovirus
con la gastroenteritis esta bien definida, ain se desconoce en papel gue juegan

los genotipos de astrovirus no clasicos (Gutiérrez et al,, 2005).
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CICLO REPLICACION

Astrovirus interacta con receptores especificos en la superficie celular por
medio de un dominio de unién en la proteina de la cépside, siendo luego
transportada al citoplasma donde sufre un proceso de descapsidacion liberando

el genoma al citosol (Sirko, 2003).

Después de la entrada de astrovirus a las céluias, el ARN genémico se traduce
luego en una poliproteina precursora que se extiende posteriormente en las
proteinas necesarias para la replicacion def genoma del virus y el ensamble de

los virus de la progenie (Fig. 4) (Méndez et al, 2013).

Los marcos de lectura ORFs situadas en el extremo 5 del genoma, designados
ORF1a y ORF1b, codifican proteinas no estructurales que estan involucradas
en fa transcripcién del ARN vy la replicacion basada en los motivos de secuencia
que contiene. La tercera ORF, que se encuentra en el extremo terminal 3' del
genoma, designado ORF2, ARNs gendmicos y subgenémicos y codifica las

proteinas de la capside (Méndezet al, 2013).

Una vez sintetizada la ARN- polimerasa viral, el genoma parental puede
empezar a replicarse, sucediendo este proceso en el citoplasma. El ensamblaje
de las nuevas particulas, la maduracion de las proteinas virales y la replicacion
sSon procesos que ocurren casi simuftaneamente. Existe todo un conjunto de

intermediarios de morfogénesis conformado por particulas inmaduras en
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distintos estudios. El genoma sea incorporado dentro de la particula a nivel de
algunos de dichos intermediarios, La salida del virus se realiza por lisis celular

(Sirko, 2003).

Una vez convertido el ARN genémico (ARNg) y procesamiento proteolitico de la
proteina no estructural, se forma un complejo de replicasa viral, que utiliza €
ARNg para la produccién de larga duracién ARN de sentido negativo. Se
detecta de 6 a 12 horas de la infeccién. La proteina no estructural de la proteina
nspia/4 (corresponde al extremo C- terminal de nspta) se ha demostrado que
se requiere para ia replicacion del virus. Transcripcion de ARNg y ARNsg parte
de un promotor interno de larga duracion de sentido negativo de ARN, se
detecta a partir de 8 horas después de la infeccién en el complejo de replicacion
para cambiar la sintesis de cadena negativa de sentido positivo y sintesis de

ARNg (Méndezet al, 2013).

23



(#10Z “1e 12 ysog) snuaossy ap ugloeaydal ap opID v B4




PATOGENESIS

Astrovirus representa un problema de salud pdblica, se asocia en gran
proporcion a casos de gastroenteritis en nifios y en adultos
inmunocomprometidos. A pesar de su impacto en la salud humana, se conoce
muy poco acerca de su patogénesis. Lo anterior puede deberse a que se
carece de un modelo animal de experimentacion y ia dificuitad de propagar

astrovirusin vitro (Boshet al.,2014).

En estudios realizados con Astrovirus que afectan a animales se ha observado
una atrofia en las vellosidades intestinales e infiliraciones inflamatorios; asi
como la disminucion de los disacaridos y produccién de diarrea osmotica
{Bosch et al, 2014). La distribucion de enfermedades diarreicas por AstV revela
que en climas templados, la mayoria de las infecciones son por este virus, son
determinados en su mayaria en invierno, mientras que en climas tropicales se

detecta durante todo el afo(Gilbert et af, 2007).

El periodo de incubacion por este HAstV se ha establecido de 3-4 dias aungue
puede ser de 24 a 36 horas, y de la enfermedad de 2 a 3 dias, normalmente la
enfermedad es leve y autoimitada , pero puede ser persistente y grave en
pacientes inmunocomprometidos. HAstV causa deposiciones liquidas, vémitos,
dolor abdominal y deshidratacion, la severidad de la enfermedad es menor que

rotavirus. (Cabello ef al, 2002; Varela et af, 2007).
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El mecanismo de transmision mas frecuente es por contacto directo por via
fecal-oral, siendo mas frecuente la transmision nosocomial (Gilbert ef af, 2007).
En heces de nifios infectados de AstV se ha detectado excrecion viral hasta dos

semanas antes del comienzo de los sintomas (Varela Martinez et al, 2007).

En brotes epidemiologicos de infecciones por astrovirus se ha comprobado Ia
diseminacién persona-persona, o alimentos como ostras, es controvertido,
también se ha publicado que la supervivencia de AstV en agua potable. La
importancia de la infeccion nosocomial es la diarrea por este virus, se plantea
también como en €l caso de rotavirus la posibilidad de transmisién aérea.
(Sanchez-Fauquieref al, 2005). La incidencia de astrovifus se presenta en
nifios principaimente durante jos primeros afos de edad con mas frecuencia
entre los seis y dieciocho meses. Algunos estudios indican que del 24 al 74%

de las infecciones por este virus es asintomatico (Sanchez-Fauquieret al, 2005)

La infeccion por astrovirus aparentemente se restringe a enterocitos. En un
estudio donde se incluyeron individuos con infeccion sintomatica por HAstV, se
detectaron particulas virales en la parte inferior de las vellosidades epiteliales,

en la superficie del epitelio y en macrofagos en fa ldmina propia (Mitchel, 2002).

Aungue existen pocos datos al respecto, algunos estudios sugieren que a pesar
de la severidad de la diarrea causada por HAstV, solo se observan cambios
morfologicos menores y poco especificos a nivel intestinal. Con respecto a los

procesos inflamatorios se ha observado una respuesta Moderada. Estos
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resultados aparentemente demuestran una pobre contribucién del dafio

histologico e inflamatorio en la diarrea por astrovirus (Bosch, 2014).

Hasta el momento no se ha encontrado una relacién entre la gastroenteritis
severa y alguno de los diferentes grupos de astrovirus (Clasicos, MLB y VA1),
Sin embargo, existe evidencia de que HAstV-3 puede estar asociada a
gastroenteritis severa y un alto nimero de particulas virales fecales en

comparacion con los otfos genotipos (Caballero ef al,, 2003)
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ROTAVIRUS

GENERALIDADES.

Rotavirus humano fue descubierto en 1973, por medio de Microscopia
electrénica (por sus siglas en ingles EM) particulas virales en un corte
histologico de capa delgada de mucosa duodenal. Posteriormente, el virus fue
identificado en las heces por medic de EM. Las particulas Visualizadas en las
heces de los nifios presentaban un tamafio aproximado de 70nm.Debido a su
estructura en forma de rueda estas particulas virales se nombraron como de

rotavirus (Bishopet al., 1973).

Rotavirus se ha caracterizado por ser un agente etiolégico importante de
diarrea grave en lactantes y nifios durante los primeros 2 afos de vida, tanto en
paises desarrollado como en vias del desarrolio. En la actualidad, este Virus ha
superado sistematicamente en importancia a otros agentes -etiologicos

conocidos de diarrea grave (Cabello ef al, 2002)

ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridaedel género rotavirus, tiene una
estructura icosaedrica carente de envoltura, de un tamarfo de 70nm de diametro

compuesta por tres capas proteicas conceéntricas, esta a su vez de
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proteinasvirales (VP). El genoma viral consiste en 11 segmentos de &cido
ribonucleico (ARN), de doble cadena {dcARN) que codifica para seis proteinas
estructurales (VPs) y cinco no estructurales (NSPs) (Fig. 5) (Esteset al, 2007).
En la capa proteica externa esta conformada por 780 copias de glicoproteina
VP7 (37 kDa) y 60 picoso ganchos formados por dimero de proteinas virales de
adherencia VP4 (87 kDa). Esta es cavidad de tripsina pancreéatica en VP5 y
VP8. Se observa en superficie 132 canales acuosos que atraviesan la capa
externa (VP7) e intermedia (VP6) uniendo el medio externo viral con el core. La
transcripcién de particulas realizada por fa ARN polimerasa puede ser
expulsada por estos canales. Capa intermedia compuesta por 260 trimeros VP6
(41 kDa) ordenado como un enrejado. La capa interna esta estructurada por 60
dimeros de proteinas VP2 (102 kDa) VP1 y VP3 unidas al RNA viralde

doblecadena (Tabla 4) (Arias et al; 2001; Siroket af, 2008).

Rotavirus se clasifican en grupos, serotipos y genotipos. La proteina VP6 es la
determinante de la reactividad antigénica de grupo. Actualmente se reconocen
8 grupos (A-H) (Molinariet al, 2014). El grupo A se caracteriza por causar
gastroenteritis en nifos. Los del grupo B han sido identificados en brotes
epidémicos de diarrea grave en adultos. £l grupo C se ha detectado en casos
de diarrea aguda esporadica infantil en varios paises. £l resto de los grupos (D-

H) ha sido relacionado solo con infecciones en animales (Riechman, 2007).
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La clasificacion en serotipos y genotipos se determina en base a las proteinas
de la capside externa VP7 (denominada serotipo/genotipo G por ser una
glicoproteina) y VP4 (serotipo/genotipo P por ser sensible a proteasas) {Roman
Riechmann, 2007). Hasta ahora se conocen 27 serotipos G y 15 serotipos P.

Por otro lado, el analisis de
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Tabila 4.

Descripcion de cada una de las proteinas y los genes de rotavirus, su funcion y localizacién en la

Segmentos Tamaric Proteinas Peso Localizacion Funcidén
del ARN (pares de molecular
{gen) bases) Kba
1 3302 VP1 125 Veértices del ARN polimerasa ARN-dependiente
nacleo
2 2690 VP2 102 Forma la capa Estimula la ARN replicasa viral
interna del
nicleo
3 2591 VPR3 88 Vertices def Enzima guaniltransferasa de ARNm
niclea
4 2362 VP4 87 Protuberancias Atague celular. Virulencia
superficiales
5 1611 NSP1 59 No estructural No es esencial en &l crecimiento del
virus
6 1356 VPS8 45 Cépside interna Estructural y antigeno especifico de
cada especie
7 1104 NSP3 7 No estructural Aumenta la actividad del ARNm viral y
fingliza la sintesis de proteinas
celulares
8 1059 NSP2 35 Neo estructural NTPasa involucrada en el
empaquetamiento de ARN
9 1062 vPT 36y34 Superficie Estructural y neutralizadora de
antigenos
10 751 NSP4 20 No estructural Enterotoxina
11 667 NSP5 22 No estructural Meduladora de la unidn del ARNsc v
NPSB ARNdc

estructura viral

L
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Fig5.Caracteristicas estructurales de los rotavirus. {A) Perfil electroforético de los 1lsegmentos de
dsRNA que constituyen el genoma rotaviral. {B} Esquema a partir de ctio Microscopia Electronica (crio-
EM) de una particula de triple capa proteica {TLP). La proteina VP4 en forma de espicula esta coloreada
en naranja y la capa proteica de VP7 en amarillo. (C} Un corte de la TLP permite observar las capas
internas: proteina VP6 en azul y VP2 en verde, ademds de las enzimas transcripcionales VPI y VP3 en
rojo e incrustadas en VP2 con un plegamiento de 5 ejes. (D) Esquema de la organizacién del genoma
rotaviral, los segmentos estan representados como espirales conicas invertidas alrededor de las
enzimas transcripcionates. (E y F} Modelo construido a partir de crio-EM de una particula de doble capa
proteica (DLP) en proceso de transcripcion, en el que simultaneamente se liberan los transcriptos de
mRNA por los canales localizados en los vértices de los cinco ejes del icosaedro de la DLP (Jayaramet
al, 2004).
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secuencia genética revela la existencia de 27 genotipos G y 35 genotipos P

(Esteset al, 2007; Riechmann, 2007;Matthijnssenset al., 2011).

Por otro lado, el grupo de trabajo de clasificacion de rotavirus (por sus siglas en
inglés, (RCWG) sugiere la clasificacion de este virus en base al andlisis de la
secuencia nucleotidica de cada uno de los genes, los diferentes genotipos y su

denominacién se describen en la tabla 5(Matthijnssenset al, 2011).

EPIDEMIOLOGIA

La infeccién por Rotavirus (RV) es la principal causa de gastroenteritis grave en
los lactantes y nifios pequefios a nivel mundial se estima que 453,000 muertes
fueron causados por RV (Tate at al; 2010) (Fig. 6).El riesgo de muerte de nifios
con gastroenteritis por rotavirus en paises en vias del desarrolio es mayor, el
riesgo de contraer esta infeccion es similar en todos los niveles

socioeconomicos {Parasharet al., 2006).

Rotavirus representa el 30% y 50% de las enfermedades gastrointestinales y se
considera la causa mas importante de gastroenteritis aguda en bebes y nifios
pequefios en paises desarrollados y paises en vias del desarrollo a nivel
mundial. La alta incidencia ocurre entre los 6 y 24 meses de edad del infante

(Parasharet al., 20086; Palumboet al., 2009; Tateet al, 2012).
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Mas del 50% de las infecciones por rotavirus se atribuyen a G1P[8]. La mayoria
del resto a G2P[8], G4P[8] y GZ2P[8]. La cepa G1P[8] es identificada
cominmente en Africa, América y Europa, G2P[4] en el Mediterraneo oriental y

G9P[8] en el suroeste de Asia y en el occidente del pacifico (Berger, 2015).

Tabla 5.
Clasificacién de rotavirus en base a su genoma, corte de identidad nucleotidicade genotipo para
cada uno de los genes de rotavirus

% corte de : i Descripcion del
Producto del Gen identidad Genotipo (n} producte del gen
VP?7 80 G(27) Proteina Giicosilada
VP4 80 P(35) Sensible a Proteasa
VP§ 85 {11} Capsidelntermedia
RNA polimerasa
VP & Ri4) dependiente de RNA
VP2 84 C(5) Nuacieo (Core)
VP3 81 M(B) Metiltransfelasa
NSP1 79 A{14) Antagonista de Interferon
NSP2 85 N(5} NTPasa
Estimulador (enhancer)
NSP3 85 ) de Transclipcion
NSP4 85 E(11) Entefotoxin
Proteina fosforiiada
NSPS 9 H(©) (Phosphoprotein}

*Nimero de genotipos
(Tomado y modificado de Matthijnssenset af, 2008)
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CICLO DE REPLICACION

La infeccion por rotavirus in vivo esta restringida a las células de las puntas de
las vellosidades del intestino delgado, lo que sugiere la existencia de receptores
especificas del huésped.El virus penetra hacia el interior de la célula huésped,
la particula viral pierde las proteinas de la capa externa (Fig. 7). Aunque el
momento preciso y el mecanismo de este evento se desconocen, la remocién
de la capa externa resulta en la activacion de la transcriptasa viral{Lépez and

Arias 2010).

Después de la internalizacion del virus al citoplasma celular, el genoma viral es
transcrito a partir de particulas que carecen de la capa externa (por sus siglas
en ingles DLPs). El inicio de la sintesis de los mensajeros virales se lleva a
cabo dentro de las DLPs, por medio de la accion concertada de la transcriptasa
viral VP1 y la guaniliitransferasa VP3. Los ARN mensajeros (ARNm)
sintetizados sirven dos funciones: 1) son traducidos para sintetizar las proteinas
virales, y 2) son empleados como templados para sintetizar el ARN de doble
cadena que constituira el genoma de la progenie viral. Una vez que se acumula
una masa critica de proteinas virales, en las células infectadas se forman
grandes inclusiones citoplasmicas llamadas viroplasmas y se ha propuesto que
es en éstas estructuras donde las particulas con dos capas (formadas por VP2
y VPB) se ensamblan y donde se lleva a cabo la replicacion del ARN viral

(Sirok, 2008).
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La traduccion de los ARNm de los rotavirus se efectia tanto en polisomas libres
como unidos al reticulo endoplasmico. Un aspecto particular de la infeccién por
rotavirus consiste en que, a medida que progresa la sintesis de las proteinas
virales, se disminuye la sintesis de las proteinas celulares (Lépez and Arias,

2010).

La descapsidacién del genoma se lleva a cabo mediante la interaccion de los
segmentos de ARNm con las proteinas de la nucleocapside. Una vez que la
nucleocapside se ha formado, los segmentos de ARNm son internalizados.
Purante estos eventos participan algunas de las proteinas no estructurales del
virus, que se encuentran asociadas a las particulas virales, que se conocen
como intermediarios de replicacion. La adicion de trimeros de la proteina VP6 a
las nucleocapsides, lleva a la formacién de una particula mayor que tiene
actividad de replicasa y de transcriptasa. Una vez que las DLPs han sido
formadas y que se ha replicado completamente el genoma, estas particulas
migran hacia el reticulo endoplasmico donde el virus adquiere la capa externa

de proteinas (Buston, 2008).

Dos de las proteinas del virus son sintetizadas en asociacion con el reticulo
endoplasmico (RE) y estan glicosiladas: La proteina estructural VP7, la cual
forma la capa externa del virus, es sintetizada en el RE y se mantiene asociada
a la membrana, orientada hacia el lumen del RE; la proteina no estructural

NSP4 es también una proteina glicosilada residente del RE, la cual tiene al
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menos un dominio trasmembranal, por lo que el extremo carboxilo esta
orientado hacia el citoplasma. Este dominio citoplasmico funciona como
receptor de las particulas con doble capa, interaccionando directamente con
VP6. Ademas, NSP4 interacciona con la proteina VP4, la cual forma parte de la
capa externa del virus. La interaccion de NSP4 con VP6 y VP4 media la
gemacion de las particulas de doble capa hacia el interior del RE; durante esta
gemacion, las particulas adquieren una cubierta lipidica temporal que se pierde
durante el viaje de las particulas hacia el interior del RE, y a la vez, mediante un
mecanismo aun desconocido, se ensamblan las proteinas de la capa externa, lo
que resulta en la formacién de las particulas virales maduras con sus tres capas
de proteina. Finalmente los virus maduros se liberan al medio mediante la lisis

de la célula (Siroket a/, 2008; Lopez and Arias, 2010).

Durante la infeccion, todas las proteinas virales se acumulan en el viroplasma, a
excepcion de las dos glicoproteinas (VP7 y NSP4), que se localizan en el RE, v
las proteinas no estructurales NSP1 y NSP3, que se localizan de una manera
puntuada distribuidas en el citoplasma celular en asociacién con el
citoesqueleto. Ademas de las interacciones entre proteinas del citoesqueleto
con las proteinas virales NSP1 y NSP3, se ha propuesto la existencia de otras
interacciones. Se ha encontrado que la proteina no estructural NSP3 se une a
los mensajeros virales reconociendo especificamente las cuatro Ultimas bases
(....GACC3") de la regién conservada del extremo 3' de los ARNs (Siroke! al,

2008; Lopez and Arias, 2010).
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La proteina no estructural NSP1 interacciona con los 34 nucleétidos del extremo
o' del ARNm viral, y con el citoesqueleto, y se ha propuesto que pudiera
bloquear la traduccién de una fraccién de los ARNm virales, conduciéndolos al
viroplasma y secuestrandolos para servir como templados para la sintesis de la

doble cadena del ARN.

Se ha observado que los complejos NSP1-ARNmM-NSP3 se asocian con las
proteinas estructurales VP1 y VP3. Dado que VP1 reconoce el extremo 3'
(UGUGACC-3) del ARNm, regién que se sobrepone con la reconocida por
NSP3, y VP3 reconoce el extremo 5, se ha sugerido que NSP1 y NSP3 son
desplazadas competitivamente por VP1 y VP3, y con este proceso quiza se
concluye la translocacién de los ARNmM al viroplasma, donde continua la

morfogénesis de las particulas virales (Lopez and Arias, 2010).

PATOGENESIS

Los pacientes con infeccidbn por rotavirus presentan deposiciones liquidas
abundantes. El periodo de incubacién oscila entre 1-3 dias. El espectro clinico
presentan limites amplios: puede cursar de manera asintomatica, dar lugar a
una diarrea acuosa con duracion limitada hasta una diarrea severa con vémito,
fiebre y deshidratacion. La severidad de las manifestaciones clinicas depende
del serotipo, la edad y condiciones previas de salud. La excrecién del virus por

heces precede en varios dias al inicio de la enfermedad y puede continuar
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hasta por 8 dias a 10 dias después de que los sintomas han desaparecido

(Cabello et al 2002;Sircket al, 2010; Garcia, 2015).

En lactantes y pre-escolares, los sintomas se inician abruptamente con diarrea,
que puede ser explosiva e intensidad variable. Las evacuaciones son
generalmente acuosas, sin sangre, sin moco. Fiebre alta de hasta 39°C, la
perdida de liquido es por lo regular del 5 al 10% del peso corporal, en ciertos
casos se presenta deshidratacion severa tanto en nifios como en adultos

(Cabelloet al; 2002).

Rotavirus (RV) infecta a las células de las vellosidades del intestino delgado. Se
multiplican en el citoplasma de los enterocitos y lesiona sus mecanhismos de
transporte. La proteina no estructural NSP4, se ha caracterizado como una
enterotoxina viral que activa la secrecion al desencadenar uha via de
transduccién de sefial. Las células lesionadas se desprenden hacia la luz del
intestine y liberan grandes cantidades de virus, que estos aparecen en las
heces (hasta 10“particulas por gramo de heces). La excrecion viral suele
persistir durante 2 a 12 dias en pacientes. En ocasiones la diarrea por rotavirus
se debe a alteraciones de la absorcion de sodio y glucosa a medida que las
celulas lesionadas en las vellosidades son reemplazadas por células inmaduras

de las criptas que no absorben (Jawetzet al, 2011).
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VACUNAS

En los dltimos afnos la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Alianza
Global para Vacunas e Inmunizacion (GAVI) y el Programa para Tecnologia
Apropiada para la Salud (PATH), entre ofras agencias internacionales, han
considerado el desarrollo y la introduccién de una vacuna frente a rotavirus
como uno de los objetivos, creado un programa de vacunas cuyo principal
objetivo es acelerar la disponibilidad de vacunas econémicamente accesibles

cuyo uso resulte apropiado en los paises en desarrollo (Riechmann, 2006).

Las primeras vacunas se realizaron en el decenic de 1980, 10 aftos después
del descubrimiento de RV (Marti, 2011). Estas vacunas se basaron en el
modelo jenneriano y utilizaron cepas de RV animales de facil crecimiento que

las cepas humanas y naturalmente atenuadas (Riechmann 2006).

En 1983 se realizé el primer ensayo clinico con una vacuna monovalente de la
cepa RIT 4237 de rotavirus bovino atenuado. La cepa bovina crecia bien en
cultivo y se atenuaba de forma natural en los humanos, pero probablemente
estaban demasiado atenuados, por lo que su replicacién era baja, al igual que
la respuesta inmunitaria que generaba, con una eficacia protectora escasa
variable, como se observd en estudios posteriores. En 1985, Kapikian, del

Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos, identificé una cepa de
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rotavirus del mono Rhesus que constituyd la vacuna RRV (Reasortante Rhesus-

Human) (Riechmann, 2006; Marti, 2011).

En 1998 la agencia de administracion de farmacos y alimimentos (FDA) de
Estados Unidos (E.U.) autorizé la primera vacuna tetravalente (RotaShield) (G1-
G4) fue obtenida por recombinacion genética entre las cepas animales
(Rhesus) y humana (Marti, 2011). RotaShield se incorporé al calendario de
vacunacion sistematica de E.U. a inicios de 1999, se administraba por via oral
en tres dosis a los 2, 4 y 6 meses de edad. A mediados del ano, el centro de
control de enfermedades (por sus siglas en inglés CDC) recomendd Ila
interrupcion de la vacuna ya que el sistema de reportes de adversidades en las
vacunas (por sus siglas en ingles VAERS) envié un comunicado tras 15 casos
de invaginacion intestinal asociadas posiblemente a la vacuna. Meses mas
tarde del mismo afios la el consejo del comité de practicas de inmunizacién (por
sus siglas en inglés, ACIP) y la CDC suspendieron definitivamente la vacuna

tras investigaciones realizadas en E.U. (Marti, 2011; Kapikian, 2011).

Posteriormente GlaxoSmitKline desarrollo una nueva vacuna monovalente a
partir de una cepa humana atenuada G1P[8] (Rix 4414) (Fig 8a). Rotarix se
aprobd en México en 2004 autorizado por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA). En el 2008 fue aprobada por la FDA. La vacuna ha
demostrado su eficiencia frente a los serotipos G3, G4 y G9, compartir con la

cepa P[8] y frente a cepas G2P[4] (Desselbergeret af.,2009).
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Durante e mismo periodo, Merck desarrollo una vacuna pentavaiente
recombinante Bovina-Humano (Rotateq) que contiene 5 cepas de rotavirus
bovino WC3, con un gen que codifica la proteina VP7 de HRV (Rotavirus
Humano G1, G2, G3, y G4 y la quinta expresa el genotipo VP4 P[8] (Fig.

8b)(Kapikian, 2011).

México fue uno de los primeros paises en incorporar la vacuna contra rotavirus
en €l calendario de vacunacion sistematica infantil. Como resultado se observd
que a los 2 afos de la introduccion de la vacuna se redujo la mortandad de
nifios menores de dos anos en un 66% de los casos y en un 68% los casos de

mortandad de nifios de 12 a 23 meses de edad (WHO, 2011).
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Fig 8. Vacunas contra rotavirus a) Vacuna monovalente Rotarix desarrollada por

GlaxoeSmithKline b) Vacuna pentavalente bovina-humano Rotateq desarrollada por Merck.
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METODOLOGIA

Se obtuvieron un total de 100 muestras de heces de hifios con gastroenteritis
durante el periodo de Agosto del 2012 a Agosto del 2013 del Hospital General
de Navojoa y Hospital Infantil del Cd. Obregon. Los criterios que se tomaron fue
la edad del menor (menor de 5 afios), sintomatologia que el menor presentaba
(fiebre, vomito, deshidratacion). Las muestras se recolectaron en los hospitales
ya mencionados y se transportaron al laboratorio donde se almacenaron a -20
°C hasta su andlisis. Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de
Fisiologia y Biologia Molecular JL302 de la Universidad de Sonora, Unidad

Regional Sur.

DETECCION DE ROTAVIRUS Y ASTROVIRUS

Para la determinacion de la presencia de rotavirus a cada uno de las muestras
se les realizo el test de Rotavirus/Adenovirus del kit comercial SD Rota/adeno
Rapid Test (SD Bioline). Por su parte, la deteccidn de astrovirus se realizé

mediante RT-PCR.



EXTRACCION DE RNA

Para la extraccion de acidos nucleicos del genoma de rotavirus y astrovirus, se
us6 el método de Trizol® (Invitroge, LsReagent), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante, mismas que se describe brevemente a continuacion. A 200 pl de
la suspensién de heces en Buffer fosfatos (PBS) al 20% se adiciond 500ul de
Trizol® (Invitroge, LsReagent), posteriormente se homogenizdo en vortex 10
ocasiones con intervalos de 3 a 5 segundos y se incubd a temperatura

ambiente por 5 minutos.

Trascurrido e tiempo se le agregaron 100ul de cloroformo, se homogenizd
nuevamente por vortex por 10 ocasiones con intervalos de 3 a 5 segundos y se
incub6 por 3 minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se centrifugd a
12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C (Centrifuga LabNet International Inc®.).
Terminado el proceso de centrifugacion se observé dos fases, la fase acuosa y
la fase organica, donde cuidadosamente de la fase acuosa se transfirid a un
tubo eppendorf de 1.5 mi nuevo y etiquetado correctamente y se le adicioné
400l de alcohol isopropilico, se homogenizé suavemente por inversion en 10
ocasiones, incubando a -20°C durante 1 hora, se centrifugd a 12,000 rpm por
15 minutosa 4°C (Centrifuga LabNet International Inc®.) Se observé una

pastilia de pellet donde cuidadosamente se retira el sobrenadante, después se

adiciond 1 ml de etanol absoluto, homogenizando suavemente por inversion,
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después se centrifugdé a 12,000 rpm por 7 minutos a 4°C (Centrigufal.abNet
International Inc®.) se retiré el sobrenadante y se resuspendié la pastilla de
RNA en 1 ml de etanol al 70%, se homogenizé por inversion y se centrifugd a
12,000 rpm por 5 minutos (Centrifuga LabNet International Inc®). Se retird el
sobrenadante completamente, que no queden residuos de aicohol y se dejo
secar la pastila de RNA en campana de flujo laminar (Labconco,
purifierbiologlcal safety caninet®) por un tiempo de 10-30 minutos. La pastilia de
RNA se resuspendio en 20ul de agua miliQ y se almacené a -20°C hasta su

uso.

Suspension de heces que se tiene en PBS al 20%, en un tubo eppendorf de
1.5; se le adicioné 500 plde Trizol® (Invitrogen, LS Reagent), se homogenizd

via vortex 10 ocasiones con intervalos de 3 a 5 segundos y se incuba a
temperatura ambiente por 5 minutos. Trascurrido el tiempo se le agregaron
100p1 de cloroformo, homogenizando nuevamente por vortex en intervalos por
10 ocasiones con intervalos de 3 a § segundos y se incubd por 3 minutos a
temperatura ambiente, Pasado el tiempo se centrifugdé a 12,000 RPM durante
15 minutos a 4°C (Centrifuga LabNet International Inc®.). Terminado el proceso
de centrifugacion se observé dos fases, la fase acuosa y la fase organica,
donde cuidadosamente de la fase acuosa se transfirié a un tubo eppendorf de
1.5 mi nuevo y etiqguetado correctamente y se le adiciond 400yl de alcohol

isopropilico, se homogenizé suavemente por inversion en 10 ocasiones,
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incubando a -20°C durante 1 hora, se centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos a
4°C (Centrifuga LabNet International Inc®.) Se observé una pastilla de pellet
donde cuidadosamente se retira el sobrenadante, después se adiciond 1 mi de
etanol absoluto, homogenizando suavemente por inversion, después se
centrifugd a 12,000 rpm por 7 minutos a 4°C (CentrigufalLabNet International
inc®.) se retird el sobrenadante y se resuspendid la pastilia de RNA en 1 mi de
etanol al 70%, se homogenizé por inversion y se centrifugé a 12,000 rpm por 5
minutos (Centrifuga LabNet International Inc®). Se retird el sobrenadante
completamente, que no queden residuos de alcohol y se dejé secar la pastilla
de RNA en campana de flujo laminar (Labconco purifierbiological safety
cannet®) por un tiempo de 10-30 minutos. La pastilla de RNA se resuspendio

en 20ul de agua mifiQ y se almaceno a -20°C hasta tu posterior uso,

SINTESIS DE cDNA.

El RNA de las muestras positivas para rotavirus y las muestras a analizar para
astrovirus se sometié a una retrotranscripcion para la determinacion de VP4 y
VP7 y para astrovirus con las siguientes condiciones: Se preparé una mezcla
con un primer extremo 0.1uym (Con2, VP4R o VP4B para el gen VP4; End9,
9CON2 o VP7R para VP7 y MON 270 o MON 348 para astrovirus)(Tabla 6) y 2
plde RNA genomico de rotavirus o astrovirus, para tener como volumen final de
3.0ul. Esta mezcia se coloco en un termociclador (AppliedBiosystem) a 95°C

por 5 minutos, después se incubo en hielo por 5 minutos. Posterormente, a esta
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reaccion se le adiciond una segunda mezcla que contenia: Buffer 5X (Tris-HC,
250 mM; KCI 375 mM; MgCl2 15mM; DTT 50 mM), dNTP's (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP), 10 mM y 2 U de transcriptasa reversa (M-MLV Reverse
Transcriptase, PROMEGA®). Para un volumen final de 10ul. El contenido de
esta mezcla se le adiciond a la mezcla inicial (conteniendo e RNA vy el
oligonucledtido correspondiente), postefiormente se sometié a 42°C por 60
minutos, seguido de 5 minutos a 95°C (Gentschet al,, 1992; Gouveaet a/, 1990:

lLee et al, 2000).

AMPLIFICACION DE LOS GENES VP7 Y VP4 DE ROTAVIRUS Y LA REGION
ORF1b Y ORF2 DE ASTROVIRUS.

El cDNA obtenido de la retrotranscripcion se sometio a una Reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR), con la finalidad de amplificar el gen completo de VP7 y
VP4, para optimizar la amplificacion de los gehes de VP4 y VP7 por PCR se
utilizaron tres distintos juegos de oligonucledtidos. La Mezcla se prepard de la
siguiente manera: Buffer 1X (Green GoTag, PROMEGA), MgCI2 10 mM, los
oligonucledtidos sentido 25 micromolar (Beg9, 9CON1 o VP7F para VP7;
CON3, VP4F o VP4A para VP4; y MON 269 o MON 340 para astrovirus), y los
primersantisentido (End9, 9CON2 o VP7R para VP7, CON2 VP4R o VP4B para
VP4 y MON 270 o MON 348 para astrovirus)(Tabla 6),dNTP's (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) 2.5 mM, 1 unidad de GoTaq polmerasa (Promega) y 1 microlitro

de cDNA para un volumen final de 12.5 microlitros, se colocé en un
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termociclador (ApliedBiosystem) (Gentschet al, 1992; Gouveaet al, 1890; Lee
ef al, 2000).

Para el caso de VP7 la reaccion de PCR se sometid a un ciclo de 85°C por 3
minutos, a 30 ciclos de 3 etapas de 95°C por 45 segundos, 42°C por 30
segundos y 72°C por 90 segundos y finaimente un ciclo de 72°C por 10
minutos. Por su parte las condiciones a las que se sometid la reaccion de PCR
para VP4 fueron similares en tiempo y temperatura excepto por la temperatura
de alineacién de los oligonuciedtidos que en este caso fue de 50°C. Para
astrovirus se utilizaron las mismas condiciones que VP4 (Gentschet al, 1992;
Gouvea et al, 1990; Lee et al, 2000).E! producto de PCR se sometid a una
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, en un buffer tris acetato EDTA
(TAE) a un voitaje de 100 voits por 45 minutos y se visualizd al tefiirlo con
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) en exposicion a luz ultravioleta en el

transiuminador (Bio-ImagingSystemsMiniBis Pro).
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Tabla 6.

Lista de oligonucledtidos utiizados para la sintesis de ¢cDNA y la amplificacion de los genes de

Qligonucledtido

VP7 y VP4 rotavirus

Beg9
End9
9CON1
9CON2
VPTF

VP7R

Oligonucledtido

para vp?

Secuencia 5'-3’ Posicign Amolificacit
nen pb
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1220 1062
GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1044 a 1062
TAGCTCCTTTTAATGTATGG 36 a 57 904
GTATAAAATACTTGCCACCA 922 a 94t
ATGTATGGTATTGAATATACCAC 51-72 881
AACTTGCCACCATTTTTTCC 914-932

oy i ion
Secuencia 5-3' Poaeisn Amplificacié

CON3
CON2
VP4F
VP4R
VP4A
VP4B

en pb
TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 11a32
ATTTCGGACCATTTATAACC 868 a 887 s
TATGCTCCAGTNAATTGG 132-149
ATTGCATTTCTTTCCATAATG 775-795 2
TGGCTTCGTTCATTTATAGACA 11-32
CTAAATGCTTTGAATCATCCCA 1072-1094 ose

Tabla ?.

Lista de oligonucledtido utilizado para la sintesis de cDNA y la amplificacion de ia region ORF1a

Oligonuciedtido

y ORF2 de Astrovirus

Amplifica «cion

Mon269
Mon270
Mon340
Mon348

Secuencia 5'-3' Posicion
en pb

CAACTCAGGAAACAGGGTGT 4526-4545 nt

449 ORF 2
TCAGATGCATTIGTCATIGGT 4955-4974 1t
CGTCATTATTTIGTTGTCATACT 1260 nt

289
ACATGTGCTGCTGTTACTATG 1470 nt
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PURIFICACION DE PRODUCTO DE PCR

Para la purificacion del producto de PCR tanto para VP7, VP4 de rotavirus y
astrovirus se utilizé un kit de purificacion de acidos nucleicos Wizar SV Gel and
PCR Clean-Up System(Promega®) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La metodologia se describe brevemente a continuacion: se agrego
en partes iguales la solucion MembraneBindingSolution a la amplificacion de
PCR. Después se pasé a la purificacion de DNA por centrifugacion. Donde se
ensamblo la minicolumna en el tubo colector, se le agregd el producto de PCR y
se dejo incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se
centrifugd la mini columna a 14,000 RPM por 1 minuto (Centrifuga LabNet
International Inc®). Posteriormente se removid y se descartd el liquido del tubo
colector, y se volvid a colocar la mini columna en el tubo. Se lavé la mini
columna con 700ul de MembraneWashSolution (Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System®) y se centrifigdb a 14,000 rpm por 1 minuto, se descarté el
liguido resultante, este mismo lavado se realizd con 500ul de la solucion
membranewashsolution (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System®) y se
centrifugd a 14,000 rpm por § minutos (Centrifuga LabNet International Inc®).
Por tltimo, se transfierio la SV Minicolumn (Wizad SV Gel and PCR Clean-Up
System®) a un tubo eppendorf previamente etiquetado, se le agregdé 50ul de
Nuclease-Free Water (Wizar SV Gel and PCR Clean-Up System®) y se dejé
incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Finalmente se almaceno a -20°C

hasta su uso.
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CLONACION

Para clonar los genes de rotavirus y astrovirus se realizé la ligacion de gen de
VP4, VP7 o la region ORF1a y ORF2 en el vector de clonacion pGEM-T
(Promega ®). El procedimiento realizado se describe brevemente a
continuacion. Para la realizacion de ligacion se combiné el vector de clonacién
pGEMT vy el gen a clonar en una relacién 1:3 (Tabla 8)La mezcla se
homogenizé por medio de pipeteo y se dejo incubar por 1 hora a una
temperatura de -20°C. Posteriormente se prosiguié con la transformacion de

células competentes JM109.

Tabla 8.

Reaccion de figacién
1RX
2X Buffer T4 50 pil
Vector pGEM 0.5 pl
Productc de PCR 25 u
DNA T4 ligasa 1.0 ul
H20 1.0 ul
Total 10

La reaccion de ligacidon se centrifugd 1 minuto a 14,000 rpm (Centrifuga LabNet
International Inc®.). Dos microlitros de la reaccion de ligacion se transfirieron
aun tubo eppendorff de 1.5 y se adicionaron 50 pl de bacterias competentes

JM109 (Promega®) se homogenizé suavemente y se dejd incubar en hielo por



30 minutos. transcurride el tiempo se dio un shock térmico por 90 segundos en
un bafo Maria a 42°C y répidamente se incuba en hielo por 2 minutos, después
se agregaron 400 pl de caldo LB al tubo, se incubé por 1.5 horas a 37°C con
agitacion aproximadamente 150 rpm (Shakingincubator®). Posteriormente, la
mezcla se plagueo con varilla de vidrio en placas de agar LB con antibiotico
(100 mg/mL)se dejo incubando toda la noche a 37°C, aproximadamente 12 a 18

horas (Shakingincubator®).
PURIFICACION DEL PLASMIDO

De las placas de LB se selecciond una clona y se inoculdé en 3 Ml de caldo LB
con antibidtico y se incubo toda la noche a 37°C con una agitacion aproximada
de 200 rpm (Shakingincubator®). Para la purificacion del plasmido se utilizé el
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA PurificationSystem®, se realizé en dos fases,
la primera la produccion del lisado donde se tomara 2 mi de caldo LB que se
incubd anteriormente. Se centrifugd de 1 a 2 minutos a 21°C a 10,000 rpm
(Centrifuga LabNet International Inc®.) y se retiré el sobrenadante por completo
cuidando de no remover el pellet de bacterias. Este pellet se resuspendiden 250
gl de Cellresuspension solucién (Wizar plus SV Minipreps DNA
PurificationSystem®). Posteriormente se agregé 250pl de Celilysissolution
(Wizard Plus SV Minipreps DNA PurificationSystem®) y se mezcld por inversion
el tubo en 4 ocasiones, se incubd a temperatura ambiente en un lapso de 1a5

minutos debe aclararse. Pasado el lapso de tiempo se le adicion6 10 pl de
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AlkalineProteaseSolution (Wizar plus SV Minipreps DNA PurificationSystem®) y
se mezcldé por inversiéon y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.La
siguiente fase en la purificacion del plasmido donde el lisado claro obtenido en
la primera fase se pasd a una minicolumna previamente colocada en un tubo
colector, se centrifugd la minicolumna con e sobrenadante a una velocidad
maxima por 1 minuto (Centrifuga LabNet International Inc®), del tubo colector
se descarto lo filtrado y se le agregd 750! de Columna WashingSolution (Wizar
Plus SV Minipreps DNA PurificationSystem®) y se centrifugé a una velocidad
maxima por un minuto (Centrifuga LabNet International Inc®). Se descarto
nuevamente el sobrenadante, se repito el lavado anterior pero ahora con 250!
de Columna WashingSolution (Wizard Plus SV  Minipreps DNA
PurificationSystem®) y se centrifugd a una velocidad maxima por un tiempo de
5 minutos (Centrifuga LabNet International Inc®). Se descarto lo filtrado y ahora
la columna se pasé a un tubo eppendof de 1.5 previamente etiquetado, Para
poder eluir el DNA de la columna, se le adiciond 100ul de Water free DNasas
(Wizard Plus SV Minipreps DNA PurificationSystem®) en el cenfro de la
columna con mucho cuidado de no tocar ia membrana, finalmente se centrifugd
a una maxima velocidad por 1 minuto a una temperatura ambiente (Centrifuga
LabNet International Inc®). Por ultimo se retird la minicolumna y el plasmido

purificado se almacend a -20°C hasta su uso.
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SECUENCIACION Y ANALISIS DE SECUENCIA

Para la confirmacion de la purificacion de las muestras se realizdé una
electroforesis de agarosa al 1.5%. Obtenidas las muestras purificadas estas se
cuantificaron en €l nanodrop a una frecuencia de 260 con un margen de lectura
280. En un volumen final de 16 pl en un tubo eppendorf, se ke agrego 10pmoles
del oligo para secuenciar (1 plde solucion de oligo 10uM pmol/ul). Y se enviaron
al servicio de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en
Cuernavaca, Morelos. Para el andlisis de secuencia se utilizé el software Mega

6.
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RESULTADOS

El proposito de este estudio fue caracterizar, mediante técnicas de biologia
molecular, las variantes genotipicas de rotavirus y astrovirus presentes en el
drea de estudio. En total se analizaron 100 muestras de heces de nifios con
gastroenteritis atendidos en el Hospital General de Navojoa y en el Hospital del
Nifio y la Mujer de Cd. Obregén. Las muestras fueron recolectadas durante el

periodo de Agosto del 2012 a Agosto del 2013.

DETECCION DE ROTAVIRUS Y ASTROVIRUS

De las muestras de heces se detectd rotavirus en 14% de los casos. Esta
deteccion se realizé previamente mediante el test rapido comercial SD
Rota/Adeno Rapid Test (SD Bioline®) por Quintero y Espinoza en 2013. En
este trabajo nos enfocamos en la caracterizacion y andlisis de las secuencias
positivas para rotavirus. Por otro lado, los casos de gastroenteritis se detectaron

mediante RT-PCR. Se detectaron 7(7/100) muestras positivas para Astrovirus ..

DETECCION Y ANALISIS DE SECUENCIA DE LA REGION ORF1b Y ORF2
DE ASTROVIRUS

Para determinar las muestras positivas para Astrovirus, se realizé directamente

la sintesis de cDNAapartir del RNA gendmico, posteriormente se amplifico la

58



region ORF1a y ORF2 de Astrovirus, para esto se utilizaron dos juegos de
oligonuclettidos (Tabla 11). El resultado indicod la presencia de un total de 4
muestras amplificadas con el oligonucleStido MON268/MON270 y tres muestras
amplificadas con el oligonucledtido MON340/MON348 (Tabla 11). En total se
detectd Astrovirus en 5 (5/100, 7%) de las Muestras analizadas (Fig. 12). Asi

mismo, se detectd un caso de coinfeccion de Astrovirus y Rotavirus.

Por otro lado, se secuenciaron dos de las muestras positivas para Astrovirus, en
una de las muestras amplifico la region fue ORF1b y en ofra ia region ORF2.
Del analisis de secuencia, una muestra presento una identidad del 98% con
HAstV-2 (KP064287)y otra de las muestras presento una identidad de 98% con

HAstV-6.
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Fig. @ Amplificacién de astrovirus regiones ORFla y ORF2, Carril-1 Mpb, MON340-MoN348,
carril-2 (269 pb), MON269-MON270, carril 3 y 4 (449 ph), en los carriles 5y 6 la amplificacién
con MON269-270 se encuentran entre 500 y 400 pb, tomando como positivas para astrovirus.



Tabla 9.

Amplificacién de la fraccién ORF2 y ORF 1a para Astrovirus con el nimero de muestras

amplificadas.

OLIGONUCLEOTIDOS Amplificacién (pb) MUESTRAS
MON269-MON270 449 3
MON340-MON348 289 2

Total 5

AMPLIFICACION DEL GEN DE VP7 Y VP4 DE ROTAVIRUS

Para amplificar el gen de VP7 y de VP4 se utilizaron tres diferentes juegos de
oligonucledtidos respectivamente (Tabla 10). La amplificacion del gen de VP7

se realizd en 6 (6/14, 43%) de las muestras positivas para rotavirus (Fig.10a).

Tabla 10.

Muestras amplificadas con los diferentes juegos de oligonucleotidos para el gen de VP7

amano del producto de

JUEGOS DE OLIGONUCLEOTIDOS T PCR (pb) MUESTRAS AMPLIFICADAS
Beg9-Endg 1062 4
9CON1-9CON2 904 2
VP7F-VP7R 881 0
8CON1-Beg9 1026 1
Total 6

Por otro lado, para VP4 también se utilizaron tres distintos juegos de

oligonucleétidos especificos (Tabla 11). En los resultados se observé que el gen
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GENOTIPOS DE ROTAVIRUS Y ANALISIS DE SECUENCIA
ANALISIS DEL GEN QUE CODIFICA PARA VP7

De las muestras amplificadas el analisis de secuencia reveld la presencia de
rotavirus genotipo G12P[8] en 4 (4/14, 28.5%)de las muestras, G12P[?] en
2(2/14,14.3%) y G7P[8] en 3 (3/14, 21.42%) de las muestras positivas para
rotavirus. Las muestras secuenciadas se subieron a la pagina del centro
nacional de informacion Biotecnologico (por sus siglas en inglés NCBI) y
quedaron registradas con los siguientes codigos de acceso: SONMX-32
(KP119464), SONMX-37 (KP119465), SONMX-38 (KT852964), SONMX-51
(KT852965), SONMX-99 (KP119466), SONMX-124 (KP119467).

Por su parte, el analisis de secuencia del gen de VP7 genotipo G12 reportado
en este estudio mostré una identidad de secuencia de 98-99% de cepas de
rotavirus G12 reportadas en Kenya (AB861961), India (EU016453), y Sri Lanka
(AB306268) (Ahmed et al, 2010; Komotoef al, 2014). El analisis filogenetico del
gen VP7 mostré que el genotipo G12 se agrupa en el linaje Ill (Fig.11a). La
alineacion de antigenos de genotipo G12 de VP7, se reveld algunas
variaciones de aminoacidos con respecto al genotipo G1 de Rotarix® y

RotaTeq® (Fig.11b).
ANALISIS DEL GEN QUE CODIFICA PARA VP4
El analisis de secuencia de la region VP8* de la proteina VP4 demostrd una

identidad de 99% con cepas de rotavirus de Kenya (AB861959), Uganda

(KJ753730), Sur Africa (KJ752364) y Buthan (AB905370). Por otro lado, el
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Fig. 11 Analisis de secuencia y filogenético del gen VP7 de genotipo G12. a} Andlisis filogenético de
la secuencia de nucledtido del gen VP7 de cepas de rotavirus genotipo G12 reporiadas en este estudio
(SONMX-32, SONMX-37, SONMX-38, SONMX-62, SONMX-99, SONMX-124), junto con cepas de
referencia descargados desde la base de datos GenBank (Anexo 1).E! arbol filogenético se construyd en
base al método de maximumiikelihood. El valor estadistico se determind mediante el método bootstrap
(1000 repeticiones). b)Alineacion de residuos antigenos de la region VP7 de cepas de rotavirus genotipo
G12.
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analisis filogenético de VP4 revelo la presencia de diferentes linajes del
genotipo P[8] (Fig.12a). Las cepas aisladas en el presente estudio se agruparon
en ¢l linaje V, mientras que ofras secuencias reportadas previamente en México
(aisladas en 2005, 2007 y 2008) se agruparon en diferentes linajes. Por otro
lado, la secuencia de aminoacidos deducida de la regién antigénica de VP8*
reveld la presencia de variaciones de la secuencia en algunos epitopes
antigénicos conocidos en comparacién con rotavirus genotipo P[8] de las cepas

vacunales de Rotarix® y RotaTeq® (Fig. 12b).
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Fig. 42 Analisis de secuencia y filogenético del gen VP4 de genotipo P[8]. a)Andlisis filogenético de la secuencia de
nucledtido del gen VP7 de cepas de rotavirus genotipo P[8] reportadas en este estudio (SONMX-32, SONMX-37,
SONMX-38, SONMX-62, SONMX-99, SONMX-124), junto con cepas de referencia descargados desde la base de datos
GenBank {Anexo 2).El arbol filogenético se construyé en base a método de maximumiikelihood. El valor estadistico se
determind mediante & método bootstrap (1000 repeticiones). b)Alineacion de residuos antigénicos de fa regidn VP38*
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DISCUSION

En el presente frabajo se analizaron cepas de Astrovifusy Rotavirus en nifios
menores de 5 afios con gastroenteritis. En el caso de Astrovirus se encontraron
cepas de genotipo HastV-2 y HastV-6 en el &ea de estudio. Algunos reportes
de astrovirus realizados en la india sugieren una incidencia del 34% en nifos
menores de dos afios, resultados similares se reportaron en Brasil (Ramirez et
al, 2014). En México, la incidencia de HAstV-2 se estima en un 35% (Mendéz

and Arias, 2007).

De los ocho tipos de astrovirus HastV-1 es considerado el mas prevalente y
HastV-6, 7 vy 8, no son detectados comun mente (Mustafaet al, 2000:Guixet al.
2002; Méndez-Tosset al. 2004)En 1993 se determiné por primera vez Ia
secuencia del genoma de longitud completa para HastV (HastV-2) (Guoet al,
2010). Posteriormente, estudios realizados en Novosibirsk, Russia, reportaron
las variaciones genéticas de HastV-2 subgenémicosy entre otros genotipos
HastV-4 y HastV-8 (Babkinet a/, 2014).Por su parte, HastV-6 se ha identificado
como causante de brotes esporadicos de gastroenteritis aguda a nivel mundial
(Guoet al, 2010). En el 2007 un estudio realizado en China, sugiere que esta
cepa podria epidemiologicamente relevante (Gouet al, 2010). Esto indica que
los estudios genomicos son importantes para la compresion y evolucion

molecular entre los genotipos de HAstV.
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Por otro lado, entre los genotipos de VP7 de rotavirus que mas se ha reportado
comunmente a nivel mundial se encuentra G1, G2, G3, G4 y G9. Algunos de los
genotipos reportados esporadicamente son G5, G8 y G12. (Rahmanet a/, 2007;
Santos and Hoshino, 2005). En este estudio se detectaron cepas de rotavirus
G12P[8], la incidencia de estas cepas se han reportado previamente en paises
como Kenya, India, Sri Lanka y Rochester y se ha considerado como un
genotipo de rotavirus emergente a nivel mundial. En el presente trabajo se

reporta la presencia de rotavirus G12 por primera vez en México.

El analisis de secuencia deducida de aminoacidos de las cepas G12 aisladas
en este estudio y las cepas vacunales revelé variaciones de aminoacidos en
regiones de importancia antigénica en VP7. Estudio realizado en indonesia en
el 2010, pacientes que estaban infectados con la cepa de rotavilus G12,
presentaba diarrea y vomito, deshidratacién y desnutricion, fueron
hospitalizados durante 6 dias, y fue dado de alta después de haberse
recuperado (Aspirozef al, 2010). En el estudio realizado los pacientes eran
ambulatorios e incluso algunos de los infantes ya habian sido vacunados contra
rotavirus, esto indica que las vacunas actuales podrian no ser tan eficientes

ante infecciones de rotavirus G12.

La deteccion de cepas de Rotavirus y Astrovirus emergentes deja en claro la
necesidad de mas estudios de monitoreo epidemiolégico y caracterizacion

molecular de estos virus. En el caso de astrovirus se requiere de mas estudios
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para establecer claramente el papel de las variaciones de genotipo de HAstV en
la gastroenteritis aguda. Por ofro lado, la presencia de cambios en las regiones
antigénicas de las cepas G12P[8] reportadas en este estudio con respecto a las
cepas vacunales, sefiala la necesidad de evaluar continuamente la eficiencia de

la vacuna y valorar nuevas estrategias de prevencion.
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CONCLUSION

En el presente trabajo se reportd, por primera vez, la deteccién de rotavirus
emergente genotipo G12 en México. El andlisis de secuencia deducida de
aminoacidos de las cepas G12P[8] reportadas en este estudio y de las cepas
vacunales mostré la presencia de variaciones de aminoacidos en regiones
antigénicas tanto de VP7 como VP4. Este analisis indica que las vacunas
actuales pueden estar perdiendo eficicacia contra cepas genotipo G12; sin

embargo, se requieren mas estudios al respecto para comprobar esta hipotesis.

Por otra parte, la incidencia de astrovirus en los casos de nifios con
gastroenteritis fue del 5% (5/100), esto coincide con lo reportado previamente
en otros estudios. El andlisis de genotipos reveld la presencia de Astrovirus
genotipo-6 en una de las muestras. Este genotipo es poco comin y se

considera un genotipo emergente asociado a gastroenteritis aguda en nifios.

Debido a lo anterior, es recomendable continuar en la busqueda vy
caracterizacién molecular de variantes de Rotavirus y Astrovirus en la region de
estudio. Este tipo de anélisis de monitoreo epidemioldgico puede contribuir con
la evaluacién de la eficiencia de las vacunas actuales y con el planteamiento de
nuevas estrategias preventivas contra enfermedades gastrointestinales de

origen viral.
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ANEXOS

Cédigo de acceso a la secuencia al Banco de genes (por sus siglas en ingles
NCBI) para VP7 genotipo G12.

SONMX-32 (KP119464), SONMX-37 (KP119465), SONMX-38 (KT852964),
SONMX-51 (KT852965), SONMX-99 (KP119466), SONMX-124 (KP119467),
KDH651 (AB861961), 1SO125 (EU016497), 1SO120 (EU016451), 05SLC009
(AB306268), 04S027(AB263987), Dhaka25(DQ146654),
Seb585/USA(AJ311741)RV176 (DQ490556),B4633(DQ146643),
1ISO1212(EU016460), MD844 (AB269689), US6597 (FJ152121), CAU 195
(EF059916), CAU 214(EF059917), MatLab13({DQ146676),
Dhaka12(DQ146665), MS310-06(AB436814), 3133WC(HQB57154),
KDH684(AB861972), KDHG633(AB861950), CP727 (AB125852), T152
(AB071404), HC91 (AY855065), Arg720A (EU496257), ARGENTINA
(DQ111868) and L26 (M58290).



Cadigo de acceoso para la secuencia de VP4 genotipo P[8] al banco de genes
(siglas en ingles NCBI).

SONMX-32 (KP119460), SONMX-37 (KP118461), SONMX-39 (KT7852962),
SONMX-62 (KT852963), SONMX-124 (KP119463), KDH6E51(AB861959),
DPRU75 (KJ752364), DPRU4620 (KJ753730), BTN-120 (AB905370), HR-15
(KJ855216), Ro04439 (JN711100), RT095-07 (JQ069655.1), UK-HLD
(JX411972), VU08-09-40 (KC442932), VUO08-09-39 (JF790352), R1949
(HM035525), 1670SR (KJ412735), Arg7500 (JN088445), M12-15 (KC484719),
GRAVP430 (AB553325), 8340 (JN580414), BEOO097(JN258920), STHY125
(JX470501), MX07-623 (JX012338), MXO07-588 (JX012338), MX07-577
(JX012337), MX07-575 (JX012336)MX07-553 (JX012335), MX07-550
(JX012334), MX05-276 (JX012333), MX05-227 (JX012332), MX05-100
(JX012331), MX05-54 (JX012330), MX08-737 (HQ585866), MX08-680
(HQ585865), MX08-674 (HQ585864), MX08-740 (FJ665391) MX08-659
(FJ665390), MXO07-557 (FJ665389), MX07-555 (FJ665388), MX07-554
(FJ665387), MX07-532 (FJ665386), MX07-531 (FJ665385), MX05-68
(FJ665384), MX05-87 (FJ665383), MX05-51 (FJ665382), MX05-43
(FJ665381), MX04-29  (FJ665380), SC0028_P[6](KC814598)  and
KJ940075(SC19868_P[4)).
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1111212015 Hurman rotavirus A strain SONMX-32/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) - Nucleatide- NCBI

Nucleotide v

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-32/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) gene, complete
cds

GenBank: KP119464.1
FASTA Graphics

Goly.

Locus KP119464 1862 bp RNA linear  VRL 14-MAR-2815

DEFINITION Human rotavirus A strain S50NMX-32/G12P[8] structural protein VP7
{VP7) gene, complete cds.

ACCESSION  KP119464

VERSION KP119464.1 GI:766752768
KEYWORDS i
SQURCE Human rotevirus A

ORGANISM Human_rotavipus A
Viruses; dsRNA viruses; Reoviridae; Sedereovirinase; Rotavirus;
Rotavirus A.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1862)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-Ochoa,G.].,, Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,).A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A
TITLE Oetection of emerging rotavirus strains G12P[8] in Mexico
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1962)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-@choa,G.]., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,).A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (87-NOV-2814) Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
y Agropecuarias, Universidad de Sonora, 8lvd. Lazaro Cardenas,
Navojoa, Sonora 85898, Mexico

COMMENT ##Assembly-Data-STARTHE
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-ENDHE
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1062

/aorganism="Human rotavirus A"
/mol_type="genomic RNA"
/strain="SONMX- 32/G12P[8]"
/isolation_source="stool S5ample”
/host="Hemo sapiens"
/db_xref="taxon:18941"
/country="Mexico"
fcollection_date="20813"
/note="genotype: Giz"

gena 49 ..1829
/gene="vP7"

s 49..1829
fgene="vp7"

fcodon_start=1
fproduct="structural protein wp?"
/protein_id="$1519@31.1"
/db_xref="GI: 766752761"
Jtranslation="MYGIEYTTILTFLISIILLNYILKSITNMMDF ITYRFLLIVVII
LPFIEAQNYGINLPITGSMD TAYVNSTQQENFMTSTLCLYYPSSVTTEITOPOWTNTL
SQLALTKGWPVYNSVYFKSYADISSFSVDPQLYCDYNIVLIQYQNSLALDVSELADLIL
NEWLCNPMDVTLYYYQQ TOEANKWISMGESCTVKVCPLNTQTLGIGCTTTDVITREEY
ANAEKLVITOVVDGYNHKINITYNTCTIRNYKKLGPRENVAIIQVGSSDVIQITADPT
TIPQTERMMRINWKKWWGVEYTWDY INQIVQUMSKRSRSLNS AAFYYRI"
ORIGIN
1 pgctttazaa gagagasttt ccgtctgpct agcggttage tccttttaat gtatggtatt
61 gaatatacca caattctaac ctttttgata tcaattattc tattgaacta tatattaaaa
121 tcaataacta atatgatgga ttttatcata tatcggtttt tactaatagt tgtcatcata
181 ctgccattta ttgaagctca aasttatgga atasatcttc caataacagg ttctatggat
241 accgcatatg taaactctac acaacaagag aattttatga cttccacttt atgcttatat
381 tatccaagtt cagtcacgac tgaaataact gatcccgact ggacgaacac actgtcacaa
361 cttttcctga ctamaggatpg gcocggtaaat tccgtctact tcaagagtta tgctgatata
421 tcgtecttet ctgtagatcc geapgttgtat tgigattata atattgtgtt aatacagtac
481 caaaattcat tagcgttaga tgtctcagaas cttgctgatt taattttaaa tgaatggtta
541 tgtaatccga tggacgtaac gttgtactat tatcaacaga cagatgaagc gaataaatpgg
601 atatcaatgg gagaatcatg tacagttasa pgtatgtccct taaatacaca aactttagga
661 attggatgta cgacaaccga cgtcacaaca tttgeagagg tagcaaatgc ggaaaaatta
721 ptaataactg acgtcgtgga tggagtcaat cataagatta atattacagt gaatacatgt
781 actatacgga attatasaaa attagpaccg agagaaastg tagcraattat acaagtgggt

http:/ Awww. nebi. nlm ni h.gov/nuccore/KP 119464



111122015 Human rotavirus A strain SONMX-32/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) - Nucledtide~- NCBI

841 agttctgacg tcatagacat aacagCagat craacaacga taccacaaac tgaaagaatg
991 atgcgaataa actggaaarsa atggtggeag gtgttttata ccgtagtaga ttacastaaat
961 caaatagtte aggtaatgtc caaacgatca agatcactaa attcagetge tttttactac
1821 agaatttaga tatagcttag attagaattg tatgatgtga cc

4
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1122015 Human rotavirus A strain SONMX-37/G12P{8] structural protein VP7 (VP7) - Nucleotide- NCBI

Nucleotigle v

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-37/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) gene, complete
cds

GenBank: KP119465.1
FASTA Graphics

Golo

LocuUs KP119465 1862 bp RNA linear VRL 14-MAR-2@15

DEFINITION Human rotavirus A strain SONMX-37/G12P[8] structural protein vP7
(VP7) gene, complete cds.

ACCESSION KP119465

VERSION KPr119465.1 GI:766752764
KEYWORDS u
SOURCE Human rotavirus A

ORGANISM Human_rotavirus A
Viruses; dsRNA viruses; Reoviridae; Sedoreovirinae; Rotavirus;
Rotavirus A.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1062)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-Ochea,G.]., Calleja-Garcia,P.M,,
Rosas-Rodriguez,].A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A,
TITLE Detection of emerging rotavirus stralns G12P[8] in Mexico
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1062)
AUTHORS  Gonzalez-Ochea,G., Quintero-Ochea,G.]., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,].A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,a,
TITLE Direct Swbmission
JOURNAL  Submitted (@7-NOV-2014) Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
y Agropecuarlas, Unlversidad de Sonora, Blwd. Lazaro Cardenas,
Navojoa, Scenora B5898, Mexico
COMMENT ##tAssembly-Oata-STARTH#R
Sequencing Technology :: Sanger didecxy seguencing
##Assembly-Data-END##
FE ATURES Location/Qualifiers
seurce 1..1862
/forganism="Human rotavirus A"
fmol_type="genomic RNA"
/strain="SONMX-37/G12P[8]"
/isolation_source="stool sample”
fhost="Homo sapiens”
fdb_xref="taxon:16941"
/country="Mexico"
fcollection_date="2813"
/note="genotype: Gi2"

BENE 45 ., 1929
/gene="VP7"

s 45 .. 1029
fgene="vP7"

/codon_start=1
/product="structural protein VP7"
/protein_id="A]519092 1"
/db_xref="GL:766752765"
/translation="MYGIEYTTILYFLISIILLNYILKSITNMMDFIIYRFLLIVVII
LPFIEAQNYGINLPITGSMDTAYVNST QRENFMTSTLCLYYPSSVTTELTOPDWTNTL
SQLFLTKGWPYNSVYFKSYADISSFSYDPQLYCDYNIVLIQYQNSLALOVSELADLIL
NEWLCNPMDVTLYYYQQTDEANKWISMGESCTVKVCPLNTQTLGIGCTTTDVTTFEEV
ANAEKLVITDVVDGVYNHKINLITVNTC TIRNCKKLGPRENIATIQVGSSDVIDITADPT
TIPQTERMMRINWKKWWQVFYTWWDYINQIVQVMSKRSRSLNSAAFYYRI"
ORIGIN
1 ggctttaaaa gapgagaattt ccgtctgpct agcggttapgce tocttttaat gtatggtatt
61 gaatatacca caattctaac ctttttgata tcaattattc tattgaacta tatattaaaa
121 tcaataacta atatgatgpga ttttatcata tatcggtttt tactaatagt tgtcatcata
181 ctpccattta ttgaagctca aaattatpga ataaatcttc caataacagp ttctatggat
241 accgcatatg taaactctac acaacaapag aattttatga cttccacttt atgcottatat
301 tatccaagtt cagtcacgac tgasataact gatcoccgact ggacgaacac actgtcacaa
361 cttttcctga ctaaaggatg gccggtasat tccgtctact tcasgagtta tgctgatata
421 tcptecttct ctgtagatce geagttgtat tgtgattata atattgtgtt astacagtac
481 caaaattcat tagcgttaga tgtctcagaa cttgectgatt taattitasa tgaatggtta
541 tgtaatccga tgpacgtaac gttpgtactat tatcaacaga cagatpgaagc gaastaaatgp
681 atatcaatpgg papaatcatg tacagttaaa gtatgtccct taaatacaca aactttagga
661 attggatgta cpacaaccga cgtcacaaca tttpaagapgg tapcaaatgc gpaasaatta
721 gtaataactg acgtcgtpga tppgaptcaat cataagatta atattacagt gaatacatgt
781 actatacgga attgtaazsa attapggaccg 2gagasaata tapgcaattat acaagtpggt

http:/ www.ncbinlm.nth.gov/nuccor eiKP 18465
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841 agttctgacg tcatagacat aacagcagat ccaacaacga taccacaaac tgaaagaatg
981 atgcgeatana actggaaaaza atggtggcag gtgttttata ccgtagtaga ttacataaat
961 caaatagttc aggtastgtc caasacgatca agatcactaa attecagctge tttttactac
1821 agaatttaga tatagcttag attagaattg tatgatgtga cc

1

http:/ fiwww.ncbi.nim.nih.gov/ nuccore/KP 119465
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Nucleotide x|l

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-99/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) gene, complete

cds

GenBank: KP119466.1
FASTA  Graphics
Golg

LOCUS KP119466
DEFINITION

Human rotavirus A strain SONMX-99/G12Pf8] structural protein VP7 (VP7) - Nucleotide- NCBI

1862 bp RNA linear VRL 14-MAR-2015

Human rotavirus A strain SONMX-99/G12P[8] structural protein wP7
(VP7) gene, complete cds.

ACCESSION  KP119466&
VERSION KP119466.1 GI:766752768
KEYWORDS -
SOURCE Human rotavirus A
ORGANISM  Human_rolavirus A
Viruses; dsRNA viruses; Reoviridae; Sedorecvirinae; Rotavirus;
Rotavirus A.
REFERENCE 1 ({bases 1 to 1862)
AUTHORS Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-0choa,6.J., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,J.A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A.
TITLE Detection of emerging rotavirus strains G12P{8] in Mexico
JGURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 ({bases 1 to 1B6z)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-Ochoa,G.).,, Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,]J.A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A.
TITLE Oirect Submission
JOURNAL  Submitted (87-NOV-z814) Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
v Agropecuarias, Universidad de Scnora, 8lwvd. Lazaro Cardenas,
Navoijoa, Sonora 85898, Mexico
COMMENT #itAssembly-Data-STARTIH:
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy seguencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1062
/organism="Human rotavirus A"
/mol _type="genomic RNA"
/strain="S0NMX-95/G12P[8B]"
fisclation_source="stool sample"
/host="Homo sapiens”
Jdb_xref="taxon:18941"
/country="Mexico"
Jfcollection_date="2813"
/note="genotype: G1z"
gene 45 . 1929
/gene="vp7"
DS 49 .. 1029
/gene="VvP7"
/codon_start=1
/product="structural protein wP?"
/protein_id="A1519893 1"
/db_xref="G1:76675z769"
ftransiation="MYGIEYTTILTFLISTILLNYILKSITNMMDFIIYQFLLIVWIX
LPFIEAQNYGINLPITGSMDTAYVNSTQQENFMTSTLCLYYPSSVTTEITOPDWTNTL
SQLFLAKGWPYNSVYFKSYADISSFSVDPQLYCDYNIVLIQY QNSLALDVSELADEIL
NEWLCNPMDVTLYYYQQTDEANKWISMGESCTVKVCPLNTQTLGIGCTTTDVTTFEEY
ANAEKEVITDWWDGVIHKINITVNTCTYRNCKKEGPRENVAYIQVOSSDVLDITADPT
TIPQTERMMRINWKKWWQYFYTWWIDYINQIVQVMSKRSRSLNLAAFYYRI"
CORIGIN
1 ppctttassa pagapgaattt ccgtctggct agcggttage tccttttaat gtatggtatt
61 gaatatacca caattctaac ctttttgata tcasttattc tattgaacta tatattaaaz
121 tcaataacta atatgatgga ttttatcats tatcagtttt tactastagt tgtcatcata
181 ctgeccattta ttgaagctca aaattatgga atasatcttc caataacagg ttctatggat
741 accgeatatg taasactctac acaacaagapg aattttatga cttccacttt atgcttatat
301 tatccaagtt cagtcacgac tgaaataact gatcccgact ggacgaacac actgtcacaa
361 cttttcctgg ctaasaggatg gocggtasat tccgtctact tcaagagtta tgetgatata
421 tcgtccttct ctgragatcc goagtigtat tgtgattata atattgtgtt satacagtac
481 casaattcat tagcgttaga tgtctcagaa cttgctgatt taattttasa tgaatggtta
541 tptaatccga tpgacgtaac gtigtactat tatcaacaga cagatgaagc gaataaatgg
681 atatcaatgpg gagaatcatg tacagttaaa gtatgtccct taaatacaca aactttagga
661 attggatgta cgacaaccga cgtcacaaca titgasgagpg tapgcaastgc gEasalatta
721 gtaataactg acgtcgtgga tggagtcatc cataagatta atattacagt gaatacatgt
781 actatacgga attgtasasaa attaggaccg agagaaastg tagcaattat acaagtgget

http:/ Avww.ncbinim.nih.gov/nuccore/KP118466
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11/12/2015 Human rotavirus A strain SONMX-99/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) - Nucleotide- NCBI

841 agttctgacg tcttagacat asacagcagat ccaacascga taccacaaac tgaasgaatg
991 atgcgaataa actggaaaaa atpgtggrag gtgttttate ccgtagtgge ttacataaat
961 caaatagttc aggtaatgtc casacgatca agatcactaa acttagctpe tttttactac
10821 apgaatttaga tatagettag attagaattg tatgatgtga cc

'

http:/ Avww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP119466



1122015

Nucleotide v

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P[8] structural protein VP7 (VP7) gene, complete

cds

GenBank: KP119467 1
FASTA  Graphics
Gotg

LOCUS KP119467
DEFINITION

Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P(8] structural protein VP7 (VP7 - Nucledtide- NCBI

1062 bp RNA linear VRL 14-MAR-2@15

Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P[8] structural protein vP7
(VP7) gene, complete cds.

ACCESSION  KP113467
VERSION KP119467.1 GI:766752772
KEYWORDS i
SOURCE HMuman rotavirus A
ORGANISM  Muman_rofavirus A
Viruses; dsRNA viruses; Reoviridae; Sedoreovirinae; Rotavirus;
Rotavirus A.
REFERENCE 1 {bases 1 to 1862}
AUTHORS  Gonzalez-0Ochoa,G., Quintero-0choa,G.].,, Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,l.A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A.
TITLE Detection of emerging rotavirus strains GL2P[8] in Mexico
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1062)
AUTHORS  Gonzalez-Ochea,G., Quintero-Ochoa,G.]., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,l.A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-ortiz,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (@7-NOV-2014) Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
y Agropecuarias, Universidad de Sonora, Blvd. Lazaro Cardenas,
Navojoa, Sonora B589@, Mexico
COMMENT #HAssembly-Data-START##
Sequencing Technoleogy :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-ENDi##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1062
/forganism="Human rotavirus a"
/mol_type="genomic RNA"
/strain="SONMX-124/G12P[8]"
fisclation_source="stool sample”
/host="Homo saplens"
/db_xref="taxon:10241"
/country="Mexico"
/collection_date="2813"
fnote="genotype: G12"
gens 49.. 1829
/gene="VP7"
s 49 .,.1829
/gene="yp7"
/tedon_start=1
Jfproduct="structural protein VP7"
/protein_1id=")519894 1"
fdb_xref="GI:766752773"
ftranslation="MYGIEYTTILTFLIATILLMYVLKSITNMMDFIIYQFLLIVVII
LPFIEAQNYGINLPITGSMDT AYVNSTQQENFMTSTLCLYYPSSYTTELTDPDWTNTL
SQLFLTKGWPVNSVYFKSYADISSFSVDPQLYCDYNIVLKQYQNSLALDVSELADLIL
NEWLCNPMDVTLYYYQQTDEANKWI SMGESCTVKVCPLNTQTLGIGCTTTDVTTFEEY
ANAEKLVITDVVDGVNHKINITVNT CTIRNCKKLGPRENVAIIQVGSSDVIDITADPT
TIPQTERMIRINWKKWWQVFYTVWDYINQIVQVMSKRSESLNSAAFYYRT"
ORIGIN
1 pgctttaasa pagagaattt ccgtctpgct agcgettagc tecttttaat gtatggtatt
61 gaatatacca caatcctaac ctttttaata gcgattatcc ttttaatgta tgtattaaaa
121 tcaataacta atatgategge ttttatcata tatcagtttt tactaataght tgtcatcata
1B1 ctgccattta ttgaagctca aaattatpgga ataaatcttc caataacagg ttctatggat
241 accgcatatg tasactctac acascaagag aattttatga cttccacttt atgcttatat
301 tatccaagtt cagtcacgac tgaaataact gatcccgact ggacgaacac actgtcacaa
361 cttttcctga ctaaaggatg pccagtaaat tccgtotact tcaagagtta tgctgatata
421 tegtecttet ctgtagatce pgeagttgtat tgtgattata atattgtgtt asaacagtac
481 caaaattcat tagcgttaga tgtctcagaa cttgctgatt taattttasa tgastggtta
541 tptaatccga tggacgtaac gtitgtactat tatcaacaga cagatgaagc gaataaatgg
601 atatcaatgg gagaatcatg tacagttasa gtatgtccct teastacaca aactttagga
661 attpggatgta cgacaaccpa cgtcacaaca ttitgaagagpg tagcasatgc ggaassaatta
721 gtaataactg acgtcgtpgega tgeagtcaat cataagatta atattacagt gaatacatgt
781 actatacgga attgtassaa attaggaccg agagaaaatg tagcaattat acaagtgggt

hitp:/Awww nchi.nim.nih_gov/nuccor e/KP119467
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11/12/2015 Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P[8] structural protein VP7 (VP7 - Nucieotide- NCEI

841 agttctpgacg tcatagacat aacagcagat ccaacaacga

$91 atacgaataa actggaaaza atggtgpcag gtgttttata

961 caaatagttc agpttatgtc caaatgatca gaatcactaa

1021 agastttaga tatagcttag attagaattpg tatgatgtga
H

http:/ fanwnw.nchi. nlm. ni h.gov /nuccore/KP 119467

taccacaaac tgaaagaatg
ccgtagtaga ttacataaat
attcagctge tttttactac
cc

22



1111212015 Human rotavirus A strain SONMX-32/G12P[8] structural protein VP4 (VP4) - Nuclectide- NCBI

Ngcl_eotide v

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-32/G12P[8] structural protein VP4 (VP4) gene, partial cds
GenBank: KP119460.1
FASTA  Graphics

Go g

Lacus KP119468 665 bp RNA linear  VRL 14-MAR-2915

DEFINITION Human rotavirus A strain SONMX-32/G12P[8] structural protein Vid
(VP4) gene, partial cds.

ACCESSION  KP119466

VERSION KP119460.1 GI:766752730
KEYWORDS :
SOURCE Human rotavirus A

ORGANISM Human_rotavirus A
viruses; dsRNA viruses; Reoviridae; 5edoreovirinae; Rotavirus;
Rotavirus A,
REFERENCE 1 (bases 1 to 665)
AUTHORS  Gonzalez-Qchoa,G., Quintero-Ochoa,G.]., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,].A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-grtiz,a.
TITLE Detection of emerging rotavirus strains G12P[8] in Mexico
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 665)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-Ochoa,G.]., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,].A., Tamez-Guerra,p. and virpen-Ortiz,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (@7-NOV-2014) Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
¥ Agropecuarias, Universidad de Sonora, Blwvd. lazaro Cardenas,
Navojoa, Sonora 85898, Mexico
COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technolopy :: Sanger dideoxy segquencing
##Assembly-Data-END#
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..665
/organism="Human rotavirus A"
/mol _type="genomic RNA"
/strain="SONMX-32/G12P[8]"
/isolation_source="stool saWple"
/fhost ="Homo Sapiens®
/db_xref="taxon:18941"
feountry="Mexico"
/collection_date="2813"
/note="genotype: P[8]"

gns <1..5565
fgene="VpP4"

F[:‘F\. <«1..>665
/gene="vp4"

/codon_start=1
/product="structural protein vP4"
/protein_1id="AJS19687 1
/db_xref="GL:766752731"
/translation="YAPVYNWGHGEINDS TTVEPILDGPYQPTTFTPPTOYWILINSNT
NGVVYESTNNGDFWT AVIAVEPHVNPVDRQYNVFGENKQFNVRNOSDKWKFLEMFRGS
SQTOFYNRRTLTSOTKLYGILKYGGRIWTFHGE TPRATTDSSNT ANLNGISITIMSEF
Y IIPRSQESKCNEY INNGLPPIQNTRNVVPLSLSSRSIQYKRAQVNEQITISKTSLIWK
EMQ"
ORIGIN
1 tatgctccag tcaattgege tcatggagaa ataaatpgatt caaccacagt ggaaccaatt

61 ttagatggtc cttatcaacc tactacattt acaccaccta ctgattactg gatacttatt

121 aactcaaata caaatggagt agtatacgag agtacgaata atggtgactt ttggactgea

181 ptcattgcag ttgaaccgea cgtcaatcca ptagatagat aatataatgt atttpggtgaa

241 aataaacaat ttaatptaag aaatpattca pgatasatgga agtttttaga aatgtttaga

301 ggcagtagtc aamactgactt ttataataga cgtacactaa cttctgatac taaactcgtg

361 ggaatattaa aatatgptge aagaatatgg acatttcatg gtgaaacacc gappgctact

421 actgatagtt caascactgc asatttgaac ggtatatcaa ttacaattca ttcagaattt

481 tatattattc caaggtccca agagtctaag tgtaatgaat atattaacaa tggtctacca

541 ccaattcaaa atactagaaa tgtagtacca ttatcgttat catctagatc tatacagtat

661 aagagagcac aagttaatga agacattaca atttcaaaga cttcattatg gaaagaaatg

661 caata

'

hitp:/ www.ncbi. nim.nih.gov/nuccore/KP 119460



1122015 Human rotavirus A strain SONMX-37/G12P(8] structural protein VP4 (VP4) - Nucleotide- NCBI

Nucleotide \

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-37/G12P[8] structural protein VP4 (VP4) gene, partial cds

GenBank: KP119461.1
FASTA  Graphics

Gotlo

LOCUS KP119461 665 bp RNA linear VRL 14-MAR-2@15

DEFINITION Human rotavirus A strain SONMX-37/G12P[8] structural protein VP4
(VP4) pene, partial cds.

ACCESSION KP119461

VERSION KP119461.1 G6I1:766752734
KEYWORDS "
SOURCE Human rotavirus A

ORGANISM Human rotavirus A
Viruses; dsRNA viruses; Reoviridag; Sedoreovirinae; Rotavlrus;
Rotavirus A.
REFERENCE 1 (bases 1 to 665)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-Ochoa,G.l., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,.A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz A.
TITLE Detection of emerging rotavirus strains G12P[8] in Mexico
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 665)
AUTHORS  Gonzalez-Ochoa,G., Quintero-Ochoa,G.)., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,).A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (@7-NOV-2014) Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
y Agropecuarias, Universidad de Sonora, Blvd. Lazaro Cardenas,
Navojoa, Sonora 85898, Mexico
COMMENT #uAssembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END#E
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..665
/organism="Human rotavirus A"
/mol_type="genomic RNA“
/strain="S0NMX-37/612P[8]"
/isolation_source="stool sample”
/host="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:18941"
/country="Mexico"
/collection_date="20813"
/note="genotype: P[8]

gene <1..>665
/gene="vpq"

CO% <1..>665
/gene="vPp4"

/codon_start=1
fproduct="structural protein wvpa"
/protein_id="AJ519988.1"
/db_xref="GI:766752735"
{trans lat ion=" YAPYNWGHGE INDS TTVEPL LDGPYQPTTFTPPTOYWL LINSNT
NGVVYESTNNGOFWT AVIAVEPHVNPVDRQYNVFGENKQFNVRNDSDKWKFLEMFRGS
SQTOFYNRRTLTSDTKLVGILKYGGRIWTFHGETPRATTDSSNT ANLNGISITIHSEF
YIIPRSQESKCNEYINNGLPPIQNTRNVVPLSLSSRSIQYKRAQVNEDI TISKTSLIWK
EMQ"
ORIGIN
1 tatgctccag tgaattgggg tcatggagaa ataaatgatt caaccacagt ggaaccaatt

61 ttagatggtc cttatcaacc tactacattt acaccaccta ctgattactg gatacttatt

121 aactcaaata caaatggagt agtatacgag agtacgaata atggtgactt tiggactgca

181 ptcattgcag ttgaaccgca cgtcaatcca pgtagatagac aatataatgt atttggtgaa

241 aataaacaat ttaatgtaag aaatgatlica gataaatgga agtttttags aatpittaga

301 ggcagtagtc aaactgactt ttataataga cgtatactaa cttctgatac taaactcgtpg

361 ggaatattaa aatatggtpg asagaatatgg acatttcatg gtgaaacacc gagggctact

421 actgatagtit caaacactgc aaattigaac ggtatatcaa ttacaattca ttcagaattit

481 tatattattc caaggtctca agagtctaag tptaatgaat atattaacaa tggtctacca

541 ccaattcasa atactagaaa tgtagtacca ttatcgttat catctagatc tatacagtat

601 aagagagrac aagttaatga agacattaca atitcaaaga cttcattatg gaaagaaatg

661 caata

H

hittp:/ Avww ncbi.nl m.ni h.gov/nuccore/KP 119461



11212015 Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P{8] structural protein VP4 (VP 4- Nuglectide- NCBI

Nuclectide v

GenBank

Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P[8] structural protein VP4 (VP4) gene, partial cds

GenBank: KP119463.1

EASTA  Graphics
Go fo
LOCUS KP119463 665 bp RNA linear VRL 14-MAR-2815

DEFINITION Human rotavirus A strain SONMX-124/G12P[B] structural protein V4
(vP4) gene, partial cds.
ACCESSION KP119463

VERSION KP119463.1 GI1:766752742
KEYWOROS ¥
SOURCE Human rotavirus A

ORGANISM Human rofavirus A
Viruses; dsRNA viruses; Reoviridae; Sedoreovirinae; Rotavirus;
Rotavirus A.
REFERENCE 1 (bases 1 to 665)
AUTHORS Gonzalez-0choa,B6., Quintere-Dchoa,Gl., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Rodriguez,].A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz,A.
TITLE Detection of emerging retavirus strains G12P[B] in Mexico
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 665}
AUTHORS Gonzalez-Dchoa,6., Quintereo-0Ochea,6.)., Calleja-Garcia,P.M.,
Rosas-Redriguez J.A., Tamez-Guerra,P. and Virgen-Ortiz A,
TITLE pirect Submission
JOURNAL Submitted (@7-NOV-2014} Departamento de Ciencias Quimice Biologicas
y Agropecuarias, Universidad de Sonora, Blvd. Lazaro Cardenas,
Navojoa, Sonora 85898, Mexico

COMMENT ##Assembly-Data-STARTH##
Seguencing Technology :: Sanger dideoxy seguencing
##Assembly-Oata-ENDH##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..665

forganism="Human rotavirus A"
fmol_type="genomic RNA"
/strain="SONMX-124/G12P[ 8]"
/isolation_source="stool sample”
/host="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:18941"
feountry="Mexico"
fcoliection_date="2013"
fnote="genotype: P[8]"

gens <1..>665
/gene="vP4"

CB5 <1..>865
/gene="vp4"

/fcodon_start=1
fproduct="structural protein VP4"
/protein_id="43519698 1"
/db_xref="61:766752743"
ftranslation="vyAPVNWGHGEINDS TTVEPILDGPYQPTTFTRPTO YWILINSNT
NGVVYESTNNGOFWT AVIAVEPHVNPVDRQYNVFGENKQFNVRNOSDKWKFLEMFRGS
SQTOFYNRRTLTSOTKLVGILKYGGRIWTFHGETPRATTDSSNTANLNGISITIHSEF
YIIPRSQESKCNEYINNGLPPIQNTRNVVPLSLSSRSIQYKRAQVNEOITISKTSLMWK
EMQ"

ORIGIN

fury

tatgctccag tgaattpppg tcatggogea ataaatgatt caaccacagt ggaaccaatt
61 ttapatggtc cttatcaacc tactacattt acaccaccta ctgattactg gatacttatt
121 aactcaaata caaatgpagt agtatacgag 2agtacgaata atpgtpactt ttggactpca
181 gtcattgcag ttgaaccpra cgtraatcea gtagatagac aatataatgt atttggtgan
241 aataaacaat ttaatgtaag asatgattca gataaatggs aptttttaga aatgtttaga
381 pgragtagtc aaactgactt ttataataga cgtacactaa cttctpatac tasactcgtg
361 ppaatattaa aatatggtpp asgaatatge acatttcatg gtpazacacc gagggctact
421 actgatagtt caaacactpe aazatttgaac pggtatatcaa ttacaattca ttcagaattt
481 tatattattc caagptecca agapgtctaag tpgtaatpaat atattaacaa tggtctacca
541 ccaattcaaa atactagaaa tgtagtacca ttatcgttat catctagatc tatacagtat
601 aagagagcac aapttaatpa agacattaca atttcasaga cttcattatg gaaagaaatg
661 caata

/

httg w/Avww ncbi. il m. nih.gov/nuccore/KP 118463
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ANALISIS DE SECUENCIA DEL GEN QUE CODIFICA
PARA VP7 DE ROTAVIRUS GENOTIPO G12 AISLADOS EN
SONORA, MEXICO.

Cakcja-Gareia PM, Quinicro-Ochoa G de J, Tamez-Guemra P, Rulu-ﬂodrguuda'\ Softanez-Crgania JG, Gonziler-Ochos G
Divisidny de Cencins e Ingenierias, Deparumento d.eCl:nunQuuml:n

Universidad de S Usnidad Fegional Sur, Navajoa,

Bivel Lizaro Cardanas 100, Colonia, an:m:nvuh, Navup- Sonm:, Mesico, CP. BS8S0

‘Fae\hdd.ufhmdu“ i
Av. Unrp idad SN, Ciud m

INTRODUCCION

Rotavirus es unos de los principales agentes virales
causantes de gastroenteritis en nifios menocres de
cinco afios a nivel mundial (Tate et al, 2012). Entre
los genotipos de rotavirus gque se reportan
comunmente a nivel mundial estan G1,G2,G3,G4 y
G9. Algunos de los genoctipos reportados
esporadicamente son G5, G8, G2 (Rahman et dl
2007; Santos & Hoshino, 2005).

OBJETIVO

Analizar la secuencia del gen de VP7 de rotavirus

G12 de muestras aisladas en el sur de Sonora.

MATERIAL Y METODO

RESULTADOS

De un total de 100 muestras analizadas 14 (14%)
fueron positivas para rotavirus. De éstas 6 (43%)
fueron genotipo G12. El analisis de secuencia del gen
de VP7 de rotavirus genotipo G12 reveld una
homologia de 98-99% con otras cepas de rotavirus
G12 reportadas previamente en Kenya, India y Sri
Lanka. Asi mismo, €l analisis filogenético mostré una
asociaCion de las cepas G112 reportadas en este

estudio con cepas G12 de linaje ML

de Nusvo Lodn,
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Fig. 1 Analisis filogenético de la secuencia de nucledtidos
del gen de VP7 de muestras reportadas en este estudio y de
cepas de rotavirus G12 de referencia (Maximum Likelihood

method. bootstrap de 1,000 repeticiones).

Fig. 2. Alineamiento de secuencia deducida de aminoacidos de VP7
genotipo G12 .

DISCUSION Y CONCLUSION

En el presente trabajo se realizo el primer reporte de
rotavirus G12 en México. Debide a la deteccién de
cepas de rotavirus emergentes, es importante
continuar con estudios de monitoreo de genctipos de

rotavirus.
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VARIABILIDAD INTRAGENOTIPICA DEL
GEN DE VP4 GENOTIPO P[8] DE ROTAVIRUS

Quintero-Ochoa G de 1 Calleja-Garcia PM, Virgen-Ortiz A, Rosas-Rodriguez JA, Tamez-Guerra P%, Gonzélez-Ochoa G.

Divisin de Ciendas e Ingenierias, Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas y Agropecuarias, iniversidad de Sonora, Campus
Navojoa, Bivd. Lézaro Cardenas 100, Colonia, Francisco Vila, 85890 Navojoa, Sorora, México. Ted 01(642) 4259969,

* Facdtad de Cigncias Biatdgicas, Universidad Autdnoma de Muevo Lebn, Av Universidad 5/N, Cudad Universitaria, San Mcolds de los
Garza, Nuevo Ledn, Méxco, CP 66451,

INTRODUCCION

Rotavirus es uno de los agentes causales
de gastroenteritis en nifios (Tate et 4,
2012). Parte de la clasificacion de rotavirus
se base al gen que codifica para VP4, hasta
el momento se han descrito 35 genotipos
de los cuales el genotipo P[8] es uno de los
predominantes a nivel mundial (Argielles
et al, 2000, Alam et al, 2013).

OBJETIVO
Analizar la variabilidad del genotipo P[8] de

rotavirus circulantes en el sur de Sonora,
después de la introduccion de la vacuna en
México

METODOLOGIA

MUESTRAS ‘

DETECCION DE
ROTAVIRUS

9

SINTESIS DE EXTRACCION DE
cDNA y PCR RNA

CLONACION

VECTOR pGEM-T . SECUENCIACION

RESULTADOS

De 14 muestras positivas para rotavirus 6
(43%/0) fueron genotipo P[8].
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Fig 1. Analisis filogenético de la secuencia de nucledtidos
del gen VP4 genotipo P[8].

Fig 2. Andlisis de la secuencia deducida de aminodcidos
de VP4 genotipo P[8].

DISCUSION Y CONCLUSION

La variabilidad intragenotipica del gen de VP4 de
rotavirus fundamenta Ja necesidad de mas
distribucién de

estudios de monitorec de

genotipos de rotavirus en Méexico.
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