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Abreviaciones

HRM: Fusion de alta resolucion

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
DNA: Acido desoxirribonucleico

RNA: Acido ribonucleico

cDNA: DNA complementario o DNA copia

ORF: Marcos abiertos de lectura

RdRp: RNA polimerasa RNA-dependiente

VP1, VP2: Proteina viral 1, Proteina viral 2

SNP: Polimorfismo de nucledétido simple

dNTPs: Desoxirribonucleotidos trifosfato

AW1, AW2: Buffer de lavado 1, buffer de lavado 2

IPTG: Isopropiltio—f—D—galactdsido

bp: Pares de bases

Ct: Ciclo umbral que es inversamente proporcional a la carga viral

Tm: Temperatura de fusion, temperatura a la que el 50% de DNA esta

denaturado.
Tm1, Tm2: Primer pico de fusion, segundo pico de fusion de la curva de fusion

(+)ssRNA: RNA de cadena simple de sentido positivo



Abstract

Introduction: After the introduction of rotavirus vaccine, sapovirus has emerged
as one of the major causes of viral acute gastroenteritis especially among
children under 5 years old. Sapovirus diagnosis is currently made by real time
PCR; while the gold standard for genotyping is PCR and sequencing. However,
in certain countries the access to sequencing is limited and expensive.

Therefore, new and simple techniques need to be explored.

Objective: The aim of this study was to detect and differentiate human
sapovirus genogroups using high resolution melting technique and compare it to

sequencing analysis.

Materials and methods: The detection of sapovirus was performed by gPCR in
stool samples. Positive samples were analyzed using nested PCR and the
amplification products were sequenced. One sample of each genogroup was
cloned in the pCR 2.1 TOPO vector to standardize the HRM technique. These
plasmids were used as the reference curve of each genogroup. The technique
was tested using 3 different primer sets to find the most noticeable difference
among the melting curves of the genogroups. A total of 80 samples were used

to standardize the technique, and 25 samples to perform a blind assay.

Results: One sample of each genogroups of sapovirus was successfully cloned
and the HRM standardization was achieved. HRM was able to detect the 93.3%
of samples of GI, 92.6% of Gll, 94% of GIV and 83.3% of GV. While the
percentage of correctly genotyped samples of GlI, GIV and GV was 100%, and
96.4% of GI. In addition, the technique did not show cross-reactivity with others

enteric viruses.

Conclusions: The high resolution melting technique has the ability to identify
and differentiate sapovirus genogroups, and to detect inter-genogroup

coinfections with Gll and other sapovirus genogroups.

Keywords: Sapovirus, gastroenteritis, genotyping, cloning, high resolution

melting.



Resumen

Introduccion: Luego de la introduccién de la vacuna de rotavirus, sapovirus ha
emergido como una de las mayores causas de gastroenteritis viral
especialmente en nifilos menores de 5 afios. Actualmente, el diagnéstico de
sapovirus se realiza mediante gPCR, y su tipificacion se hace por
secuenciamiento. Sin embargo, el acceso a secuenciamiento es limitado y

costoso. Por lo tanto, es necesario explorar nuevas técnicas de tipificacion.

Objetivo: Detectar y genotipificar los genogrupos humanos de sapovirus
empleando la técnica de fusion de alta resolucion comparandolos con el analisis

de secuenciamiento.

Materiales y métodos: La deteccion de sapovirus fue realizada mediante
gPCR en muestras de heces. Las muestras positivas se analizaron mediante
PCR anidado y el producto de amplificacion fue secuenciado. Una muestra de
cada genotipo fue clonada en el vector pCR 2.1 TOPO para estandarizar la
técnica de HRM y ser usados como curva de referencia de cada genogrupo. La
técnica de HRM fue probada con 3 sets de primers para hallar las diferencias
mas notorias entre las curvas de fusion de los genotipos. Se analizaron 80

muestras para estandarizar la técnica y 25, para realizar un ensayo en ciego.

Resultados: Se logré clonar exitosamente los cuatro genogrupos de sapovirus
y estandarizar la técnica de HRM. El porcentaje de muestras detectadas
empleando HRM de Gl fue del 93.3%; de Gll, 92.6%; de GIV, 94% y de GV,
83.3%. El porcentaje de muestras amplificadas y correctamente identificadas
por HRM fue del 100% de los genogrupos Gll, GIV y GV, y 96.4% de GI.

Ademas, la técnica no mostrd reacciones cruzadas con otros virus entéricos.

Conclusiones: La técnica de fusion de alta resolucion permite identificar y
diferenciar el genogrupo de sapovirus de muestras de heces y detectar

coinfecciones inter-grupo con Gll y otro genogrupo de sapovirus.

Palabras Clave: Sapovirus, gastroenteritis, genotipificacion, clonacion, fusion

de alta resoluciéon



CAPITULO |

Introduccion

Las enfermedades diarreicas son un serio problema mundial para la salud
publica debido a los problemas que puede causar en poblaciones vulnerables,
como personas desnutridas, inmuno-suprimidas, ancianos y nifios (Clark &
McKendrick, 2004; Gustavsson et al., 2011), incluso llegando a ser mortales.
Anualmente se reportan 1.7 billones de episodios de diarreas, y 760 000
muertes de nifios menores de 5 afios debido a esta causa. En tal sentido, la
gastroenteritis aguda es considerada como la segunda causa mas importante
de muerte debido a infecciones entre nifios de este rango de edades en todo el
mundo (World Health Organization, 2013).

Los agentes etiologicos causantes de gastroenteritis incluyen una variedad de
bacterias, virus y parasitos y su frecuencia puede variar de una regién a otra
(Chao et al., 2006; Jansen et al, 2008; Karsten et al., 2009). Estos
enteropatdgenos pueden ser rapidamente identificados, en un lapso de algunas
horas, gracias a técnicas moleculares que permiten realizar estudios
epidemioldgicos para revelar la distribucion de dichos agentes etiolégicos. Los
enteropatdogenos virales mas prevalentes son rotavirus y norovirus. Sin
embargo, debido a la introduccién de la vacuna contra rotavirus, las infecciones
por norovirus se han visto incrementadas (Chen et al., 2013; Chen et al., 2015),
y se ha convertido en el virus con mayor prevalencia en paises en vias de
desarrollo (Platts-Mills et al., 2015). Asi mismo, otros virus como Ssapovirus
emergieron, llegando a ser el mas prevalente en 93 brotes de gastroenteritis

norovirus-negativo en Estados Unidos (Lee et al., 2012).

Sapovirus es un virus de RNA perteneciente a la familia Caliciviridae causante
de gastroenteritis aguda en humanos y animales. Su denominacion se debe a
que fue descubierto por primera vez luego de un brote de gastroenteritis en

1977 en un grupo de nifios en un orfanato de Sapporo en Japén (Chiba et al.,



1980). Su genoma de 7.1 a 7.7 kb de tamafio, consiste en una cadena simple
de RNA de sentido positivo y esta organizado en 2 ORFs. EI ORF1 codifica una
poliproteina larga que contiene proteinas no estructurales, siendo la dltima la
proteina RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp), seguidas de la proteina de
capside mayor VP1; mientras que ORF2 codifica la proteina estructural VP2
(Figura 1; Chang et al., 2005). Segun el secuenciamiento completo de VP1, que
es la regibn mas diversa del genoma (Katayama et al., 2004), sapovirus se
divide en 5 genogrupos que van de Gl a GV (Farkas et al., 2004; Oka et al.,
2012). Los sapovirus que afectan a humanos pertenecen a los genogrupos Gl,
Gll, GIV y GV. Los genogrupos Gl y Gll se dividen en 7 genotipos cada uno,
GIV tiene un solo genotipo; mientras que GV se subdivide en 2 genotipos.
Cepas de sapovirus similares a las encontradas en muestras clinicas de
humanos también se encontraron en aguas residuales, ostras y almejas; sin
embargo, no fueron encontradas en otros animales como cerdos, visones,
murciélagos, perros y lobos marinos, los cuales si se ven afectados por otros

genotipos de sapovirus.

nonstructural { structurnl_l
ORF1 Q 5174 ORF2
1 q~$ 6855
VPg | I [ve2 |- (A),
| VP1 les2 7340
Sapovirus

Figura 1. Esquema de la organizacion gendémica de sapovirus. El recuadro
en rojo indica la region de union de la proteina no estructural RdRp y la VP1
(5074 bp — 5265 bp).

Se han reportado brotes y casos esporadicos de sapovirus en todo el mundo
con diversas tasas de prevalencia dependiendo de su distribucion geogréfica.
En Hungria, el 25% de muestras de un brote de gastroenteritis fueron causadas

por sapovirus (Pankovics et al., 2009). En Filipinas, el 7% de 417 nifios
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menores de 5 afios estuvieron infectados por sapovirus (Liu et al., 2015). En
Australia, el 4.1% de muestras de 95 nifios con gastroenteritis fueron causadas
por el mismo virus (Hansman et al., 2006). En China, en un estudio realizado en
nifos con gastroenteritis, la tasa de sapovirus de 277 muestras fue del 1.89%
(Ren et al., 2013). Mientras que en Iran, de 5 de 42 muestras resultaron
positivas a sapovirus, siendo Gl.2 el mas predominante (Romani et al., 2012).
Ademas, ciertos estudios demuestran que el incremento de brotes de sapovirus
esta relacionado con la prevalencia del genotipo Gl.2. Del total de brotes de
sapovirus, el 58% en Holanda, el 27% en Suecia, el 40% en Eslovenia y el
100% en Hungria (Svraka et al., 2010) fueron causados por GI.2.

Los estudios realizados sobre sapovirus en Latinoamérica son limitados. En
Nicaragua, de 292 niflos analizados, 33 (11%) estuvieron infectados con
sapovirus (Bucardo et al., 2012). En un hospital de nifios en México, de 414
muestras de niflos menores de 5 aflos con gastroenteritis aguda, solo 4
estuvieron infectadas con sapovirus (Gomez-Santiago et al., 2012). Mientras
que en un centro urbano de Brasil, sélo una del total de 139 muestras de heces
de niflos menores de 3 afos, fue positiva para sapovirus (Xavier et al., 2009).
En el Perd, un estudio realizado en una comunidad periurbana, demuestra que
la tasa de deteccion de sapovirus en nifios sintométicos es de 12.4% (Liu et al.,
2016).

Hasta el momento no se ha desarrollado un sistema eficiente de cultivo celular
para sapovirus que afectan a humanos, y los inmuno-ensayos desarrollados no
han sido apropiadamente sensibles para la deteccion de casos esporadicos (Lu
et al., 2016). Inicialmente, sapovirus era detectado en base a su morfologia en
muestras de heces empleando microscopia electronica (Chiba et al., 1980). Sin
embargo, esta técnica es tediosa y tiene baja sensibilidad, requiriendo al menos
10° particulas virales por mililitro de muestra de heces (Caul et al., 1982).
Posteriormente, se disefiaron primers para RT-PCR anidado (Honma et al.,
2001; Okada et al., 2002; Yan et al., 2003). Este método a pesar de ser

altamente sensible, tiene alto riesgo de sufrir contaminaciones.



El método mas empleado actualmente para la deteccion molecular de sapovirus
es la técnica RT-PCR en tiempo real. Este método se basa en la tecnologia de
la hidrélisis de la sonda Tagman y tiene una sensibilidad mayor al RT-PCR
anidado, una especificad del 100% y no muestra reaccion cruzada con otros

virus entero patdégenos (Oka et al., 2006).

La genotipificacion se basa en el secuenciamiento del producto de amplificacion
de un PCR anidado de la region N-terminal del gen de la capside de sapovirus.
En paises en los que el acceso al secuenciamiento es limitado debido al escaso
financiamiento y su alto costo, resulta mas econdémico enviar las muestras al
extranjero para ser secuenciadas. Sin embargo, este proceso en conjunto sigue
siendo costoso ($10 ddlares por pocillo) y toma por lo menos una semana

conocer los resultados del secuenciamiento.

Asimismo, para la tipificacion de sapovirus, se ha descrito un RT-PCR
convencional tipo multiplex que presenta una sensibilidad del 95% de muestras
genotipificadas mediante secuenciamiento (Okada et al., 2006). Esta técnica,
sin embargo, solo sirve para la tipificacion de muestras positivas con alta carga
viral. Adicionalmente, al ser un PCR tipo anidado y requerir de electroforesis es
propenso a contaminaciones. Sin embargo, existen nuevas técnicas de
genotipificacion que podrian resultar mas econdmicas y se llevarian a cabo en

menos tiempo.

La técnica de andlisis de fusion de alta resolucion (HRM, por sus siglas en
inglés “High Resolution Melting”) es un analisis post-PCR que permite no solo
detectar la presencia de una secuencia de DNA, si no también identificar
variaciones de la secuencia amplificada, lo cual permite genaotipificar
directamente la secuencia amplificada. El andlisis de HRM puede discriminar de
acuerdo al contenido de GC, la longitud o complementariedad de las hebras de
DNA. Incluso se pueden identificar cambios en una sola base tal como en los
SNP. Esto es posible debido al uso de un colorante saturante que se une
completamente al DNA de doble cadena. Al hacerlo emite una fluorescencia

que va disminuyendo al incrementar la temperatura a una gradiente



determinada, lo cual crea un patron de disociacion o curva de fusion (Arthofer et
al., 2011).

El método HRM se basa en la deteccion de diferencias en las curvas de fusion
de las hebras de DNA del amplicon. Por lo tanto, el proceso consiste en realizar
una amplificacion por PCR, seguida de una adquisicion de las curvas de fusion
y su analisis mediante un software que normaliza las curvas para una mejor
distincion entre secuencias diferentes. Dadas las caracteristicas mencionadas,
esta técnica tiene aplicaciones como analisis de metilacion, escaneo de
mutaciones y genotipificacion de amplicones. Entre mas pequefio sea el
amplicén, las curvas de fusion tendran mejor resolucién. Las ventajas de esta
técnica son el bajo consumo de reactivos, la simplicidad y rapidez con la que se
hace la genotipificacion. Esto se debe a que el procedimiento de la fusion se
realiza en el mismo equipo inmediatamente después de la amplificacion de
PCR. Por lo tanto, reduce los costos relacionados al secuenciamiento de los

productos de amplificacién (Dorak, 2006).

Debido a los beneficios del analisis de fusion de alta resolucion, esta técnica ha
sido empleada para la deteccion y diferenciacion de virus, tales como norovirus,
con una sensibilidad de deteccidon de 10 copias/reaccion y un 100% de
muestras genotipificadas (Tajiri-Utagawa et al.,, 2009); astrovirus, cuya
sensibilidad de deteccion fue de 10 copias/reacciéon, pero requiere 10°
copias/reaccion para realizar una correcta genotipificacion (Hata et al., 2014);
mutaciones de UL97 de citomegalovirus que le confieren resistencia a
ganciclovir, donde muestras de hasta 10 copias/ml fueron amplificadas y el
nimero de copias minimo necesario para la genotipificaciéon fue de 10°
copias/ml (Zhao et al., 2012); papiloma virus humano, donde el 85% de las
muestras fueron amplificadas por HRM, siendo capaz de genotipificar
correctamente el 91% de estas muestras detectadas (Lee et al., 2012). Por lo
tanto, esta técnica ha mostrado tener una alta sensibilidad por lo que podria ser

una herramienta Util para la deteccion y genotipificacion de sapovirus.



En el presente estudio se emplean tres sets de primers para hallar los primers
Optimos para la estandarizacién de la técnica. Los resultados por el ensayo de
fusion de alta resolucion fueron comparados a muestras positivas a gPCR, cuyo
genotipo fue hallado por secuenciamiento. El objetivo de este trabajo es evaluar
el método de andlisis de fusion de alta resolucion para la deteccion y
diferenciacion de los genogrupos humanos de sapovirus empleando muestras

clinicas de nifios peruanos con gastroenteritis aguda.



CAPITULO I
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

El método de analisis de fusion de alta resoluciéon permite la deteccion y

diferenciacion de los genogrupos humanos de sapovirus.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general:

Detectar y genotipificar los genogrupos humanos de sapovirus (Gl, GllI,

GIV y GV) empleando la técnica de fusion de alta resolucion.

2.2.2 Objetivos especificos:

o Generar plasmidos de referencia de cada genogrupo de sapovirus a
evaluar (GlI, GllI, GIV y GV) mediante la técnica de clonamiento.

o Estandarizar la técnica de fusién de alta resolucion empleando diferentes
sets de primers para detectar y genotipificar sapovirus.

o Hallar el porcentaje de muestras de sapovirus amplificadas vy
correctamente genotipificadas del ensayo de fusién de alta resolucion
para la deteccién de sapovirus.

o Hallar la reactividad cruzada de la técnica de fusion de alta resolucion.

o Hallar la capacidad del ensayo de detectar coinfecciones inter-genogrupo

de Sapovirus



3.1

3.2

CAPITULO I

Materiales y Métodos

Muestras clinicas

Las muestras de heces de nifios menores de 5 afios que presentaron
gastroenteritis aguda en una comunidad de San Juan de Miraflores,
fueron proporcionadas por el laboratorio de Virologia Molecular
(Laboratorios de Investigacion y Desarrollo). Dichas muestras provinieron
de un estudio realizado anteriormente cédigo SIDISI 50347, el cual fue
previamente aprobado por el Comité Institucional de Etica para Humanos
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Cédigo: 66542) y cuenta

con consentimiento informado para la utilizacién de muestras.

Para la estandarizacion del andlisis de fusion de alta resolucion, se
empled un total de 80 muestras positivas a sapovirus por PCR en tiempo
real que fueron secuenciadas previamente: 30 muestras del genogrupo
Gl, 27 del genogrupo GlI, 17 del genogrupo GIV y 6 del genogrupo GV; y
25 muestras para el ensayo en ciego: 10 muestras del genogrupo GlI, 8
del genogrupo Gll, 5 del genogrupo GIV y 2 del genogrupo GV. Ademas,
se utilizaron 10 muestras de norovirus y 10 de astrovirus para determinar

la reactividad cruzada de la técnica.

A partir de las muestras se preparé una suspension del 10%, para ello se
tomé aproximadamente 0.1 gr de la muestra y se completé a 1 ml con

PBS. Las muestras preparadas se guardaron a -80°C hasta su uso.

Disefo de estudio

En la Figura 2 se muestra el flujograma que describe los procedimientos
realizados para la obtencion del genotipo de las muestras, la generacion
de plasmidos y la estandarizacion del ensayo de fusion de alta



3.3

resolucion. Brevemente, a partir de muestras positivas para sapovirus
cuyo genotipo fue identificado por secuenciamiento se generaron
plasmidos de cada genogrupo. Estos plasmidos sirvieron como
referencia del patron de curva de cada genogrupo. La estandarizacion de
la técnica se realiz6 probando tres sets de primers para la deteccion y
genotipificacion de la técnica. Una vez estandarizada la técnica se
normalizaron los datos de Tm, se realiz6 un ensayo en ciego y se probo
la reactividad cruzada de la técnica. En la Figura 3 se muestra un

esquema de la ubicacién de todos los primers empleados en el estudio.

Extraccion de RNA y transcripcién reversa

Para realizar la extraccion del RNA viral se empled el minikit QlAamp
viral RNA (Qiagen, Alemania). El procedimiento se realizé segun el
método previamente estandarizado por nuestro laboratorio (Apaza et al.,
2012). La dilucién de la muestra se centrifugd por 10 min a 20,000 g. La
extraccion se realiz6 empleando 140 pl del sobrenadante de la muestra y
560 ul de buffer AVL que contiene carrier RNA, la mezcla se incubd por
10 min. Se adicionaron 560 ul de etanol absoluto y se centrifugd
brevemente. Un total de 630 ul de esta solucion se transvasaron a una
columna de purificacion y se centrifugé por 1 min a 6,000 g. La columna
se lavo con 500 pl de buffer AW1 y se centrifugd por 1 min a 6,000 g.
Luego, se lavo con el buffer AW2 y se centrifugd a 20,000 g por 3 min. El
RNA adherido a la columna se eluyé con 70 pl de buffer AVE.
Posteriormente, se procedio a convertir el RNA en cDNA empleando el
kit SuperScript® Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen, Estado Unidos)
segun las instrucciones del fabricante. Para ello, se emple6 1 ul de 250
ng random primers, 1 pl de 10mM dNTP, 1 ul de agua libre de nucleasas
y 7 ul de RNA de la muestra. Esta mezcla se incub6 a 65°C por 5 min y
posteriormente en hielo por 1 min, luego de la incubacion se afnadié 4pl
de 5X First-Strand Buffer, 1 ul de 0.1M DTT, 1 ul de RNaseOUT y 1 ul de
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Gl: QPCR/HRM1 =) 104hp <mmm
Gll: gPCR/HRM1 mmm) 104bp mmm

GIV: gPCR/HRM1 ‘ 104bp _
GV: qPCR/HRM1 mmm) 107bp {mmm

PCRinner ) 420bp &=

Clonamiento ) ~1780bp &=

RdRP
VP1

Gl: HRM2/HRM3 ) 500bp =
Gll: HRM2/HRM3 ) 430bp a=
GIV: HRM2 =) 360bp =
GV:HRM2 ®===)  290bp  {mm

Gl: HRM3 ) 380bp ==
Gll: HRM3 mm) 80bp ¢mm

Figura 3. Esquema de la ubicacién en el genoma de sapovirus de todos
los primers empleados en el estudio. Los primers en verde son los
empleados en los diferentes set de primers para la estandarizacion del ensayo
de fusion de alta resolucion. Los numeros indican el tamafio aproximado del
producto de amplificacién correspondiente a cada genogrupo. *Los primers
empleados para la generacién de plasmidos fueron especificos para cada
genogrupo; sin embargo, en el esquema se hizo una aproximacién del tamafo
promedio de todos los amplicones que abarcaron toda la VP1.
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3.4

3.5

agua libre de nucleasas y 7 pyl de RNA de la muestra. Esta mezcla se
incubd a 65°C por 5 min y posteriormente en hielo por 1 min, luego de la
incubacion se afadio 4ul de 5X First-Strand Buffer, 1 ul de 0.1M DTT, 1
Ml de RNaseOUT y 1 pl de SuperScript Il RT (200 units/ul). Se incubd a
25°C por 5 min, 50°C por 30 min y finalmente, para inactivar la reaccion
se subid la temperatura a 70°C por 15 min.

PCR en Tiempo Real

El PCR en tiempo real fue realizado en el equipo LightCycler 480 para
detectar las muestras positivas para sapovirus y cuantificar la carga viral
de las muestras. La reaccién se realizé en un volumen final de 10 ul que
consisti6 de 400 nM de cada primer SaV124F, SaV1F, SaV5F vy
SaV1245R, 500 nM de cada sonda TagMan (Sonda SaV5TP vy
SaVvV124TP), 5 uyl de 2x TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems) y 1 ul de cDNA. El ciclado se realizé de la siguiente manera:
95 °C por 20 s, seguido de 55 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, y
finalmente, 40°C por 1 min. (Oka et al., 2006).

PCR convencional

Las muestras que resultaron positivas a PCR en tiempo real fueron
amplificadas mediante PCR anidado. El volumen final de la reaccion fue
de 20 pl, que consistié de 5 mM de MgCl,, 0.2 mM dNTP, 500 nM de los
primers externos directos F13/F14 y reversos R13/R14, 0.05 unidades/pl
de Taq Platinum y 1 uyl de cDNA. A partir del outer se amplificé el inner
empleando los primers internos F22/R2. Las condiciones del PCR fueron
las mismas para ambas corridas: 94°C por 2 min, y 45 ciclos de 94°C por
30 s, 52°C por 30 sy 72°C por 45 s. (Okada et al., 2006).
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3.6

3.7

Secuenciamiento

Los amplicones generados por PCR convencional fueron enviados para
secuenciamiento a la compafia Macrogen (Maryland, Estados Unidos).
Los resultados de secuenciamiento se analizaron mediante Blast en
NCBI comparando las secuencias muestra con secuencias de referencia
de sapovirus obtenidas del GenBank. De esta manera, se obtuvo el
genotipo de sapovirus perteneciente a cada muestra.

Generacién de plasmidos de referencia

Debido a que se deseaba conocer el patrén de curva de fusion especifico
para cada genotipo de sapovirus y que era necesario tener estos
patrones estandar en cada corrida, se construyeron plasmidos de cada
genogrupo que fueron empleados para optimizar la técnica. Se
seleccionaron 4 muestras de heces positivas a los genogrupos Gl, Gll,
GIVy GV, y se amplificé la secuencia de insercion por PCR convencional
empleando el primer directo SaV124F para todos los genotipos y los
primers reversos G1RJ, G2RJ, G4RJ y G5RJ, respectivamente en
reacciones separadas. El volumen total de reaccion fue de 25 ul y se
compuso de 3 ul de cDNA de la muestra, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTPs, 0.05 unidades/ul de Taq Platinum, y 500 nM de cada primer. Las
condiciones del ciclado fueron las siguientes: 95°C por 1 min, 39 ciclos
de 95°C por 15 s, 57°C por 15 s y 72°C por 1:30 min, y una extension
final de 72°C por 7 min. Estos productos fueron clonados en el vector
pCR 2.1 TOPO (Invitrogen, Estados Unidos) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se purifico el producto de PCR
y se incubd con el vector durante 2 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se transformaron cepas de E. coli DH5-a quimicamente
competentes con el plasmido obtenido mediante shock térmico. Estas
bacterias fueron sembradas en medio con kanamicina (50 pg/ml), Bluo-

gal (100 pg/ml) e IPTG (40 pg/ml). La seleccion de las colonias
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3.8

recombinantes se hizo mediante el cribado de colonias azules y blancas
empleando como substrato Bluo—gal e IPTG como inductor del gen
lactosa. El plasmido recombinante se extrajo empleando el kit QlAprep
spin miniprep (Qiagen, Alemania) segun instrucciones del fabricante. De
tal modo, las bacterias seleccionadas fueron sembradas en 2 ml de caldo
Luria-Bertani (LB) e incubadas overnight. El caldo con bacterias fue
centrifugado a 10,000 g por 5 min, el pellet obtenido se resuspendioé en
250 pl de buffer P1, 250 ul de buffer P2 y 300 ul de buffer N3 y se
centrifugé a 17,000 g por 10 minutos. El sobrenadante fue colocado en
una columna de silica en la que el DNA plasmidico fue capturado y
lavado anadiendo 500 ul de buffer PB y 750 ul de buffer PE. Por ultimo,
el DNA fue eluido en 50 ul de Buffer Elucion. Para confirmar que las
secuencias de interés se insertaron en el vector pCR 2.1 TOPO, se volvio
a correr un PCR convencional empleando 1 pl de los plasmidos
obtenidos. Finalmente, la presencia de los productos se verificG por

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Disefio de primers para el ensayo de fusidon de alta resolucién

Con la finalidad de amplificar secuencias conservadas para cada
genogrupo y que puedan ser diferenciadas entre ellas mediante la
técnica de fusién de alta resolucion, se emplearon secuencias de cada
genotipo de los genogrupos |y Il de sapovirus de la revision de Oka et al,
2015, las cuales fueron empleadas para realizar un arbol filogenético
para la genotipificacion de sapovirus en base a la region completa de la
VP1. Estas secuencias fueron alineadas empleando el software UGENE
(Okonechnikov et al., 2012) a fin de hallar las regiones mas conservadas
entre los diferentes genotipos de cada genogrupo. Estas secuencias
conservadas fueron introducidas en el programa LightCycler Probe
Design Software 2.0 (Roche Applied Science) para disefiar los primers

gue flanquean estas secuencias.
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3.9

Ensayo de fusidn de alta resolucion

Se probaron 3 sets distintos de primers (HRM1, HRM2 y HRM3) para
amplificar regiones de sapovirus que sean suficientemente distintas para
ser diferenciadas segun el patrén de fusion del genogrupo de la muestra
empleando HRM. En todos los casos el volumen de reaccion total fue de
20 pl, el cual consistio de 2 pl de cDNA, 10 ul del master mix High
Resolution Melting 2x (Roche), el cual contiene la tincion de HRM
“‘Resolight”. La primera prueba fue realizada con el set de primers HRM1
(Tabla 1), que se emplean para la deteccion y cuantificacion de sapovirus
mediante gPCR (Oka et al., 2006). La reaccion consistio de 2.5 mM de
MgCl, y 500 nM de cada primer (SaV124F, SaV1F, SaV5F y SaV1245R),
ver Tabla 2. Las condiciones de PCR para la adquisicién de las curvas de
HRM fueron las siguientes: preincubacién de 95°C por 10 min, luego 45
ciclos de 95°C por 10 s, seguidos de un touchdown de 65°C a 53°C con
un descenso de 0.5°C/ciclo por 15 s, y 72°C por 15 s. El andlisis de
fusion de las hebras de cDNA de doble cadena se realizé con un ciclo de
95°C por 60 s, 40°C por 60 s y un aumento de la temperatura de 65°C a
97°C a 0.07°C/s.

El segundo ensayo se realiz6 con primers genogrupo-especificos cuyos
productos de diferentes tamafios fueron usados para la genotipificacion
de sapovirus por electroforesis (Okada et al., 2006). Se emplearon 3.5
mM de MgCl, y 400 nM de cada primer del set HRM2 (Tabla 1). El
ciclado del PCR consistié en 10 min de preincubacion, seguidos de 45
ciclos de 95°C por 10s, 63°C a 45°C con un descenso de 0.5°C/s por 20s
y un retraso de 5 ciclos, y 72°C por 25 s. El ensayo de fusién se realiz6
con un ciclo de 95°C por 60 s, 40°C por 60 s y un aumento de la
temperatura de 602C a 972C a 0.02°C/s.
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Tabla 1. Sets de primers empleados para realizar tres ensayos diferentes
de HRM. Los primers para la deteccion de Sapovirus Gll del ensayo HRM3 que

se realizaron en una reaccion separada se encuentran subrayados.

Gll

GIV

Gl

Gll

GIV

SaV124F/SaV1F

SaV124F

SaV124F

SaV5F

F13

F13

F13

F14

F13

G2F HRM

F13

F14

SaV1245R

SaV1245R

SaV1245R

SaV1245R

SaV1R

SaV2R

SaVv4

SaV5R

G1R HRM

G2R HRM

SaV4R

SaV5R

104 bp

104 bp

104 bp

107 bp

500 bp

430 bp

360 bp

290 bp
380 bp
80 bp
360 bp

290 bp
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Tabla 2. Lista de primers empleados en el estudio. Los primers se
emplearon para realizar el qPCR, clonamiento, PCR convencional y los
diferentes ensayos de HRM que amplifican los diferentes genogrupos de
sapovirus. °Las sondas estan marcadas con 6-carboxifluoresceina (FAM) tincion
reportera en el extremo 5’ y con el quencher no fluorescente de unién al surco
menor (NFQ-MGB).

SaV124F GAYCASGCTCTCGCYACCTAC Directo  GI/GII/GIV
SaV1F TTGGCCCTCGCCACCTAC Directo Gl Oka et al.,
SaV5F TTTGAACAAGCTGTGGCATGCTAC Directo GV 2006
SaV1245R CCCTCCATYTCAAACACTA Reverso GI/GII/GIV/GV
Sav124TpP’ CCRCCTATRAACCA Sonda GI/GlI/GIV/GV
SaV5TP’ TGCCACCAATGTACCA Sonda GI/GII/GIV/GV
Outt
n GGTGANAYNCCATTKTCCAT YT Gi/GI/GIv/Gy
Reverso
Outter
GGTGAGMMYCCATTCTCCAT GI/GII/GIV/GV
Reverso
Inner
SMWAWTAGTGTTTGARATG . GI/GII/GIV/GV
Directo
[
n GWGGGRTCAACMCCWGGTGG "MeT T GI/GI/GIv/Gy Okada et
Directo
al., 2006
Outt
GAYYWGGCYCTCGCYACCTAC YRET T Gi/Gi/GIv
Directo
- CCCBGGTGGKAYGACAGAAG Reverso Gl
- CCANCCAGCAAACATNGCRCT Reverso Gll
- GCGTAGCAGATCCCAGATAA Reverso GIV
GAACAAGCTGTGGCATGCTAC Outter GV
Directo
- TTGGAGGWTGTTGCTCCTGTG Reverso GV
m TGTTGGGATGAAGCGATACAGA Reverso Gl Disefiado
m GTTGGACTTTTCCCCCAAAGCA Directo Gll Disefiado
m CATTATTCTAGGAACCTGACGGC Reverso Gll Disefiado
m TTATCTCGAGTCATTGGAACACCCGTYTGGC  Reverso Gl Disefiado
m CCCAAGCTTTTATTCAAGAAACCTGACGGC  Reverso Gll Disefiado
m TCATTGGTAAACRCTTCTGCCTCGC Reverso GIV Disehado
m AATTCTCGAGTCATGACCAAGCAATTTGGGC Reverso GV Disefiado
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3.10

En el dltimo ensayo se empled el set de primer HRM3, para el cual se
disefiaron 2 primers (Tabla2), y uno que acortaba el producto del
genogrupo GIl. Para la amplificacion de GIV y GV, se emplearon los
mismos primers que en el set HRM2. Ambas reacciones consistieron de
3 mM de MgCl,, y 300 nM de los primers para amplificar GI, GIV y GV
(Tabla 1) o GIl (GlIIF HRM/GIIR HRM). El ciclaje del PCR para la
deteccion de GI, GIV y GV se realiz6 de la siguiente manera: 95°C por 10
min, 45 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C a 45°C con un descenso de
0.5°C/s por 20 s y un retraso de 5 ciclos, y 72°C por 20 s. Mientras que el
PCR para la deteccion de Gll fue 95°C por 10 min, 35 ciclos de 95°C por
10 s, 62°C a 58°C con un descenso de 0.5°C/s por 15 sy un retraso de 5
ciclos, y 72°C por 15 s. El ensayo de fusion fue realizado inmediatamente
después del PCR y fue el mismo para ambas reacciones: un ciclo de
95°C por 60 s y 40°C por 60 s y elevando la temperatura de 60°C a 97°C,

con un incremento de 0.02°C/s para obtener los perfiles de fusion.

Se realizd un ensayo en ciego empleando los primers idéneos en un
grupo de 25 muestras al azar (Gl: 10, Gll: 8, GIV: 5, GV: 2) para
corroborar la utilidad de la técnica para genotipificar correctamente

sapovirus.

Deteccién de genogrupos de sapovirus

Con la finalidad de identificar los diferentes genogrupos, los patrones de
las curvas obtenidas del ensayo HRM fueron analizados en el software
de analisis de fusion del LightCycler 480, el cual identifica cambios en la
forma de las curvas para indicar polimorfismos en las secuencias. El
software muestra las curvas de fusion, las cuales pueden ser
normalizadas fijando el 0% (pre-melting) y el 100% de intensidad de
fluorescencia (post-melting). En la grafica de curvas de fusion

normalizadas es posible cambiar la temperatura al punto en que todo el
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3.12

DNA de doble cadena este completamente desnaturalizado. Con las
curvas normalizadas, el software elabora una grafica de “Picos de Fusion
Normalizados”, producto de la derivada negativa de la fluorescencia con
respecto a la temperatura, en la cual los picos o puntos mas altos de
cada curva caracteristica indican la temperatura de fusion. Ademas, la
aplicacidén “gene scanning” del programa de la maquina LightCycler480
muestra un “Grafico de Diferencias”, en la cual se selecciona una curva
de fusion como “linea base” o referencia, la cual es tomada como una
linea en el eje x para mostrar las diferencias de otras curvas de fusion
con respecto a la curva seleccionada. De esta manera se resaltan las
diferencias en la forma de las curva de fusibn de cada muestra y es

posible realizar la genotipificacion de sapovirus (Wittwer et al., 2003).

Normalizacion de los datos de temperatura de fusion

Se corrieron los diferentes genogrupos de sapovirus en distintas placas
de HRM y cada una contaba con los plasmidos de referencia de cada
genogrupo. La clasificacion de las muestras segun su valor de Tm se
realizd restando este valor con el Tm de la curva de fusion de referencia
de cada placa. A esta diferencia se le sumé el promedio de todos los
valores de Tm de cada genogrupo de las diferentes placas.

Curva de calibracion para la genotipificaciéon de sapovirus

Se prepararon diluciones seriadas de 10’ a 10! copias/reaccién del
plasmido del genogrupo GIV. Esta curva de calibracion se empled como
referencia de la forma de los picos de fusion que pueden tener muestras

gue contengan diferentes cargas virales.

19
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3.14

Deteccion de la reactividad cruzada de la técnica

Para hallar la reactividad cruzada de la técnica con respecto a otros virus
entéricos, se corrieron por HRM 10 muestras de astrovirus y 10 muestras
de norovirus otorgadas por el laboratorio (ninguna tuvo co-infeccién con

sapovirus).

Deteccidn de coinfeccion inter-genogrupo de sapovirus

A fin de determinar la capacidad de la prueba para detectar coinfecciones
entre genogrupos, se mezclaron muestras de cDNA positivas a los
diferentes genogrupos en un volumen de 1:1 para el andlisis de las
curvas adquiridas por HRM. Se emplearon muestras de Ct similar de Gl,
GV y GV, y combinaciones de dos en dos de estos genogrupos, donde
una de ellas contenia alta carga viral, mientras que la otra, baja carga

viral.
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CAPITULO IV

Resultados

4.1 Generacion de plasmidos de referencia

Para la obtencion de pldsmidos que brinden un patrén de curvas
referenciales de cada genogrupo, se insert6 en el vector pCR 2.1 TOPO
una secuencia de cada genogrupo gue incluia un fragmento de la region
de union de RARP-VP1 y el gen completo de la proteina de capside VP1.
La secuencia insertada de Gl fue de 1792 bp; GllI, 1788 bp; GIV, 1752
bp; GV, 1816 bp (Figura 4). Los productos insertados en el vector fueron

empleados para adquirir las curvas de fusion de referencia para cada

genotipo.
1 _2 _3 4 5
—— Gl Gll Glv GV
i
N
———
e
—— >
2000bp —1 s
- - . -
1500bp —lp s
c—
500bp —»

Figura 4. Productos de amplificacion de los genogrupos de sapovirus
insertados en pCR 2.1 TOPO. Los productos fueron corridos en gel de
agarosa al 1% y tefiidos con Bromuro de etidio. Carril 1: DNA Ladder 500 bp
(Invitrogen), sarril 2: sapovirus Gl, carril 3: sapovirus Gll, carril 4: sapovirus GIV,
carrill 5: sapovirus GV.
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4.2 Deteccion de genogrupos de sapovirus

Para estandarizar la técnica se emplearon tres sets de primers. En el
primer ensayo, empleando el set de primers HRM1, se corrieron 58
muestras que previamente fueron clasificadas por secuenciamiento.
(Tabla 3). La prueba de HRML1 detecto el 96.15% (25/26) de muestras de
Gl y el 100% de muestras de los genogrupos GllI, GIV y GV (Tabla 3).

Tabla 3. Comparaciéon de los resultados del ensayo de fusién empleando
los primers HRM1 con secuenciamiento. *Tres muestras del genogrupo Gl
fueron errbneamente genotipificadas: Dos muestras como Gll y una, como GIV.

gqPCR
/Secuenciamiento
Muestras Muestras | Correctamente | Errdneamente [\ [o)
Genogrupo . S N
secuenciam. | detectadas | genotipificadas | genotipificadas | concluyentes

14 14 12 0 2
GIV 12 12 10 0 2
6 6 5 0 1

58 57 36 3 18

El porcentaje de muestras correctamente identificadas de Gl fue del 36%;
de GllI, 85.7%; mientras que de GIV y GV, fue del 83.3%. Ademas hubo 3
muestras de Gl que fueron erroneamente identificadas como Gll y GIV.
Por lo tanto, se continud con la busqueda de primers idéneos a fin de

estandarizar el HRM para la genotipificacion de sapovirus.

En el ensayo con los primers HRM2 se emplearon primers cuyos
productos sirvieron para la genotipificacion de sapovirus mediante PCR
convencional el cual amplifica productos de diferentes tamafos. Se
corrieron los plasmidos de cada genogrupo con los primers HRM2 para
obtener las curvas de fusion de referencia para Gl, Gll, GIV y GV (Figura
5).
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Figura 5. Grafico de diferencias de las curvas de referencia de cada
genogrupo con el set de primer HRM2. Se corrié por duplicado los plasmidos
Gl, GllI, GIV y GV con el set de primers HRM2 y el genogrupo Il fue tomado
como linea base.

Empleando los primers HRM2, amplificaron 33 muestras de un total de
las 36 muestras corridas. El porcentaje de muestras de GIV detectadas
empleando HRM fue del 72.7% y el 100% de muestras de Gl, Gll y GV.
Ademas, el 100% de las muestras amplificadas de GIV y GV fueron
correctamente genotipificadas (Figura 6B, 6C, 6D) y no hubo casos de
muestras erroneamente identificadas (Tabla 4). No obstante, a pesar de
que todas las muestras de Gl y GIlI amplificaron, ninguna pudo ser
genotipificada ya que sus curvas de fusion no guardaron relacion con las

curvas de referencia (Figura 6A).
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Tabla 4. Comparaciéon de los resultados del ensayo de fusiéon empleando
los primers HRM2 con secuenciamiento.

Muestras Muestras | Correctamente | Errdneamente No
Genogrupo . s .
secuenciam. | detectadas | genotipificadas | genotipificadas | concluyentes

10 10 0 0 10
GIV 11 8 8 0 0
Vv 6 6 6 0 0
36 33 14 0 22

Para el ensayo HRM3 se disefiaron 2 primers que flanquearon la region
mas conservada del genogrupo GlI, la cual fue la ultima region del gen
de la proteina de cépside VP1, abarcando 80 bp. Asi mismo, se disefio
un primer que acortaba el producto del genogrupo Gl y amplificaba una
region conservada de Gl, que amplifica una region de 380 bp.

En el ensayo HRM3 la region de uniéon de la RNA polimerasa
dependiente de RNA y el gen de la proteina de capside VP1 se amplifico
usando los mismos primers que se emplearon para la identificacion de
los genogrupos GIV y GV, ademas, se disefidé un primer reverso para Gl
(Figura 7). Mientras que para el genogrupo Gll se disefiaron primers que
amplifican la regién terminal del gen VP1 dando un producto de 80 bp
(Figura 8). Cuando se emplearon los primers para identificar los cuatro
genogrupos en una sola reacciéon para adquirir las curvas de fusién, se
obtuvieron productos inespecificos, los cuales fueron observados al

correr los productos del ensayo en gel de agarosa (Figura 9A).
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Sin embargo, al correr en gel los productos del ensayo de HRM en el que
s6lo se emplearon los primers para amplificar GI, GIV y GV no se
observaron productos inespecificos y se verificO6 que no existan
productos de amplificacion cuando la muestra es del genogrupo Gll
(Figura 9B). Cuando los plasmidos de cada genogrupo fueron analizados
empleando los primers de HRM3 para GI, GIV y GV y en una reaccion
aparte, el genogrupo GIl, se pudieron diferenciar la forma y la

temperatura de fusion de los picos de fusion (Figura 10).

& B

Gl GIIl GIV GV GI Gl GIV GV

360 bp
380 bp 400 bp
l 290 bp
- --
i G

300 bp

R 1 L T
|\

Figura 9. Productos del ensayo de HRM empleando los primers HRM3. (A)
Se realiz6 un ensayo de HRM empleando los primers de todos los genogrupos
en una sola reaccién y sus productos se corrieron en gel de agarosa al 2% vy
fueron tenidos con Bromuro de etidio. Se pueden observar productos
inespecificos marcados con cuadros rojos. (B) Los productos del ensayo de
HRM empleando sélo los primers de los genogrupos Gl, GIV y GV, se corrieron
en gel y se emple6 DNA Ladder 50 bp. No se mostraron productos
inespecificos.
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Figura 10. Picos de fusién de los plasmidos de los genogrupos de
sapovirus usando los primers HRM3. En la parte superior de la figura (A) se
muestran los picos de fusiéon de los genogrupos Gl, GIV y GV, y en la parte
posterior (B) el pico de fusién del genogrupo Gll. Los plasmidos usados tuvieron
una dilucién de 10°.
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En el andlisis del gréfico de diferencias también se pueden distinguir los
genogrupos Gl, GIV y GV (Figura 11). Sin embargo, este gréfico no se
puede emplear para identificar GIl ya que se requiere mas de un
genogrupo para comparar las curvas de fusién entre ellos, lo cual si se
puede hacer midiendo la temperatura de fusion.

Adicionalmente a la genotipificacion por el grafico de diferencias, fue
necesario normalizar los datos de los valores de Tm ya que la forma de
las curvas de fusion varia de acuerdo a la carga viral de la muestra, tal
como se observa en la curva de calibracion de genotipificacion (Figura
12).

Melting Peaks
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Figura 12. Curva de calibracion genotipificacion empleando HRM. Se corrieron
diluciones seriadas de 107 a 101 del plasmido GIV y se tomé como referencia para los
otros genogrupos.
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Los primers HRM3 detectaron (amplificaron) el 93.3%; de muestras de
Gll, 92.6%; de GIV, 94% y de GV, 83.3%. Ademas, mostraron una mayor
proporcion entre las muestras detectadas por HRM y el numero de
muestras correctamente identificadas (96.4% de muestras de Gl, y 100%
de las muestras Gll, GIV y GV), a comparacién de los sets de primers
anteriores. En total, sélo 3 muestras no fueron amplificadas y estas

fueron pertenecientes a Gl y Gll (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacién de los resultados del ensayo de fusiéon empleando
los primers HRM3 con secuenciamiento. *Una muestra del genogrupo Gl,
perteneciente al genotipo Gl.3, fue erroneamente genotipificada como GIV.

gqPCR
/Secuenciamiento
Muestras Muestras | Correctamente | Erroneamente [\ [o)
Genogrupo . S T
secuenciam. | detectadas | genotipificadas | genotipificadas | concluyentes

27 25 25 0 0
17 16 16 0 0
6 5 5 0 0
80 74 73 1 0

La dispersion de las temperaturas de fusién de los genogrupos fue
calculada mediante desviacion estandar de la media de Tm de cada
genogrupo (Tabla 6). La desviacion estandar de cada pico de fusion de
Gl fue la mas amplia; mientras que los valores de Tm de los genogrupos
GIV y GV estuvieron menos dispersos. La diversidad de temperaturas de
fusion (Tm2) de los genogrupos, en especial del genogrupo Gl (Figura
13) produjo una identificacion errénea de la muestra Gl.3, clasificandola
como GIV (Figura 14).
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Ademas, en un ensayo en ciego empleando los primers idéneos (HRM3)
el 100% de muestras fue correctamente identificado como perteneciente
a su genogrupo correspondiente, lo que demuestra que la técnica HRM

es util para la clasificacion de sapovirus.

Tabla 6. Media y desviacién estandar (SD) de los picos de fusion de los
genogrupos de sapovirus.

GENOGRUPO PICOS DE FUSION RANGO DE Tm

Tm1l 85.40 1.2 [83.88 — 86.98]
Tm2 88.61 0.63 [87.75—89.39]
Tm 84.93 0.48 [83.99 — 85.65]
Tm1l 86.54 0.53 [85.76 — 87.39]
Tm2 90.22 0.42 [89.71-90.89]
Tm1l 86.56 0.33 [86.22 — 86.97]
Tm2 89.29 0.37 [88.81 — 89.68]
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Figura 13. Diagrama caja y bigotes de las temperaturas de fusion de los
diferentes genotipos. Tml (1) y Tm2 (2) con respecto al genotipo de las
muestras encontradas de Gl (azul) y Gll (naranja), GIV (verde) y GV (amatrillo).
El Gnico pico de fusion de Gll esta representado por 1. Las lineas y los puntos
significan que sélo hubo una muestra de ese genotipo o coincidencia de datos.
Las lineas punteadas de colores delimitan el rango de Tm2 de los genogrupos.
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4.3

4.4

Deteccion de la reactividad cruzada de la técnica

No hubo reaccion cruzada con otros virus entéricos al emplear HRM con
el set de primers HRMS3, ya que ninguna de las 20 muestras de astrovirus
y norovirus fueron detectadas como alguno de los genogrupos de

sapovirus.

Deteccion de coinfeccién inter-genogrupo de sapovirus

Al emplear la técnica de fusién de alta resolucion para genotipificar
muestras con 2 genogrupos diferentes, sélo se obtuvo el patron de curva
del genogrupo que tuvo mayor carga viral en cada reaccion. Mientras que
al mezclar muestras de Ct similares de Gl y GIV, se obtuvo el patron de
curva de GIV, de Gl y GV, se obtuvo la curva tipica de GV, y al combinar
GIV y GV, se observd claramente la curva caracteristica de GV. Sin
embargo, si es posible detectar coinfecciones de cualquiera de los
genogrupos Gl, GIV o GV con Gll, ya que este se encuentra en una

reaccion aparte.
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CAPITULO V

Discusioén

El presente estudio es el primero en explorar la utilidad de la técnica de HRM
para la genotipificacién de los diferentes genogrupos GlI, Gll, GIV y GV de
sapovirus. Los primers que se emplearon para genotipificar sapovirus en el
primer ensayo de HRM (HRM1) son los mismos primers que se utilizan para la
deteccién de sapovirus por gPCR. Sin embargo, la prueba no fue util para
genotipificar sapovirus ya que de las 57 muestras corridas en total, solo 36
pudieron ser correctamente genotipificadas. Ademas, usando esta prueba en
repetidas ocasiones y para todos los genogrupos hubo al menos una falsa
identificacion, es decir, hubo muestras que fueron clasificadas como un
genogrupo diferente al obtenido por secuenciamiento que es el gold estandar
para la genotipificacion de sapovirus. Esta genotipificacion errénea podria
deberse a que los primers usados en HRM1 amplifican un fragmento corto de la
union de la RdRp y la VP1 (Oka et al., 2006), la cual es la regibn mas
conservada en sapovirus. Esto significa que no existen muchas diferencias
entre las secuencias de los diferentes genogrupos lo cual pudo haber causado
la genaotipificacion incorrecta. A pesar que se recomienda gque los productos de
PCR sean lo mas pequefios posibles para lograr mayor resolucion de las
curvas, las secuencias pequefias producen temperaturas de fusion con un
rango de Tm muy estrecho entre diferentes genogrupos (Athamanolap et al.,
2014), las cuales pueden variar facilmente con pequefias mutaciones en la
secuencia como la delecién de 1 bp, el cambio o la inserciébn de 1 o mas
nucleodtidos, y la posicion de una mutacion (Cousins et al., 2013). Por lo tanto, el
empleo de amplicones cortos para la genotipificacion de varios genogrupos no
seria conveniente, debido al posible sobrelapamiento de los rangos de
temperaturas de fusion de estos géneros que provocaria una genotipificacion

errénea.
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Debido al bajo porcentaje de muestras correctamente identificadas de los
ensayos iniciales y conociendo que el uso de amplicones pequefios no es (util
para diferenciar varios genogrupos con diversas mutaciones en su genoma,
sino para detectar mutaciones puntuales (Derzele, 2015; Han et al., 2012), se
decidi6 emplear primers cuyos productos tengan mayor tamafio. Los primers
que se eligieron amplifican la misma region del genoma pero de diferentes
tamafos de acuerdo a cada genogrupo y fueron usados para genotipificar
sapovirus mediante electroforesis (Okada et al., 2016). La técnica funcioné
correctamente para identificar los genogrupos GIV y GV. Sin embargo, los
primers para detectar Gl y Gl no permitieron identificar ninguna de las muestras
con estos genogrupos. Una posible explicacién a esto es que los productos de
amplificacion para Gl y GIl, de 500 bp y 430 bp respectivamente, eran
demasiado grandes como para tener un patron definido. Las recomendaciones
del fabricante del kit de High Resolution Melting (Roche) es que el amplicon a
ser analizado sea idealmente menor a 250 bp, pero como maximo sea de 400
bp.

Los virus de RNA tienen una tasa de mutacion mayor que la de los virus de
DNA. Esto se debe sobre todo a que la RdRp de la mayoria de virus de RNA
carece de la actividad de correccion de errores de la 3 exonucleasa, a
excepcion de los coronaviruses (Steinhauer et al., 1992; Smith et al., 2014).
Esto significa que los virus de RNA son mas propensos a incrementar su tasa
de errores durante la replicacion. Ademas, el grupo de los virus (+)ssRNA,
donde pertenece sapovirus, es uno de los que tienen mayor tasa de mutacion
entre todas las clasificaciones de virus de Baltimore (Sanjuan y Calap, 2016).
Por lo tanto, los amplicones al ser muy largos disminuyen la resolucion del
ensayo debido a tener mas probabilidad de abarcar regiones con gran niumero
de mutaciones que varian la temperatura de fusion notablemente. A esto se
suma la variabilidad genética de los genotipos no identificados (Gl y Gll), los
cuales cuentan con varios genotipos cada uno. Estas razones hicieron menos
posible que las curvas de fusion de las muestras tengan un patron de fusion

definido y muestren relacion con las curvas adquiridas de los plasmido de
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referencia. Otra posible causa de que estos patrones sean inusuales es que al
ser amplicones de mas de 400 bp, mutaciones en regiones ricas en A/T del
cDNA, regiones menos estables, pudieron generar que la fusién (melting)
empiece a realizarse en estas regiones en lugar de iniciar por los extremos del

amplicén como es usual (Cousins et al., 2013).

En el ensayo HRM3 se emplearon los mismos primers para HRM2 para
amplificar regiones de GIV y GV puesto que todas las muestras pudieron ser
correctamente genotipificadas. Sin embargo, se decidié recortar la regién de
amplificacion de Gl disefiando un primer que produjo un amplicon de 380 bp
(Figura 3) y amplificar la region mas conservada del genogrupo Gll puesto que
este es el genogrupo con mas variaciones genomicas entre genotipos. Esta
regién conservada abarco una region de 80 bp del final del gen de la VP1. Sin
embargo, este producto es mas pequefio comparado al producto de los otros
genogrupos. Por otro lado, dado que el andlisis de curvas de fusién usa la
temperatura de fusion de productos de doble cadena para identificar la
identidad del producto, es indispensable que no existan productos inespecificos
en la reaccién ya que también pueden ser detectados. Esto podria generar
multiples picos o variar significativamente el Tm, y genotipificar incorrectamente
una muestra. Es por esta razon que fue necesario detectar los cuatro genotipos
en dos reacciones separadas para contar con productos limpios que no

provoquen errores en la genotipificacion.

El empleo de la técnica de fusién de alta resolucion usando los primers HRM3
para detectar y genotipificar sapovirus mostré tener resultados similares a los
de trabajos anteriores realizados en virus empleando HRM. En este estudio se
obtuvo un alto porcentaje de muestras correctamente identificadas (91.25% del
total de muestras corridas), tal como ocurrié en la deteccion y genatipificacion
del virus del papiloma humano, donde el 91% de muestras lograron ser
genotipificadas (Lee et al., 2012). Ademéas, HRM mostré una alta sensibilidad
para detectar virus como norovirus y astrovirus, los cuales fueron detectados en

concentraciones de hasta 10 copias/reaccién, pero se requiri6 10°
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copias/reaccion para realizar la genotipificacion de astrovirus (Tajiri-Utagawa et
al., 2009; Hata et al., 2014). En este estudio, el 92.5% de las muestras de todos
los genogrupos fueron amplificadas. Mientras que en el estudio de Okada et al.,
2006, en el cual se emplearon los primers del set HRM2 para genotipificar
sapovirus por electroforesis, el 100% de muestras analizadas amplifico y pudo
ser correctamente identificada. Sin embargo, el método empleado por Okada es
un PCR anidado. La manipulacion de productos de PCR hace que las muestras
estén propensas a contaminarse, ademas de ser un método laborioso. En el
laboratorio de Virologia Molecular empleando este método de genotipificacion,
aproximadamente soélo el 50% de muestras que fueron detectadas como

positivas a sapovirus por gPCR, pudieron ser genotipificadas.

El nimero de muestras de cada genogrupo empleadas en los ensayos de HRM
depende de la prevalencia de estos en la poblacion estudiada. Todas las
muestras de los genogrupos GIV y GV amplificaron empleando el set de primer
HRM3. Sin embargo, no todas las muestras analizadas amplificaron usando el
altimo set de primers. Dos muestras de Gl no amplificaron, posiblemente debido
a que las muestras pudieron estar contaminadas con inhibidores de PCR los
cuales son frecuentes en muestras de heces (Oikarinen et al., 2009) o que el
cDNA de la muestra pudo estar degradado. Mientras que en el genogrupo Gill,
se hallaron dos muestras del genotipo GII.8 que no pudieron ser identificadas
por los primers disefiados. Este genotipo ha sido reportado recientemente (Wu
et al., 2016) y no fue considerado en la revision de Oka et al, 2015, cuyas
secuencias se emplearon como referencia para disefar los primers. La
significancia de este genotipo es aun desconocida; sin embargo, si llega a ser
importante, seria necesario modificar la prueba empleando primers diferentes o

degenerados.

La genaotipificacion de las muestras se realiz6 mediante el grafico de diferencias
proporcionado por la aplicacion gene scanning del programa. Sin embargo,
debido a la alta sensibilidad de esta prueba, la forma de la curva de fusion varia
segun el Ct o la carga viral que tenga la muestra (Figura 12). Por lo tanto, este
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grafico podria identificar muestras del mismo genogrupo como diferentes o
clasificar errbneamente muestras de Gl y GIV. Por esta razon, es necesario
corroborar esta clasificacion observando el valor de Tm y las formas de los
picos de fusion. No obstante, la temperatura de fusidbn de muestras de un
mismo genogrupo no siempre es la misma debido a variaciones en la
secuencia, a la cantidad de reactivos y de muestra o a errores de manipulacion
y pipeteo. La normalizacion de los datos de Tm ayudd a disminuir los errores
por cambio de condiciones de reaccion entre placas al establecer un rango de
temperaturas de Tm para cada genogrupo. De esta manera, las muestras de
sapovirus, las cuales suelen contener numerosas variaciones en su genoma a
pesar de pertenecer al mismo genogrupo y hasta genotipo, pueden ser
correctamente asignadas al genogrupo que pertenecen. Los genogrupos cuyas
temperaturas de fusién fueron mas dispersas son Gl y Gll, esto se debe
probablemente a que son los genogrupos mas variables, ya que cada uno
cuenta con al menos 7 genotipos diferentes. Esto se puede ver en la media y la
desviacion estandar del Tm de cada genogrupo (Tabla 7). Las curvas de fusion
de GlI, GIV y GV mostraron dos picos de fusién, las cuales se denominaron Tm1l
y Tm2. A pesar de que se puede considerar de que multiples picos es sinbnimo
de varios amplicones, el ensayo HRM sélo amplifica una banda, como se ve en
la Figura 4B. Ademas, al introducir las secuencias amplificadas por los primers
HRM3 en el software de prediccion de curvas de melting uMELT (Dwight Z et
al., 2011), se produjeron predicciones de los patrones de curva similares a las
curvas empiricas. Todas tuvieron 2 picos de fusién, a excepcion de la secuencia
amplificada por Gll. La dispersién de los Tm1 de cada grupo fue muy variable,
posiblemente debido a la influencia de los dimeros de primers, por lo que la
clasificacion de los genogrupos se baso en el valor de Tm2 de los genogrupos.
Al aplicar la prueba estadistica de Kruskal-Wallis usando el programa
estadistico IBM SPSS para determinar si existe una diferencia significativa entre
los valores de Tm2 de todos los genogrupos, se encontré6 que existia una

diferencia estadisticamente significativa entre ellos (p<0.05), a excepcién de los
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Tm2 de Gl y GIV. Sin embargo, las formas de los picos de fusion de estos
genogrupos son claramente distintas, lo cual hace posible su diferenciacion.

Uno de los genotipos de Gl (GI.3) fue errbneamente identificado como GIV
dado que sus valores de Tm2 son muy similares. Este es el Unico caso de
asignacion erronea de genogrupo y se puede deber a similitudes entre las
secuencias, porcentaje similar de G/C o mutaciones especificas de este
genotipo de Gl, ya que las diferencias en Tm dependen del tipo de bases que
cambian, y de la posicion de estos cambios (Cousins et al., 2013). Por lo tanto,
el conjunto de estas variables pudo haber influenciado en la semejanza del Tm.
Ademas, podria tratarse de una muestra que contiene una coinfeccion de
sapovirus con los genogrupos Gl y GIV, ya que posiblemente, el genogrupo GIV
se logro identificar con la PCR convencional; sin embargo, el genogrupo Gl fue
hallado por HRM. Otra opcion es que se trate de una cepa de sapovirus
recombinante GI/GIV. Los primers que se emplearon para la genotipificacion
mediante PCR-secuenciamiento abarcan 140 bp mas de la region de la VP1 en
comparacion del set de primer HRM3, lo cual podria significar que los ultimos
primers estan reconociendo la parte Gl de la RdRp, mientras que los de

secuenciamiento, el gen de la capside VP1 de GIV.

El objetivo de este ensayo fue detectar los diferentes genogrupos de sapovirus
que afectan a humanos. Ademas, es probable que los genotipos del genogrupo
Gl también se puedan diferenciar mediante la forma de los picos de fusién y
calculando las temperaturas de fusidén, ya que existe una relacién entre los
genotipos de Gl y sus valores de Tm, aunque s6lo se encontraron 5 de los 7
genotipos de Gl en la poblacién estudiada y se analizé un pequefio nimero de
muestras de cada genotipo. Sin embargo, los genotipos del genogrupo GII no
tienen relacion con los valores de Tm ya que algunos genotipos se encuentran

incluidos en el rango de Tm de otros (Anexo 1).

Para saber si esta prueba es util para detectar casos de co-infecciones con
genogrupos Gl, GIV y GV de sapovirus se mezclaron muestras de dos

diferentes genogrupos, ya que estos se pueden detectar en la misma reaccion.
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El resultado de las curvas de fusién obtenidas por HRM fue el del genogrupo
con una carga viral mas alta. Esto se puede deber a que existe una
competencia por los reactivos, el genogrupo con mayor carga viral tiene una
mayor ventaja para realizar la replicacion debido a que cuenta con mayor
cantidad de copias iniciales disponibles. Por lo tanto, s6lo se expresa la curva
de fusibn con mas copias de cDNA, contrario a las curvas hibrido entre los
genogrupos presentes como se esperaba. Sin embargo, las coinfecciones inter-
genogrupo de sapovirus reportadas son GI/Gll (Gallimore et al.,, 2006;
Nakagawa-Okamoto et al., 2009; lizuka et al., 2010); por lo tanto, aplicar esta
técnica empleando ambas reacciones para Gl, GIV, GV y para Gll en la misma
muestra seria 0til para encontrar multiples infecciones con sapovirus. Si bien
encontrar dos genogrupos distintos en la misma muestra también podria
significar que se trate de una cepa recombinante, a la fecha, todos los sapovirus
recombinantes hallados han sido Gll basados en la region RdRp, y GIV en la
region estructural VP1 (Farkas et al., 2004; Hansman et al., 2006; Chanit et al.,
2009; Hansman et al., 2007; Mikula et al., 2010).

Los resultados de deteccion de coinfecciones realizados en una misma reaccion
(genogrupos GlI, GIV y GV) de sapovirus son similares a los obtenidos en un
estudio en el que es posible detectar infecciones simultaneas de
citomegalovirus con dos mutaciones diferentes de UL97 (M460V y M460I)
usando HRM mas no es posible diferenciarlas (Zhao et al; 2012). Ademas, el
uso de HRM para genotipificar papiloma virus humano empleando una reaccién
multiplex no permitié detectar un genotipo especifico en casos de infecciones
con multiples genotipos de este virus (Lee et al., 2012). Sin embargo, algunos
estudios de HRM si fueron capaces de detectar coinfecciones y diferenciarlas:
la deteccion de infecciones multiples con arbovirus empleando HRM fue posible
debido a sus patrones de fusion mixtos. Asi mismo, HRM sirvié para la
deteccion simultanea de tres variantes de Torque teno sus virus en una misma

muestra (Spandole et al., 2013).
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Los genogrupos de sapovirus a pesar de ser muy variables pudieron ser
identificados por el ensayo de fusion de alta resolucion empleando el set de
primers HRM3. La clasificacion de las muestras se hizo mediante el grafico de
diferencias; sin embargo, fue necesario comprobar esta clasificacion con los

valores de Tm de las muestras y la forma de los picos de fusion.
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CAPITULO VI

Conclusiones

. Se logr6 generar plasmidos de referencia de cada genogrupo de

sapovirus humanos mediante la técnica de clonamiento.

. Se estandarizé la técnica de fusion de alta resolucion para detectar e
identificar los diferentes genogrupos de sapovirus que afectan a
humanos en dos reacciones separadas (una para la deteccion de Gl y
otra, para la deteccion de GI, GIV y GV). Las condiciones de la reaccion
del PCR fueron las mismas para ambos casos, en un volumen de
reaccion total de 20 uyl se emplearon 300 nM de cada primer del set de
primers HRM3 (segun la reaccion gue corresponda), 3 mM de
MgCl,, 1x Light Cycler 480 HRM master mix y 2 ul de cDNA.

. El porcentaje de muestras detectadas por HRM del genogrupo Gl fue del
93.3%; de Gll, 92.6%; de GIV, 94% y de GV, 83.3%. Mientras que el
porcentaje de muestras detectadas y correctamente identificadas de los
genogrupos Gll, GIV y GV fue del 100%, y de Gl, 96.4%.

. La técnica de fusion de alta resolucién para detectar y genotipificar
sapovirus no tuvo reaccion cruzada con otros virus entéricos como

Norovirus o astrovirus.

. La técnica permite detectar coinfecciones inter-genogrupo realizadas en
ensayos en paralelo para la deteccion de Gll con GI, GIV o GV de

sapovirus.
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Recomendaciones

Con respecto a la identificacion de los genotipos de Gl, se recomienda emplear
el ensayo de fusion de alta resolucién con el set de primers HRM3 en los 7
diferentes genotipos de este genogrupo y correr un numero de muestras
significativas para poder corroborar la utilidad de la prueba para la

diferenciacion de los genotipos de sapovirus Gl.

Debido a la clasificacion erronea de la muestra de GI.3 como GIV, seria
recomendable secuenciar esta muestra y otras muestras del mismo genotipo
empleando los primers Gl del set de primers HRM3, para identificar posibles
similitudes con las regiones de GIV en las regiones y en el porcentaje de GC.
Ademas, el secuenciamiento de esta muestra empleando primers dirigidos a la
RdRp seria util para identificar si se trata de una cepa de sapovirus
recombinante GI/GIV o de una confeccion de muestras de diferentes

genogrupos en la misma muestra.

Ademas, se recomienda correr mas muestras de cada genogrupo para validar
la estandarizacion del método de fusion de alta resolucién para detectar y
genotipificar sapovirus, y hacer una amplificacion previa al ensayo de HRM para
aumentar la sensibilidad de la prueba en caso que las muestras tengan una

concentracion menor a 100 copias/reaccion.

Seria recomendable detectar e identificar automaticamente las curvas de fusion
como su genotipo correspondiente empleando métodos de maquina de
aprendizaje (learning machine), tal como se hizo para clasificar diferentes
serotipos de Streptococcus pneumoniae (Athamanolap et al., 2014; Fraley et al.,
2016). Sin embargo, las variaciones gendémicas entre genotipos que varian los
valores de Tm y las formas de las curvas de fusion posiblemente sean un
problema para aplicar esta técnica en la clasificacion de los genotipos de

sapovirus.
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Anexos

Anexo 1. Valor de las temperaturas de fusién de Gl y GIl y sus
desviaciones estandar dependiendo del genotipo

GENOGRUPO PICOS DE FUSION MEDIA “ Rango de Tm

86.84 [86.67 — 86.98]
Tm2 89.25 0.18 [88.97 — 89.39]
Tml 84.92 0.75 [83.88 — 85.49]
Tm2 88 0.17 [87.75 - 88.18]

Tm1 85.74 - -

Tm2 89.91 - -

Tm1 83.977 = =
Tm2 88.48 0.05 [88.44 — 88.52]

Tm1 86.44 - -

Tm2 88.61 = =

Bl - 5493 - |
m Tm 85.33 0.35 [84.83 — 85.65]
m Tm 85 0.19 [84.66 — 85.24]
“ Tm 84.07 0.12 [83.99 - 84.21]
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