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Introduccion. Rotavirus es el principal patégeno que
causa gastroenteritis aguda en niflos menores de 5
afnos en el mundo entero (1). Es un virus de ssRNA
que produce deshidratacion severa; causando
anualmente 500,000 muertes y mas de 60,000 visitas
intrahospitalarias (2,3).

La deteccidn clinica de rutina de Rotavirus se realiza

por analisis inmunoenzimatico (EIA),
inmunocromatografia y por reacciéon de cadena
polimerasa retrotrascriptasa en punto final (RT-

PCR)(4). Sin embargo la deteccion de rotavirus en
muestras ambientales requiere aumentar la
sensibilidad de Ilos métodos moleculares de
deteccion viral. En la detecciéon de carga viral se
requiere qRT-PCR. Actualmente en el mercado no
existen controles virales para una cuantificacion
absoluta en muestras de agua, por lo que es
necesario desarrollar controles internos.

El propédsito de nuestro trabajo fue desarrollar
controles internos de Rotavirus para métodos de
deteccién molecular, utilizando cepas circulantes de
nuestra regién, previamente reportadas.

Metodologia. Se desarrollo el constructo RV1017-
pGEM con un fragmento de 887 pb del gen que
codifica para la proteina VP4 de Rotavirus, como un
control positivo interno. Se caracteriz6 el DNA
plasmidico. La curva estandar del control viral se
realiz6 con seis diluciones seriadas de DNA
plasmidico. La deteccion del gen 4 de la proteina VP4
de RV se realiz6 mediante gPCR SYBR GREEN,
utilizando los Primers CONS3/IT-I para la generacion
de un fragmento de 345 pb con una temperatura de
disociacién de 80°C.

Resultados. El constructo RV1017-pGEM de
Rotavirus se obtuvo con la insercién del fragmento
del gen que codifica para la proteina VP4 de
Rotavirus de la cepa 1017-Coproteca UACH. La
caracterizacion del constructo se mediante una
linearizacion y amplificacién por PCR en punto final.

Se observé el fragmento de 887pb caracteristico de
Rotavirus en gel de agarosa. La curva de
estandarizacién del control viral en gPCR se realizo
utilizando seis diluciones seriadas del DNA
plasmidico. La deteccion de Rotavirus por SYBR
GREEN gPCR se realizo con el primer IT-I/CON 3, el
cual detecto el fragmento menor de 345 pb del gen 4
para detectar VP4.

Conclusiones. El constructo RV1017-pGEM fue util en
la estandarizacion de qPCR SYBR GREEN para
detectar el gen 4 de la proteina VP4 de RV.
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