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Evaluacion del efecto del hipoclorito de sodio (NaClO) en diferentes genotipos de
Norovirus Humano

Génesis Yosebeth Chavez Reyes

Resumen. Los Norovirus Humanos (HuNoV) son la principal causa de gastroenteritis en
Estados Unidos y el mundo, son un agente causal de enfermedades transmitidas por
alimentos. Su persistencia a sobrevivir en ambientes salados y de desecacion, baja dosis de
infeccion, en conjunto con la ausencia de vacunas para su prevencién impulsan
investigaciones sobre el control y prevencion de brotes a causa de norovirus. El propdsito
de este trabajo consistio en determinar la eficiencia del hipoclorito de sodio a dos
concentraciones (50 y 150 ppm) aplicado en nueve genotipos de norovirus humanos, por
uno y cinco minutos. Con ayuda de métodos moleculares (RT-gPCR) se realizé la deteccion
y cuantificacion de ARN viral. Se observo que seis (GII.6, GII.13, GIl.7, GII.16, GIl.3 y
G1.5) genotipos expuestos a 150 ppm fueron inactivados por completo a partir de un minuto,
con reducciones desde 2.46 hasta 4.59 log ARN, a excepcion de los genotipos Gll.4 Sydney,
GI1.4 New Orleans y G1.6, los cuales no mostraron reducciones significativas. La aplicacion
del hipoclorito por un minuto a 50 ppm inactivd completamente cuatro genotipos
pertenecientes al genogrupo Il (GI11.6, G11.13, GI1.16 y GI1.3) con reducciones desde 2.31
hasta 4.3 Log RNA. En conclusion, la aplicacion de hipoclorito de sodio en HUNoV muestra
reduccién significativa en sus Log ARN. Sin embargo, los genotipos Gll.4 no muestran
susceptibilidad a este desinfectante. La importancia de este estudio radica en la aplicacion
practica en el control y prevencion de brotes, mostrando un amplio espectro acerca de la
susceptibilidad o persistencia de los norovirus.

Palabras clave: HuNoV, inactivacion, RT-qPCR, susceptibilidad, tiempo de contacto,
valor CT.

Abstract. Human Noroviruses (HuNoV) are the leading cause of non-bacterial
gastroenteritis in the United States but also worldwide, as well as being a major causative
agent of foodborne diseases. Its persistence to survive in dry and salty environments, low
infection dose, in addition the absence of vaccines for its prevention, promotes research on
the control and prevention of outbreaks caused by norovirus. The aim of this study was to
determine the efficiency of sodium hypochlorite in different concentrations (50 and 150
ppm) and different exposure times (one and five minutes) on different human norovirus
genotypes, by molecular methods, using the RT-qPCR. Due to the absence of in vitro
method cultivation for this virus, it is a challenge to predict how they can behave and survive
along the food chain. A panel of nine HUNoV genotypes was exposed to 150 ppm, Six
genotypes (GI1.6, GI1.13, GIIL.7, GII.16, GI1.3 and GI.5) were completely inactivated with
reductions from 2.46 to 4.59 Log RNA. A 50 ppm sodium hypochlorite solution applied
just on the most susceptible genotypes (GI1.6, G11.13, GI1.16 and GI1.3), were completely
inactivated from reductions 2.31 to 4.3 Log RNA. In conclusion, the application of sodium
hypochlorite HuNoV shows a significate ARN logarithmic reduction. However, the Gl1.4
genotypes do not show susceptibility to this disinfectant. The relevance of the study is the
practical application on the control and prevention of outbreaks, showing a full spectrum of
the susceptibility or persistence of viruses.

Key words: Contact time, CT value, HuNoV, inactivation, RT-qPCR, susceptibility.
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1. INTRODUCCION

Entre 1886 y 1898 los virus fueron reconocidos como organismos causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA); identificAndose algunos como adenovirus,
sapovirus y astrovirus (Vasickova et al. 2005), sobresaliendo el virus de la hepatitis A y el
norovirus causante de gastroenteritis de origen no bacteriano registrados como responsables
de la mayoria de los brotes. Los norovirus humanos ocasionan al menos el 66.6% de los
brotes en Estados Unidos, comparado con los datos estadisticos de brotes de origen
bacteriano: 9.7% para Salmonella y 14.2% Campylobacter (Mead et al. 1999).

El Norovirus Humano HuNoV, fue el primer agente viral en ocasionar gastroenteritis aguda.
Anteriormente eran clasificados como Norwalk virus, por el primer brote ocurrido en 1968
en el que 50% de los estudiantes de una escuela primaria en Norwalk-Ohio, Estados Unidos
(Robilotti et al. 2015). Estos virus pertenecen a la familia Caliciviridae, tienen una cpside
de forma icosahedrica, son pequefios, no envueltos o desnudos (carentes de membrana
lipoproteica), son entéricos y carecen de la habilidad de crecer en cultivos celulares,
obstaculizando la caracterizacion del virion (Green et al. 2000). La nomenclatura
tradicional del virus esta dada por el genogrupo, y genotipo (Knight et al. 2015). HuNoV
se clasifican en seis genogrupos GI-GVI, de los cuales GI, GIl y GIV son patdgenos en
humanos, identificandose hasta ahora 31 genotipos, de los cuales nueve pertenecen al
genogrupo Gl, y 22 al genogrupo GllI (Moore et al. 2015).

Los HuNov son capaces de sobrevivir en ambientes de baja humedad y sal permitiéndoles
persistir durante periodos prolongados. Son microorganismos extremadamente contagiosos
con baja dosis de infeccidn; entre 10 y 100 particulas de virus son necesarias para inducir a
una infeccion (Wit et al. 2001; Seymour y Appleton 2001; Green 2000; FAO/WHO 2008;
Doré et al. 2010). Las vias de transmision pueden ser oral-fecal, persona a persona, durante
la expulsion del virus en vomito, por consumo de agua y alimentos contaminados (Knight
et al. 2015; Matthijs et al 2012). El virus afecta a personas de todas las edades, con un
periodo de incubacién de entre 24 y 48 horas, los pacientes presentan sintomas agudos
como: nauseas, vomito y diarrea. Datos de la Clasificacién Internacional de Enfermedades
en su novena edicion - Modificacion Clinica, indican que uno de cada tres casos se
diagnostica como gastroenteritis aguda (Scallan et al. 2011). Hasta la fecha no existe
ninguna vacuna contra el Norovirus (Sato et al. 2016). Estos virus lideran como la principal
causa de enfermedades transmitidas por alimentos de origen no bacteriano, se han reportado
entre 19 y 21 millones de casos, aproximadamente entre 56,000 a 71,000 hospitalizaciones
y al menos entre 570 y 800 muertes (CDC 2016).

El uso de alcohol en gel, soluciones cloradas y desinfectantes evita la propagacion de
patogenos e incluso norovirus. El proceso de lisis en el virus se define como la ruptura de



la capside, por consiguiente, el ARN queda expuesto generando la degradacion del mismo,
por su alta susceptibilidad a ese ambiente (Park et al. 2016). La efectividad de las sustancias
desinfectantes es un reto, basandose en la formulacién y no en la accion efectiva del alcohol.

Debido a la inhabilidad de crecer en cultivos celulares, la transcripcion reversa de la
reaccion de cadena de polimerasa (RT-gPCR) permite cuantificar la cantidad de ARN viral
presente en las muestras, con tratamiento previo a la extraccion del ARN del virus. Siendo
una medida proximal para considerar la cuantificacion del ARN viral reducido, obteniendo
una relacion entre la cantidad de ARN reducido y la efectividad del hipoclorito de sodio
después del tratamiento. Esto ha sido demostrado con Murine norovirus (microorganismo
indice) (Park et al. 2016) y la secuenciacion de genes que permite emitir diagnosticos
virales y clasificacion genotipica, tomando en cuenta cebadores (primers) que permiten
identificar la mayor cantidad de material genético (Zheng et al. 2005).

A partir de una sola copia de una secuencia especifica, se da inicio a la transcripcion en
reversa de la cadena de polimerasa por RT-gPCR que lee el ARN mensajero (MARN), a
partir de éste replica el ADN de cadena simple (CADN) a ADN de cadena doble. La reaccion
emplea cebadores especificos que se pegan a las cadenas de amino &cidos en sentido
positivo 5°- 3", Los cebadores se alinean a la cadena e inician la replicacion de acidos
nucleicos, la sonda especifica (Tag-man) emite fluorescencia una vez que el fluoréforo es
separado del quencher (inhibidor fluorescencia) durante la fase exponencial y asi el equipo
cuantifica en tiempo real mientras ocurre la reaccion. La cuantificacion emite valores de Ct
(Ct value), definido como el numero de ciclos en donde la fluorescencia sobrepasa el limite
de deteccion (Thresold), este es el principio basico de RT-gPCR, a mayor cantidad de
material genético menor Ct value (Arya et al. 2005; Pfaffl 2004).

En ausencia de cultivos celulares o modelos animales y datos estadisticos limitados de
pacientes enfermos por consumo de alimentos, se convierte un reto para la ciencia realizar
investigaciones en HuNoV, y como alternativa la mayoria de los experimentos se realizan
con muestras clinicas (especimenes fecales). En consecuencia, la interpretacion de altos Ct
value (treshold cycle, ciclo umbral) emitidos por RT-gPCR representan un problema en
conjunto con los bajos limites de deteccién del equipo, empleando una copia gendémica de
ARN por reacciéon de PCR (Moore et al. 2015). Estos desafios enfatizan la importancia de
generar investigaciones que provean mas datos a favor de la comprension del
comportamiento del virus y el control para prevenir que se siga esparciendo y ocasionando
brotes. La informacion expuesta justifica el proposito de esta investigacion en comprender
la eficacia del hipoclorito de sodio aplicado en concentraciones conocidas y cuantificando
su accion efectiva por medio del uso de RT- qPCR.

Los objetivos de esta investigacion fueron:
e Evaluar el efecto del hipoclorito de sodio (150 ppm) y el tiempo de contacto en nueve
genotipos de norovirus humanos en suspension.
e Evaluar el efecto de una concentracion menor (50 ppm) de hipoclorito de sodio en
cuatro genotipos de norovirus humanos.
e  Comparar el efecto del tratamiento de RNasa en un genotipo susceptible al hipoclorito
de sodio con su control.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacidn del ensayo.

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular en el Centro de
Investigacion de Biomasa, del Departamento de Food Science de la Universidad de
Arkansas, en la ciudad de Fayetteville, estado de Arkansas, Estados Unidos de
Norteameérica.

Fase 1. Exposicion de nueve genotipos de HuNoV a 150ppm de Hipoclorito de Sodio
(NaOCI 7.85%) en suspension.

Genotipos de HuUNoV. Las muestras fecales provenientes de pacientes con gastroenteritis
aguda infectadas por el virus se obtuvieron a través del CDC (Center of Disease Control
and Prevention, por sus siglas en inglés) (Cuadro 1). Las muestras fueron recibidas en una
solucién al 10% buffer de fosfato (pH 7.4), se almacenaron a -80 °C (Thermo Scientific
Ultra low temperature freezers TSU series, Asheville, NC, USA) hasta su uso. En el proceso
de clarificado las muestras se descongelaron a temperatura ambiente (15-25 °C) y luego se
llevaron al vortex hasta lograr que el virus se desprendiera de la materia organica, seguido
por centrifugacién a 4,000 rpm (3000 x g) durante 10 min a 10°C. El sobrenadante que
contenia HuUNoV fue removido a tubos eppendorf estériles de 1.5 ml, etiquetados y
almacenados a -80°C hasta su uso.

Cuadro 1. Descripcién de las muestras clinicas de HuNoV usadas en el experimento (Dr.
Collins, Laboratorio de Calicivirus. CDC, Atlanta, GA).

Tipo de . .

espécimen Genogrupo Genotipo Concentracion de RNA (ng/ul)
Gll 3 11.4

Fecal Gll 4 New Orleans 12.2
Gll 4 Sydney 20.9
Gll 6 10.0
Gll 7 8.0
Gll 13 9.5
Gll 16 5.8
Gl 5 6.9
Gl 6 10




Tratamiento con hipoclorito de sodio a 150 ppm. Las muestras de sobrenadantes de los
nueve genotipos de HuNoV almacenadas a -80 °C (muestras criogenizadas), fueron
descongeladas a temperatura ambiente (15-25 °C) antes de realizarse el experimento. Se
prepard una solucién madre a 1000 ppm de hipoclorito de sodio con cloro comercial
(Clorox® a 7.85% NaCl) diluida en buffer de fosfato (pH 7.4) y, a partir de ella se realizaron
diluciones con agua DEPC (Diethyl pyrocarbonate) y se agregaron 20 ul del sobrenadante
del virus en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, para obtener 200 pl de volumen total. Se
Ilevd al vortex por tres segundos y fueron centrifugados a 6000 rpm (2000 x g) por 10
segundos. Las unidades experimentales se incubaron a temperatura ambiente (15-25 °C)
por 1y 5 minutos. Finalizados los tiempos de incubacion se tomaron 20 ul del experimento
para ser neutralizados, se depositaron en otro tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, se afiadieron
180 ul de FBS (Fetal Bovine Serum, por sus siglas en inglés) (GE Health Care Life
Sciences, HyClone Laboratories, Logan, Utah, USA).

De forma simultanea se aplicé el experimento a muestras testigo: conteniendo agua DEPC
y 20 ul de HuNoV, para un volumen total de 200 ul, depositados en tubo eppendorf estéril
de 1.5 ml. El control negativo del experimento se realizo a partir de diluciones de la solucién
madre de 1000 ppm de hipoclorito de sodio (Clorox® 7.85% NaCl) y agua DEPC para un
volumen total de 200 pl. Se aplico el mismo protocolo hasta la neutralizacion.

Extraccion de ARN viral y medicion de la extraccion de acidos nucleicos, después del
tratamiento con hipoclorito de sodio. Se realizé seguido al proceso de neutralizacién. Con
el usé del Mini Kit, QlAamp DNA Blood, (QIAGEN Hilden, Germany), la extraccion se
realiz6 de acuerdo con el protocolo de manufactura. Se extrajo un volumen final de 80 pl
de &cidos nucleicos, por muestra, depositados en tubo eppendorf estéril de 1.5 ml,
debidamente etiquetados y almacenados a -80 °C hasta su lectura. La extraccion de acidos
nucleicos de realiz6 en las muestras con tratamiento, testigos y control negativo.

Las muestras criogenizadas se descongelaron a temperatura ambiente (15-25 °C), se
tomaron 2 ul y se colocaron en equipo NanoDrop™1000 Spectrophotometer, a una
absorbancia de 260/280 nm. Esta medicion de acidos nucleicos se realizo para confirmar
que el proceso de extraccion de ARN de las muestras.

Deteccion- cuantificacién de ARN viral por RT-qPCR. Se realizaron diluciones de las
muestras en el factor 101, en tubo eppendorf estéril de 1.5 ml con agua libre de ARN, los
tubos fueron debidamente etiquetados. Como siguiente etapa se prepar6 la solucion master
mix, empleada en la deteccion y cuantificaciéon de ARN, para los genogupos Gl y Gll,
respectivamente (Cuadros 2 y 3). Las sondas y primers especificos para cada genogrupo se
detallan en el cuadro 4 (Biosearch Technologies, Petaluma CA, USA).



Cuadro 2. Mezcla madre empleada para la deteccion y cuantificacion de ARN viral,
especifica para el genogrupo GI (master mix) (volumen para una muestra). Paciencia

Master Mix VVolumen
DEPC H20 55
Quantitect RT-PCR 12.5
RT Mix 0.25
Rnase Inhibitor 0.25
50 uM Cog 1 F primer 0.5
50 uM Cog 1 R primer 0.5
10 uM Ring 1A sonda 0.25
10 uM Ring 1B sonda 0.25
Total 20.0 pl

Cuadro 3. Mezcla madre empleada en la deteccion y cuantificacion de ARN viral, especifica
para el genogrupo GII (master mix) (volumen para una muestra).

Master Mix Volumen
DEPC H20 55
Quantitect RT-PCR 12.5
RT Mix 0.25
Rnase Inhibitor 0.25
50 uM Cog 2 F primer 0.5
50 uM Cog 2 R primer 0.5
10 uM Ring 2 sonda 0.5
Total 20.0 pl

Cuadro 4. Descripcion de los cebadores y sondas (primers y probes) utilizados para la
secuenciacion de los genogrupos Gl y GllI por RT-gPCR

Primers y

Genotipo Sondas Secuencia, (5°-3”) Sentido  Locacién
Gl Cog 1 F primer CGY TGG ATGCGL TTY CAT GA + 5291
Cog 1R primer CTT AGA CGC CAT CATCATTYAC - 5375
Ring 1Asonda  *FAM-AGA TYG CGA TCY CCT GTC - 5340
CA-BHQ -
Ring 1B sonda *FAM-AGA TCG CGG TCT CCT GTC 5340
CA-BHQ
Gll Cog 2 F primer CAR GARBCN ATG TTY AGR TGG + 5003
ATG AG
Cog 2 R primer TCGACGCCATCTTCATTCACA - 5100
Ring 2 sonda *FAM-TGG GAG GGC GAT CGC AAT + 5048
CT-*BHQ

*FAM, colorante indicador de 6-carboxifluoresceina
BHQ, tinte quencher de agujero negro
Fuente: Trujillo et al. 2006.



En un microplato de 96 pocillos se depositaron 20 pl de master mix méas 5 ul de ARN (por
pocillo) correspondientes a cada muestra y a los testigos, leidos por duplicado; sin diluir y
en la dilucién 101, Controles negativos fueron incluidos dentro de cada plato para descartar
contaminacion en el agua, hipoclorito de sodio y master mix. Una vez lleno el plato se
cubri6 usando un film plastico, teniendo cuidado al momento de manipular el plato, para
evitar contaminacion. Fue refrigerado aproximadamente por 10 minutos a 4 °C. La
identificacion de cada pocillo se introduce en el software Eppendorf Realplex MasterCycler
(Eppendorf, Hauppauge, NY), luego se coloca el perfil térmico (Cuadro 5). Posteriormente
se inicid la reaccion PCR tomando un tiempo de aproximadamente tres horas por cada plato.

Cuadro 5. Descripcion del perfil térmico y namero de ciclos empleados en la reaccion de
RT-qPCR.

Pasos Tiempo Temperatura
(minutos) (°C)

1 30:00 50

2 15:00 95

3 00:15 95

4 01:00 60

Repetir pasos 3-4 por
45 veces en total

Procesamiento de resultados. Los resultados en valores de CT (Thershold Cycle)
reportados por el equipo fueron utilizados para estimar la reduccion de ARN expresada en
Logl0 RNA, a esto se le denomina andlisis relativo. En una cuantificacion relativa se
analiza el cambio en la expresion del gen en comparacién con una muestra tratada y no
tratada. Los datos se tabularon en Microsoft Excel, en donde se realizd la diferencia
aritmética de las muestras tratadas con hipoclorito y la muestras no tratadas, en la dilucion
10 para 1 y 5 minutos de exposicion. Dicha diferencia en valores de CT fue convertida a
logaritmos de reduccién. La pendiente de la curva estdndar es usada para determinar la
eficiencia de la reaccion en RT-gPCR, graficamente representada por una linea de regresion
semi-logaritmica, en el eje y se digitan los valores de CT versus el logaritmo de la dilucién
de &cidos nucleicos en cada muestra, eje x. Si el valor obtenido de la pendiente es -3.32 en
la curva, indica 100% de eficiencia en la reaccion (figura 1.), lo que hace referencia a que
por el incremento en el factor de dilucion (101, 102, 1073, etc.) cada 3.32 ciclos durante la
fase exponencial en la amplificacion del gen sera equivalente a: log> 10= 3.3219 (Applied
Biosystems 2004). Una vez obtenida la diferencia entre los valores CT de la muestray CT
del testigo, se divide entre 3.3, lo que se traduce como el logaritmo de reduccion de ARN
en cada muestra:

log = ((CT muestra — CT testigo)/3.3 [1]



Real Time PCR Standard Curve
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Figura 1. Curva estandar genérica de PCR de tiempo real con 100% de eficiencia.
Fuente: Applied Byosistems 2004.

Disefio experimental. Se us6 un DCA (Disefio Completamente al Azar), con un arreglo
factorial de 9 x 2. Nueve genotipos de HuNoV, por dos tiempos de contacto (1 y 5 minutos)
con hipoclorito de sodio en suspension. Usando el programa estadistico SAS® 9.4, y a
traves de un analisis de varianza se determin0 la significancia del modelo. La prueba
Duncan se usO para determinar si existen diferencias estadisticas entre los tiempos de
contacto en la inactivacion del virus y si existio diferencia significativa en la reduccion
logaritmica para cada genotipo después de aplicar el tratamiento. EI experimento se realizd
por duplicado y cada muestra fue leida por duplicado. Los datos utilizados en el analisis
son Gnicamente los emitidos por el equipo en la dilucién 10, para un total de 36 unidades
experimentales: 9 genotipos, por 2 repeticiones, por 2 tiempos.

Fase Il. Exposicion de cuatro genotipos de HuNoV a 50 ppm de hipoclorito de sodio
en suspension.

Tratamiento con hipoclorito de sodio a 50 ppm. Basado en un experimento previo
realizado en el laboratorio se tomo la decisidn de aplicar esta concentracion a 4 genotipos
gue mostraron susceptibilidad a una concentracion de 100 ppm de hipoclorito de sodio
(Cuadro 6), con el proposito de conocer la concentracion inicial a la cual se inactivan los
genotipos seleccionados.



Cuadro 6. Descripcion de las muestras clinicas de HuNoV, genogrupo GIlI (Dr. Collins,
Laboratorio de Calicivirus. CDC, Atlanta, GA).

Tipo de especimen Genogrupo Genotipo RNA(ng/ul)

Fecal Gll 3 114
Gll 6 10.0
Gll 13 9.5
Gll 16 5.8

El protocolo de aplicacion del tratamiento de hipoclorito de sodio (Clorox® 7.85% NaCl) a
50 ppm se desarrollé de la misma forma en la que se describe en la seccién 2.1, esto es
equivalente en la extraccion viral de ARN, medicion de la extraccion de &cidos nucleicos
(seccion 2.2) y la deteccion-cuantificacion de ARN viral por PCR de tiempo viral (seccion
2.3). Los resultados fueron procesados al igual que se describio en la seccién 2.4.

Disefio experimental. Se us6 un DCA (Disefio Completamente al Azar), con un arreglo
factorial de 4 x 2. cuatro genotipos de HUNoV, por dos tiempos de contacto (1 y 5 minutos)
con hipoclorito de sodio en suspension. Usando el programa estadistico SAS® 9.4, y a traves
de un analisis de varianza se determind la significancia del modelo. La prueba Duncan se
uso para determinar si existen diferencias estadisticas entre los tiempos de contacto en la
inactivacion del virus y las diferencias significativas en la reduccion logaritmica para cada
genotipo después de aplicar el tratamiento. EI experimento se realiz6 por duplicado y cada
muestra fue leida por duplicado. Los datos analizados son Unicamente los emitidos por el
equipo en la dilucion 107 para un total de 16 unidades experimentales: 4 genotipos, por 4
lecturas, por 2 tiempos.

Fase Il11. Aplicacion del tratamiento de RNAsa a un genotipo completamente
inactivado en la fase I a 150 ppm. Este tratamiento se aplicé con fines de remover ARN
dafiado (ARN de virus inactivado, no protegido por la capside). Para que durante la reaccion
RT-gPCR solo exista cuantificacion de ARN de capside intacta. Este experimento pretende
demostrar las diferencias entre una muestra tratada con RNAsa y no tratada.

Tratamiento con hipoclorito de sodio (Clorox® 7.85% NaOCI) a 150 ppm. De forma
aleatoria se aplico el tratamiento al genotipo GI1.6 a 150 ppm, el cual fue completamente
inactivado con la aplicacion del tratamiento a 150 ppm de hipoclorito de sodio. El protocolo
de aplicacion del tratamiento de hipoclorito de sodio (7.85% NaOCI) a 150 ppm se llevd
ejecuto al igual que se describio en la fase I. Esto es equivalente en la extraccion viral de
ARN y medicidn de la extraccion de acidos nucleicos (fase 1) y la deteccion-cuantificacion
de ARN viral por PCR de tiempo real (fase I).Con la diferencia de la aplicacion del
tratamiento de RNasa descrito en la fase | se aplica antes de realizar la extraccion de viral
de ARN.

Tratamiento con RNasa. Se aplicaron 49 ul de mezcla de RNasa (Cuadro 7) a cada
muestra del tratamiento. Las muestras se incubaron en un bloque de calentamiento a 37 °C
durante una hora, la reaccion se detuvo agregando 2 ul de RNasin® Plus RNase Inhibitor
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40u/pl (Promega N261B. Madison, WI) a cada tubo eppendorf. Los resultados emitidos por
el software, se procesaron siguiendo lo planteado en la fase | de materiales y métodos.

Cuadro 7. Reactivos utilizados para el tratamiento de RNAsa, volumen para una muestra
(para mayor nimero de muestras se debe multiplicar los valores).

Reactivos Volumen (uL)
DEPC water 33
RNase One™ Ribonuclease 1
10x RNase buffer (Promega, Madison, WI) 15
Total 49

Prueba estadistica. Los datos de la fase 111 fueron analizados usando una prueba t student,
con fines de determinar la diferencia entre ambos tratamientos para medias independientes,
con el programa SAS® 9.4, usando el factor de 0.05 de probabilidad para aceptar o rechazar
la hipotesis nula.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

La cuantificacion de la pureza de acidos nucleicos en las muestras se realiz6 con el quipo
nanodrop, por medio de absorbancia a 260 nm. Esta medicion es un factor determinante en
la replicacion de ARN. El indice de pureza a 260/280 nm es utilizado para determinar la
contaminacion de proteinas en una muestra de acidos nucleicos, debido a que las proteinas
tienen absorbancia a 280 nm, para mayor pureza de muestra se toma de referencia los
valores arriba de 2.1, razones menores indican alta presencia de proteina, es decir extraccion
de &cidos nucleicos deficiente (Thermo Scientific 2009). Todos los resultados de indice de
pureza a 260/280 nm de absorbancia, emitieron valores superiores a 2.1.

Fase |. Repuesta de la exposicion de nueve genotipos de HuNoV a 150ppm de
Hipoclorito de Sodio (NaOCI 7.85%) en suspension.

La respuesta de cada genotipo durante su exposicion a 150 ppm de hipoclorito de sodio
(7.85% NaOCI) fue estadisticamente diferente (p<0.001). Los valores de reduccion
oscilaron entre 0.09 y 4.59 Log RNA (cuadro 8.). No existid diferencia significativa en los
tiempos de contacto (p=0.3017), mientras que en la interaccién genotipo*tiempo tampoco
mostré diferencia estadistica (p=0.6261).

Fase Il. Respuesta de la exposicién de cuatro genotipos de HuNoV a 50 ppm de
Hipoclorito de Sodio en suspension.

Se aplico el tratamiento a cuatro genotipos (Gl1.6, G11.13, GII.16 y GI1.3), con el objetivo
de saber si son susceptibles a concentraciones menores debido a que fueron inactivados a
100 y 150 ppm. Se observé diferencia estadistica en la respuesta de cada genotipo (P
<0.0001). Se alcanzaron reducciones entre 2.31 y 4.30 Log RNA (cuadro 9) a 50 ppm. El
tiempo de contacto entre el virus y la solucién de hipoclorito de sodio no mostré diferencia
significativa (P = 0.3404), al igual que la interaccion genotipo*tiempo (P = 0.4780).
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Cuadro 8. Reduccion de HuNoV por exposicion a la solucion de hipoclorito de sodio a 150
ppm, para 1 y 5 minutos de tiempo de contacto en suspension, expresada por reduccion de

Log de ARN.
CT value dCT vz,ilude dCT v,all:je ?Reduccién .
Genotipo muestra fspges € despues de en Log de Agrupamgn
testigo minuto 5 minutos ARN ng/ul Duncan
de contacto de contacto

GII.13 24.82 0 0 459 +0.22 A
Gll.16 26.42 0 0 4,11 +£0.39 B
Gll.6 26.48 0 0 4.09+0.14 B
Gll.3 27.29 0 0 3.85+0.17 B
GIl.7 29.37 0 0 3.22+0.38 C
Gl5 31.87 0 0 2.46 +£0.18 D
GIl.4N.O.¢ 28.47 29.36 29.31 0.76 + 0.66 E
Gl.6 33.97 35.22 35.18 0.45+0.31 E
Gll.4 Syd.® 23.95 24.03 24.07 0.09+£0.10 F

CP GII" 29.32

CP GI® 30.10

CN® 0°

€GIl.4 New Orleans, ®Gll.4 Sydney, "CP GlII: control positivo genotipo GlI, *CP GlI:
control positivo genotipo Gl, °CN value control negativo, “Reduccion en Log ARN ng/ul:
diferencias en CT de la muestra testigo y el CT value después del tiempo de contacto. Los
valores representan el total de 72 datos, realizado por replicado y leido por duplicado con
su desviacion estandar., #Agrupacion de genotipos por el analisis de medias DUNCAN
(genotipos con la misma letra no presentan diferencia significativa).

Cuadro 9. Reduccién de HuNoV por exposicion a la solucién de hipoclorito de sodio a 50
ppm, para 1 y 5 minutos de tiempo de contacto en suspension, expresada por reduccion de

Log de ARN.
CT value CT v:fllue CT Ivalue 3
Genotipo muestra despl_Jes de despues de WlogERNA + Agrupaagn
testigo 1 minuto 5 minuto de DE Duncan
de contacto contacto
GllI.13 25.79 0 0 4.30+0.26 A
Gll.16 26.54 0 0 4.07 £0.33 A
Gll.6 26.68 0 0 4.03 +0.09 A
GIlL.3 32.70 0 0 2.31+0.63 B
CP GII" 28.88
CN® 00

*CT value control positivo genotipo GllI, °CT value control negativo, Log de Reduccion:
diferencias en CT de la muestra testigo y el CT value después del tiempo de contacto. Los
valores representan el total de 36 datos, realizado por replicado y leido por duplicado con
sus desviaciones estandares, #Agrupacion de genotipos por el anélisis de medias DUNCAN
(genotipos con la misma letra no presentan diferencia significativa).
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El tratamiento aplicado a 150 ppm de hipoclorito de sodio, logré completa inactivacion de
los genotipos: GllI. 3, GlI.6, GlII.7, GI1.13, G11.16, G1.5, con reducciones desde 2.46 hasta
4.59 Log RNA (cuadro 8). La diferencia en logaritmos de reduccion de estos seis genotipos,
se debe a la cantidad inicial de material genético presente en cada muestra. Los genotipos
que fueron completamente inactivados, pertenecen a los genogrupos Gl y GIl. Los
resultados concuerdan con que no existe diferencia significativa (p=0.3017) en los tiempos
de contacto, sefialando que el virus es susceptible a partir del primer minuto de tiempo de
exposicion (figura 2).
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Figura 2. Reduccion de nueve genotipos de norovirus humanos expuestos en suspension
durante 1 y 5 minutos, a hipoclorito de sodio a 150 ppm.

El mayor niumero de reduccién se alcanz6 en GI1.13 (4.6 Log) y el menor en G1.5 (2.5 Log)
(figura 2). El proposito de este estudio se enfoca en comparar la eficiencia del hipoclorito
de sodio a 150 ppm al poner en contacto un panel de nueve genotipos de norovirus humanos,
expuestos en suspension (Cuadro 8). Como resultado de estudios previos realizados en el
mismo laboratorio (durante 2016-2017, datos aun no publicados), a 100 ppm se observé
que el mismo grupo de genotipos (GII) fue susceptible, al igual que a 150 ppm. Por
consiguiente, se realiz6 un experimento a una concentracion menor (50 ppm). Los
resultados muestran que existe una clara relacion con los datos anteriores y en 50 ppm de
hipoclorito (cuadro 9). En donde los siguientes genotipos fueron inactivados por completo:
GI1.13, GI1.16, GII.6 y GII.3, con valores de 4.30, 4.07, 4.03 y 2.31 Log RNA,
respectivamente. En general se observd que bajas concentraciones de hipoclorito de sodio
pueden inactivar por completo este grupo de genotipos a partir de 1 minuto de tiempo de
exposicion.

Diversos ingredientes activos de productos, son utilizados para evaluar su efecto biocida en
feline calicivirus y murine norovirus en superficies (guantes y acero inoxidable) y en
suspension, Kenochlore® compuesto halégeno que tiene hipoclorito de sodio como
ingrediente activo. Zonta et al. (2015) reportan una reduccion de 3.85 Log en suspension
en murine norovirus y 4.70 Log en feline calicivirus, similares a los datos obtenidos en este
estudio, donde los genotipos fueron completamente inactivados (figura 2).
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Es necesario destacar la inhabilidad de norovirus humano para ser cultivados por métodos
in vitro siendo este es el factor limitante mas importante (Moore et al. 2015); lo que en
consecuencia impide la realizacion de experimentos que generen datos para derivar su
naturaleza, patrones de infeccion, mutaciones, etc. En alternativa a las necesidades de
investigar el comportamiento del virus, su persistencia al ambiente, busqueda del control y
prevencion de ETAs (en especial gastroenteritis de origen no bacteriano) y considerando
que hasta la fecha no existen vacunas, Unicamente el uso de HuUNoV surrogados o indices y
particulas virales VLPs (Virus like paticles) han permitido llevar a cabo una serie de
experimentos. Algunos virus surrogados como: feline calicivirus, murine norovirus, tulane
virus, porcine enteric calicivirus, rabbit hemorrahagic disease virus, poliovirus y hepatitis
A, han sido agentes potenciales en investigaciones para la caracterizacion de HuNoV,
evaluando su respuesta a pH, tratamientos térmicos, altas presiones, soluciones cloradas,
ingredientes activos de desinfectantes y sanitizantes. En pocos casos comparados con
HuNoV, estudios realizados a partir de especimenes fecales de pacientes infectados con el
virus resultan muy valorados, como es el caso de esta investigacion (Moore et al. 2015;
Park et al. 2015). En desventajas resultan ser muy costosos, toman mucho tiempo y
requieren de rigurosas aprobaciones, tomando en cuenta la confidencialidad sobre la
informacion de cada paciente, la uniformidad de las muestras y la influencia de la materia
organica en los resultados.

En otro estudio, Sato et al. (2016) evalué el efecto del hipoclorito de sodio en particulas
virales de HUNoV (VLPs, virus like particles) (surrogados). En el analisis de los cambios
morfoldgicos no se observaron diferencias después de 30 y 60 segundos de contacto a 200
ppm de hipoclorito, mientras que a 500 ppm después de 30, 60 y 180 segundos en contacto
las particulas morfol6gicamente se deforman e interrumpen y a una concentracion de 1000
ppm de hipoclorito no se observo ninguna particula. La diferencia entre particulas virales
(VLPs) vy el virus es que estan formados por proteinas virales pero sin material genético
(Cadena 2014).
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Figura 3. HunNoV VPLs (virus like particles), degradadas por efecto del hipoclorito de
sodio, por microscopio electronico de barrido 200 nm.
Fuente: Sato et al. 2016.

Otros estudios reportan inactivacion completa en VLPs feline calicivirus (HuNoV
surrogado) expuesto a 1000 ppm de hipoclorito de sodio (Doultree et al. 1999). EI CDC
establece el uso de hipoclorito de sodio en concentraciones de 1000 ppm para desinfectar
superficies, utensilios de cocina, muebles, pisos y ambientes (Hall et al. 2011).

Los compuestos clorados son ampliamente utilizados como agentes sanitizantes, dentro de
estos compuestos se encuentra el hipoclorito de sodio, cloro gaseoso e hipoclorito de calcio.
Hirneisen et al. 2010 muestran una compilacion de investigaciones que presentan resultados
de inactivacion logaritmica en norovirus humano y surrogados. Se discute la diferencia en
resultados en los experimentos debido a la baja dosis de infeccion del virus, lo que podria
requerir concentraciones bajas de hipoclorito, mientras que en estudios donde se tratan altas
concentraciones de virus con bajas concentraciones de compuestos clorados no se da una
reduccién significativa, expresado como una hipétesis. El hipoclorito ataca la capside del
virus liberando el ARN viral, provocando degradacion del mismo por su alta susceptibilidad
a condiciones ambientales.

Sigstam et al. 2013 utiliza diéxido de cloro (Cl2) como desinfectante, en donde obtiene
como resultados que no genera dafios en el genoma del virus, pero si a la capside, esto se
explica porque el diéxido de cloro actla rapido contra animo acidos y no nucleotidos,
mientras que con el tiempo observan dafio al genoma, el virus se inactiva porqué el material
genético queda expuesto.
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Genomic RNA ORF1 ORF2 ORF 3
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p48 (NS1/NS2) - Nterm (amino terminal protein)  VPg (NS5) - Genome-linked viral protein VP1 - Major capsid protein
NTPase (NS3) - Nucleoside triphosphatase Pro (NS6) - Proteinase VP2 - Minor capsid protein
p22 (NS4) - 3A-like protein Pol (NS7) - RNA-dependent RNA polymerase

Figura 4. Genoma de Norovirus Humano.

Es de forma linear, transcripcion en sentido positivo 5°- 3", con una union covalente al
genoma viral de la proteina (circulo negro), y poliadenilado al final de 5y al final de 3.
Existen tres marcos abiertos (ORF1, ORF2, y ORF3) que codifican 8 proteinas virales,
ORF1 codifica 6 proteinas no estructurales (NS) procesadas de forma proteolitica
procesadas, por la codificacion viral de la proteinasa cisteina, ORF2 y ORF3 codifican los
componentes estructurales del virion, proteina viral 1 (VP1) y VP2, respectivamente.
Fuente: Robilotti et al. 2015

Se atribuye que la estructura del virus interfiera en su persistencia a los agentes quimicos,
por lo que, se describe lo siguiente: el genoma viral va en sentido positivo, del extremo 5”-
3, esta compuesto por tres marcos abiertos de lectura (ORF: open reading frames), ORF1
codifica seis poliproteinas no estructurales. ORF2 Y ORF3 codifican los componentes
estructurales del virién, proteinas estructurales VP1 y VP2 (major capsid protein), ademas
de formar la capside que contiene el virus. La diversidad genética entre genogrupos y en
los genotipos, se atribuye a la secuencia de amino &cidos de VP1 (el componente mas
importante), presente en seis genogrupos y mas de 40 genotipos (Graaf, et al. 2016;
Robilotti et al. 2015).

La capside icoséhedrica esta compuesta por 90 dimeros, agregados por dominio; cubierta
(S, shell) y protuberancia (P, protunding), el dominio P es responsable de ligar con los
grupos antigenos de la sangre, esto influye en la capacidad antigénica (producir una
respuesta inmune especifica) (Graaf et al. 2016). En un genogrupo la secuencia de la cadena
de amino &cidos (VP1) de la capside varia en un 40%, en otros casos 50% (Donaldson et
al. 2010). Lindesmith et al. 2008 discute en sus resultados que la persistencia del genotipo
Gll.4 se debe a las mutaciones en la complejidad de la capside que recubre al gen,
codificado por el subdominio P.

Por otra parte, los genotipos Gll.4 Sydney, GlIl.4 New Orleans y GIl.6 no mostraron
susceptibilidad a 150 ppm, generando valores <1 log (0.09, 0.76 y 0.49 log,
respectivamente). En efecto, surge la hipétesis de realizar experimentos con los genotipos
persistentes, incrementado el tiempo de contacto y la concentracion de hipoclorito de sodio.

Los resultados de la investigacion de Tung et al. (2013) exponen dos genotipos del
genogrupo GlI (GII.2 y Gll.4) y dos surrogados (feline calicivius y murine norovirus) a
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (5, 75, 250, 500 y 1000 ppm) (Figura 5).
Los resultados indican la persistencia del virus al hipoclorito de sodio, a diferencia de los
surrogados, en donde se logran alcanzar reducciones significativas entre el rango de 5-500
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ppm. El genoipo Gl1.4 fue susceptible a altas concentraciones, en 1000 ppm se observo una
reduccion de 4.5 log. En relacion con los datos de la figura 2, donde no se observo reduccion
significativa debido a que se aplico una concentracion menor a 1000 ppm (150 ppm).

Hypochlorite Disinfection (RT-qPCR)

| ONV GII.2

BNV GlL4
DOMNV-1
EFCV

Log Reduction
[y ]
3

1
a bbbb coc e

0.5 a 8
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Chlorine Concentration

Figura 5. Inactivacion de los Norovirus Humanos Gl1.2, GI1.4, MNV-1 (Murine Norovirus,
surrogado), FCV (Feline Calicivirus, surrogado) después de aplicar hipoclorito de sodio a
5, 75, 250, 500 y 1000 ppm.

Funete: Tung et al 2013.

La inefectividad del hipoclorito de sodio a bajas concentraciones (150 ppm) sobre los
genotipos GllI.4 Sydeney y New Orleans, es comprobada con los resultados obtenidos por
Tung et al. (2013). Al mismo tiempo los resultados por RT-gPCR indican que no hay efecto
significativo a causa del tratamiento. Duizer et al. (2004) reportaron la efectividad del
hipoclorito de sodio en concentraciones >300 ppm durante 10 minutos a temperatura
ambiente, aplicados en suspension a feline calicivirus y canine calicivirus (HuNoV
surrogados). Es decir que ocurre una reduccion sustancial a medida que incrementa la
concentracion de hipoclorito. En contraste con estos resultados, se observa una reduccion
después de 10 minutos de contacto, lo cual es el doble de tiempo usado en este experimento
(5min).

Fase Il1l. Respuesta de la aplicacion del tratamiento de RNAsa a un genotipo
completamente inactivado en la fase | a 150 ppm.

La RNasa tiene como principio, eliminar el ARN de capside dafiada, de tal forma que el
equipo solo pueda cuantificar ARN viral de capside completa, con fines obtener mejor
calidad en la muestra evitando sobre estimacion de la cantidad de RNA cuantificada. Se
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realizd una prueba t de estudiante de una sola cola, en donde se observan diferencia
estadistica entre el tratmiento con RNasa y sin RNasa (P <0.001).

El tratamiento de RNasa tiene como principio generar mejor calidad de muestra,
purificando el material genético, y eliminando a través de enzimas ARN viral de capside
incompleta, destruida o dafada, con fines de no sobre estimar la cantidad de ARN presente
en la muestra. Por la alta sensibilidad de RT-gPCR el equipo es capaz de identificar
fragmentos muy pequefios de ARN, lo que en ciertos casos puede generar datos fuera del
valor real. Los resultados de la prueba t para esta investigacion indican que existe diferencia
estadistica entre las muestras tratadas con RNasa y las muestras no tratadas (Figura 6).
Manuel et al. (2015) comparan los resultados de HuNoV y HuNoV VLPs con y sin
tratamiento de RNasa; encontraron que si existe diferencia significativa (con una diferencia
de 2 Log de reduccion), afiadiendo que ocurre rapida inactivacion en las muestras con
RNasa.

450 4.07 4.07
4.00 o - 351 351
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1 minuto de tiempo 5 minutos de 1 minuto de tiempo 5 minutos de
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RNAsa + RNAsa

GI11.6 HUNOV Genotype

Reduccion Logaritmica

Figura 6. Efecto del tratamiento de RNasa en el genotipo Gl11.6 a 150 ppm de hipoclorito de
sodio.

En otro estudio similar por Warnes et al. (2015) realizaron inactivacion de murine norovirus
sobre superficies y compararon la diferencia entre la aplicacion de RNasa y no RNasa;
encontrando diferencias significativas en la inactivacion del virus sobre cobre (copper). A
partir de ello sostienen la hipotesis de que pudo haberse generado alguna interaccion con el
metal debido a que no existié diferencia para ambos tratamientos (RNasa y no RNasa)
cuando se realizo el experimento sobre acero inoxidable (stainless steel) (Figura 7).
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Figura 7. Tratamiento con RNasa para determinar la integridad de la capside.
Fuente: Warnes et al. 2015

El tratamiento de RNase se aplicd unicamente al genotipo GII.6, el cual fue completamente
inactivado a 150 ppm y a 50 ppm. Debido a limitantes de tiempo y reactivos, no se realizd
el experimento con otros genotipos, por lo cual no es posible generalizar los resultados,
planteando como futuros experimentos la aplicacion del tratamiento sobre otros genotipos
para poder determinar si los resultados son estadisticamente diferentes, ademas conocer si
existe 0 no sobre estimacion en la cuantificacion de ARN.
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4. CONCLUSIONES

El uso de hipoclorito de sodio a 150 ppm logr6é una inactivacion completa de los
genotipos GI1.3, GII.6, GII.7, GI1.13, G11.16 y GI.5, a partir de un minuto de tiempo de
contacto. Sin embargo, los genotipos G11.4 que han destacado por ser la principal causa
de infeccion en humanos no fueron inactivados por el tratamiento.

La eficacia del hipoclorito de sodio depende de diferentes factores como la
concentracion de la solucion y la influencia de la materia organica entre otros factores
ambientales

Se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre las muestras RNasa
tratados y no tratados.

La relevancia de este estudio radica en la diversidad de comportamiento de los

genotipos de norovirus humano en respuesta al tratamiento, generando informacion para
la creacion de estrategias de prevencion y control de enfermedades.

19



5. RECOMENDACIONES

Secuenciar la cadena de amino &cidos de cada genotipo.

Evaluar el efecto de la RNasa en mas genotipos y determinar si existe sobre estimacion
del material genético.

Evaluar concentraciones mayores de hipoclorito de sodio en los genotipos persistentes.

Evaluar el incremento en el tiempo de contacto en los genotipos persistentes a 1y 5
minutos.

Conducir el experimento con mayor nimero de replicados para realizar una regresion
lineal que permita evaluar mas concentraciones para observar si existe 0 no un patrén
en respuesta del norovirus al hipoclorito.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Ejemplo de ensayos realizados.

Muestras con tratamiento y no tratadas (testigos)
A

{OOOOOAAEAAEY

>

Nomenclatura

de cada

pocillo: Genotipo, Nimero de
muestra, tiempo de contacto,
factor de dilucion.

000000000000

0000000000,
9090000000000
N0 00000000000
1000000000000

T

Controles Negativos ~ Controles Positivos

Anexo 2. Cuadro sintaxis de los resultados emitidos por SAS para todos los ensayos.

Coeficiente de

R?2 L
Variacion

Desviacion

estandar

Media de Log
ARN

Tratamiento
con
hipoclorito 0.9700 12.8178
de sodio a
150 ppm

0.3370

2.6295

Tratamiento
con
hipoclorito 0.8520 10.1303
de sodio a 50

ppm

0.3775

3.7270
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Anexo 3. Cuantificacion de la extraccion de &cidos nucleicos después de la aplicacion del
tratamiento con hipoclorito de sodio a 150 ppm por el equipo Nanodrop.

Concentracién de ARN Muestras con tratamiento
Concentracion de

Genotipo Tiempo acidos nucleicos Indice de pureza
(minutos) 260/280 nm
ng/ul
1 55.3 2.82
Gll.4 Sydney 5 59.1 2.99
1 50.2 2.89
Gll.3 5 39.7 2.84
Gll.4 New 1 56.6 2.55
Orleans 5 55.6 2.93
1 60.3 3.19
GlIl.16 5 55.6 3.23
1 52.4 3.16
GIl.6 5 47.6 3.18
1 43.6 3.17
GIl.13 5 38.4 3.06
1 79.5 3.34
Gll.7 5 88.3 3.30
1 56.8 2.74
GI5 5 58.0 2.82
1 52.8 2.90
Gl.6 5 54.5 3.00

Anexo 4. Cuantificacion de la extraccion de &cidos nucleicos después de la aplicacion del
tratamiento con hipoclorito de sodio a 50 ppm por el equipo Nanodrop.

Concentracion de ARN Muestras con tratamiento
Concentracion

Genotipo (;iiimz) de 4cidos nucleicos I'ngfi;g; 2dgeopnunr]eza
ng/pl
GI.3 é 2‘21:2 3?;.21045
Gll.6 é 451?2 gig
GI1.16 é ggg 228
GIN.13 é gigg gég
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Anexo 5.Cuantificacion de la extraccion de acidos nucleicos de las muestras testigos del
experimento a 150 ppm (HuNoV y DEPC H,0) por el equipo Nanodrop.
Concentracion de ARN de las muestras testigos
Concentracion

Genotipo (;iiirgt%?s) de acidos nucleicos I'ndzig(e)/gzg l;rriza
ng/ul

GI1.4 Sydney é gé:g g:(z)g
GIl3 : oo >80
GI1.4 New Orleans é 2;; ggg
Gll.16 é 52?1 gﬂ
GIL6 : o 220
GII.13 é ii:i g:ig
GII7 é i—,‘?:é ggi
G5 é 3‘1‘:2 ggi
516 é o2 201

Anexo 6. Cuantificacion de la extraccion de &cidos nucleicos de las muestras testigos del
experimento a 50 ppm (HuNoV y DEPC H;0O) por equipo Nanodrop.

Concentracion de ARN de las muestras testigos
Concentracion

. Tiempo e : indice de pureza
Genotipo (minutos) de acidos nucleicos 260/280 nMm
ng/ul
1 63.9 2.92
Gll.3 5 40.5 2.69
1 62.0 3.13
Gll6 5 44.0 3.20
1 44.7 3.00
Gll.16 5 455 3.20
1 38.9 3.10
Gll.13 5 404 3.28
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