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l.Introduccion y objeticos de esta tesis

1. Antecedentes e identificacion del problema.

Los rotavirus se identificaron por primera vez en 1973 en Australia en heces de nifios
con gastroenteritis (Bishop et al. 1973). Hoy en dia sabemos que se trata de una
infeccidn virica de caracter universal que afecta a todos los seres humanos en sus
primeros afios de vida. Aungque sélo un pequefo porcentaje de los nifios infectados
desarrollan sintomas lo suficientemente graves para requerir atencion médica,
cuando lo hacen implican cuadro de gastroenteritis aguda con deshidratacién, que
si no se trata con terapia de reconstitucion hidrica puede acabar en la muerte del
paciente. De esta manera sabemos que cada afio se producen en el mundo cientos
de miles de muertes de nifios por gastroenteritis graves por rotavirus que ocurren
principalmente en los paises en vias de desarrollo, donde es menos probable que se
apliquen las técnicas terapéuticas adecuadas.

En los paises desarrollados como el nuestro, las gastroenteritis severas por rotavirus
causan una carga en el sistema sanitario por hospitalizaciones y atenciones
intensivas en los servicios de urgencias.

Desde 2000 existen en el mercado dos vacunas que confieren proteccion contra las
gastroenteritis severas por rotavirus, y en los paises donde se han incluido en el
calendario vacunal han disminuido drasticamente los ingresos hospitalarios por esta
causa, disminuyendo la carga econdmica que conllevan.

Los rotavirus infectan, ademas de a los seres humanos jovenes a numerosas, si no a
todas, las especies de mamiferos y aves en sus fases juveniles.

Existen virus dentro de la misma familia Reoviridae, que infectan a especies de seres
vivos de los principales grupos de eucariotas, desde los protistas, pasando por los

hongos y las plantas, hasta los animales, vertebrados e invertebrados.

2. Motivacion y fundamentos del estudio.

En la Regidon de Murcia no existe ningln estudio que describa la epidemiologia y las
caracteristicas de los rotavirus circulantes.

Se desconoce qué factores propios del agente infeccioso estan presentes en nuestro

medio, como por ejemplo qué genotipos circulan por la Regién o su estacionalidad.
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También desconocemos qué factores propios del hospedador tienen influencia en

nuestro medio, asi como su impacto en el sistema sanitario regional.

3. Objetivo principal y objetivos especificos.
El objetivo principal del presente estudio es determinar la carga de morbilidad y la
epidemiologia del rotavirus en el area | de salud de la Region de Murcia, cuyo hospital
de referencia es el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca.
Los objetivos especificos son:
1. Estimar la incidencia de gastroenteritis aguda por rotavirus A en nifios
menores de 5 afios atendidos en el Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca.
2. Describir las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las gastroenteritis
comunitarias y nosocomiales por rotavirus.
3. Caracterizar molecularmente los genotipos G (VP7) y P (VP4) de las cepas
de rotavirus.
4. Detectar fallos vacunales y caracterizar cepas relacionadas con esos

fallos.

4. Disefio del estudio.

Para el estudio de incidencia de gastroenteritis por rotavirus A se han estudiado
todos los pacientes que fueron asi diagnosticados y confirmados
microbioldgicamente en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, del 1 de
enero de 2010 al 31 de diciembre de 2013.

Para el estudio de las caracteristicas clinico-epidemioldgicas y de genotipos se
estudiaron todos los casos de gastroenteritis por rotavirus A que se detectaron
desde el 1 de enero hasta el 31 de diciembre de 2012.

El estudio de gastroenteritis por rotavirus A en nifilos vacunados se llevd a cabo
también durante los cuatro afios 2010-2013. Se procedid a la caracterizacion de dos
cepas de rotavirus A que habian infectado a dos nifios previamente vacunados de

forma correcta, y que sin embargo se habian contagiado por el virus en el hospital
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desarrollando sintomas de gastroenteritis. En estas cepas se secuencio el genoma
completo mediante técnicas de secuenciacion masiva en el Institute of Infection and

Global Health de la Universidad de Liverpool, en Reino Unido.
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1. Breve resefia historica
La diarrea es la segunda causa de muerte en nifnos menores de 5 afios en todo el mundo,
estando sdlo por detras de la neumonia. En 2013 causdé la muerte de 578.000 nifos,
principalmente en paises en vias de desarrollo (Walker et al. 2013). En cambio, si
hablamos de enfermedad en general, la diarrea es la principal causa de morbilidad en
ese grupo de edad, estimandose en 1.700 millones el nimero de episodios de diarrea
infantil en el mundo cada afio (Liu et al. 2015). Pero estas cifras son las cifras de
mortalidad y morbilidad por diarrea infantil mas bajas registradas jamas. Respecto a la
mortalidad en nifios menores de 5 afios, se produjo una disminucion del 54% entre los
afnos 2000 y 2013.
El mayor numero de diarreas ocurre entre los 6 y los 11 meses de edad, y la mayoria de
las muertes ocurre antes de los dos afios, siendo Africa y Asia los continentes donde se
da mas del 90% de esta mortalidad (Leung et al. 2016). Respecto al agente etioldgico
causante de las diarreas infecciosas, es muy dificil encontrar la causalidad de uno en
concreto debido a la presencia de numerosos agentes patégenos en las heces de los
ninos. Por ejemplo, en nifos asidticos relativamente sanos pueden encontrarse una
media de 4,3 patdgenos, cuando en los nifios de EEUU se encuentra una media de 0,5
(Taniuchi et al. 2013). En ninos africanos y asiaticos menores de dos afios, el agente
infeccioso mas comunmente identificado en diarreas moderadas y severas es el
rotavirus, pasando a segundo lugar y siendo sobrepasado por bacterias del género
Shigella a partir de los 2 hasta los 5 afios (Kotloff et al. 2013). Curiosamente, el rotavirus
pasa de ser la primera causa de diarrea infantil en los paises donde no existe la
vacunacion rutinaria contra rotavirus, a ser la quinta causa en paises donde esta vacuna
esta dentro del calendario vacunal (Platts-Mills et al. 2015).
En Espafia hubo 3,6 fallecimientos de nifios menores de 5 afios por diarrea por cada
1.000 nacimientos en 2013 (Wang et al. 2014).
Hasta 1973, afio en que se descubrid el rotavirus, no se lograba identificar el agente
causal de las diarreas agudas en nifios pequefios en un 80% de los casos (Bishop R. 2009).
En el S. XVIll en Irlanda morian durante los dos primeros anos de vida el 80% de los nifios

que eran admitidos en orfanatos por “cholera infantum”.
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En 1900 en Nueva York se estimd una tasa de mortalidad del 5,6% entre los nifios de 6
meses a un afio y medio de edad, y durante esos primeros afios del S. XX hasta el 20%
de los nifios que nacian en Victoria, Australia, morian antes de cumplir un afio,
principalmente de enfermedades diarreicas.

Incluso tan recientemente como el aino 1943, el 50% de los nifios ingresados en el West
Middlesex Hospital de Londres por diarrea severa murieron sin la identificacion de un
patogeno entérico (Gairdner 1945).

Debido al lento reconocimiento de la necesidad del reemplazo electrolitico y de fluidos
en las gastroenteritis severas, en 1947 todavia moria el 57% de las admisiones por
gastroenteritis en nifios menores de 15 meses en Reino Unido (Bishop R. 2009).

Las primeras alusiones a la posibilidad de un origen virico en afecciones intestinales se
deben a Zahorsky en 1929, en referencia probablemente al cuadro gastrointestinal
producido por el norovirus (Zahorsky 1929).

En 1963 Adams y colaboradores identificaron por primera vez particulas viricas de 75
um de didmetro en el citoplasma de las células epiteliales intestinales de ratones
jovenes con diarrea epizodtica, denominandose Epizootic diarrhea of infant mice virus
(EDIMV) (Adams & Kraft 1963). En 1967 se identificd otro virus semejante como
causante de diarrea en monos, el Simian virus SA11 (Malherbe & Strickland-Cholmley
1967), y en 1969 en terneras jévenes el Neonatal calf diarrhea virus (NCDV) (Mebus et
al. 1969).

En 1972 Kapikian y colaboradores publicaron el hallazgo de la relacién de particulas de
27 nm de diametro encontradas en las heces de seres humanos con gastroenteritis
agudas no bacterianas en adultos (Kapikian et al. 1972). Posteriormente se conoceria
gue los calicivirus, y especialmente los norovirus, son la principal causa de
gastroenteritis infecciosa no bacteriana en adultos.

En mayo de 1973, Ruth Bishop y colaboradores identificaron abundantes particulas de
un nuevo virus de 70 nm de diametro en las heces y en el citoplasma de células
epiteliales de las vellosidades intestinales duodenales de niflos ingresados con

gastroenteritis (Fig. 1), en el Royal Children’s Hospital de Melbourne, Australia (Bishop
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et al. 1973). El virus fue identificado como semejante al reovirus u orbivirus, con un gran

parecido con los virus EDIMV y NCDV de ratones y terneras.

Figura 1: Primera micrografia electrénica de rotavirus humanos dentro de una célula epitelial intestinal,
procedente de una biopsia a un nifio con gastroenteritis. V: particulas viricas en el reticulo endoplasmico;
R: inclusion reticular; M: superficie apical de la célula con sus microvellosidades. Sefialadas con flechas,

particulas envueltas (Bishop et al. 1973).

Al principio llamados Reovirus-like virus, Orbivirus-like virus, Duovirus o Infantile
gastroenteritis virus, finalmente su estructura parecida a una rueda les dio el nombre de
Rotavirus (Bishop R. 2009).

La importancia de los rotavirus como causa de diarrea aguda severa en nifios pequeiios
se establecié mediante un estudio de identificacidon de patégenos en nifios con edades
menores o iguales a 5 afios en el Royal Children’s Hospital de Melbourne. Se encontraron
rotavirus en las heces del 52% de los nifios ingresados por gastroenteritis entre 1974 y
1975, siendo la causa del 73% de los ingresos durante el invierno (Davidson et al. 1975).
Una importante consecuencia de este estudio fue la retirada de los antibidticos de la
lista de productos farmacéuticos beneficiosos para la gastroenteritis infantil.
Numerosos estudios posteriores han confirmado al rotavirus como la causa mas

frecuente de diarrea aguda severa con deshidratacién en nifos pequeios en todo el
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mundo (Parashar et al. 2003), y ademas son responsables de gastroenteritis en una gran
variedad de mamiferos y aves jévenes (Martella et al. 2010).

Las estimaciones sugieren que practicamente todos los nifios en el mundo habran sido
infectados por el rotavirus a la edad de cinco afios. Durante la infeccidén algunos de esos
nifios sufrirdn gastroenteritis severas que requeriran atencion médica debido a grandes

pérdidas de fluidos (Parashar et al. 2006).

2. Filogenia del rotavirus.
Los rotavirus constituyen un amplio grupo de virus pertenecientes a 9 especies descritas
como rotavirus A-l, dentro del género Rotavirus. El género Rotavirus a su vez es uno de
los 15 géneros que pertenecen a la familia Reoviridae (ICTV 2017). La familia Reoviridae
se ha subdividido en dos subfamilias, en base a la presencia o ausencia de torretas que
sobresalen de la capa interna del virion. El género Rotavirus pertenece a la subfamilia

Sedoreovirinae, por carecer de estas torretas en la particula interior (Figs. 2 y 3).

familia Reoviridae

subfamilia Spinareovirinae subfamilia Sedoreovirinae
(9 géneros) (6 géneros)
1. Aquareovirus 1. Cardoreovirus
2. Coltivirus 2. Mimoreovirus
3. Cypovirus 3. Orbivirus
4. Dinovernavirus 4. Phytoreovirus
5. Fijivirus 5. Seadornavirus

6. Rotavirus (9 especies)
6. Idnoreovirus 6.1. Rotavirus A
6.2. Rotavirus B
6.3. Rotavirus C
7. Mycoreovirus 6.4. Rotavirus D
6.5. Rotavirus E
6.6. Rotavirus F
8. Orthoreovirus 6.7. Rotavirus G
6.8. Rotavirus H
6.9. Rotavirus |
9. Oryzavirus

Figura 2: Géneros y especies de virus pertenecientes a la familia Reoviridae.
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La familia Reoviridae contiene virus con genomas segmentados de ARN de doble cadena,
en nimero de 9 a 12 segmentos, y que codifican de 9 a 14 proteinas.

Los viriones en esta familia carecen de envuelta lipidica, tienen capsidas con una, dos o
tres capas de proteinas, presentan simetria icosaédrica y tienen un tamafo de entre 60-
85 nm

Dentro de la familia Reoviridae se han reconocido 90 especies, e incluyen virus que
infectan células de una gran variedad de organismos muy alejados filogenéticamente,
incluyendo células de hongos, clorofitas unicelulares, plantas superiores y animales

vertebrados e invertebrados (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas de los géneros de la familia Reoviridae (ICTV 2017).

Subfamilia Sedoreovirinae

Cardoreovirus 1 12 3 Cangrejos
Mimoreovirus 1 11 3 Micromonas
Orbivirus 22 10 3 Vertebrados y
artréopodos
Phytoreovirus 3 12 2 Plantas superiores
Rotavirus 9 11 3 Vertebrados
Seadornavirus 3 12 3 Vertebrados y
artréopodos

Subfamilia Spinareovirinae

Aquareovirus 7 11 2 Vertebrados e
invertebrados
acuaticos

Coltivirus 2 12 3 Vertebrados y
artrépodos

Cypovirus 16 10 1 Insectos

Dinovernavirus 1 9 1 Mosquitos

Fijivirus 9 10 2 Plantas superiores e
insectos

Idnoreovirus 5 11 2 Insectos

Mycoreovirus 3 11-12 2 Hongos

Orthoreovirus 6 10 2 Vertebrados
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Figura 3: Comparacion filogenética de las secuencias proteicas de las polimerasas viricas de la familia
Reoviridae (Attoui et al. 2005). KDV, Kadipiro virus; BAV, Banna virus; LNV, Liao Ning virus; RDV, Rice dwarf
virus; SCRV, St. Croix River virus; AHSV, African horse sickness virus; CHUV, Chuzan virus; BTV, Blue tongue
virus; GSRV, Golden shiner reovirus; GCRV, Grass carp reovirus; CSRV, Chum salmon reovirus; SBRV,
Striped bass reovirus; MRV, Mammalian orthoreovirus; RRSV, Rice ragged stunt virus; BmCPV, Bombyx
mori cytoplasmic polyhedrosis virus; DsCPV, Dendrolimus spectabilis cytoplasmic polyhedrosis virus;
LdCPV, Lymantria dispar cytoplasmic polyhedrosis virus; NLRV, Nilaparvata luguens reovirus; CTFV,
Colorado tick fever virus; EYAV, Eyach virus; CPRV, Cryphonectria parasitica reovirus; RaRV, Rotavirus A;
BoRV, Bovine rotavirus; SiRV, Simian rotavirus; PoRV, Porcine rotavirus; Hu/MuRVY, Human/Murine

rotavirus.
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3. Estructura del virion
El género Rotavirus corresponde a virus con un tamafio de unos 80 nm de diametro, que
puede llegar a los 100 nm si se cuentan las espiculas. Los viriones maduros tienen
simetria icosaédrica y carecen de envuelta lipidica, por lo que son resistentes a los
disolventes para lipidos.
Las capsides de los rotavirus estan formadas por tres capas concéntricas de proteinas, y
en su interior albergan los acidos nucleicos y las enzimas necesarias para la sintesis de

ARN mensajero a partir del genoma virico.

VIPg VP6

Figura 4: Corte de la estructura del virion del rotavirus determinada por reconstruccion de imagen tras

criomicroscopia electrénica (Greenberg & Estes 2009).

La estructura del virién ha sido resuelta con una resolucién casi atdmica gracias a las
técnicas de cristalografia de rayos X y a la reconstruccién de particulas Unicas mediante
imagenes de microscopia crioelectrénica (Settembre et al. 2011)(McClain et al.
2010)(Chen et al. 2009)(Zhang et al. 2008).

La capa mas interna, o core, es la que envuelve los acidos nucleicos y estd compuesta
por 120 copias de la proteina VP2. Esta proteina se organiza en grupos de cinco dimeros
(decameros) alrededor de cada uno de los 12 vértices del icosaedro, con un nimero de
triangulacion de 1. El extremo amino-terminal de VP2 es flexible y se aloja en el interior
de la particula virica a través del eje de simetria pentavalente del vértice icosaédrico, y

se cree que en cada decdamero interacciona directamente con un complejo de
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polimerasa virica, compuesto por una molécula dela propia polimerasa VP1, y una
molécula de VP3, que es la proteina que inserta la caperuza 5’ en los ARN mensajeros.
Alrededor de esta primera capa de VP2 se sitlan otras dos capas proteicas, ambas con
numero de triangulacién 13 de simetria icosaédrica.

La capa intermedia es una capa gruesa, en comparacién con las otras dos capas, y esta
formada por 260 trimeros de la proteina VP6. La union de VP6 a la fragil particula central
le otorga a ésta una gran estabilidad, ademas de servir como fase adaptadora para el
anclaje de las proteinas de la capa mas externa, que son cruciales para la adhesiéon y
entrada en las células hospedadoras.

De este modo se colocan 260 trimeros de VP7 directamente sobre la capa de VP6
formando una capa continua con perforaciones en el centro de cada uno de los 12
pentones de los vértices icosaédricos, y formando 5 canales peripentonales alrededor
de cada pentdn. Los trimeros de VP7 dependen de los iones de Ca?* para su estabilidad
uniéndose dos de ellos a cada subunidad, de forma que se requieren 6 cationes para
estabilizar cada trimero. Unas extensiones en forma de brazo en los extremos amino
terminales de las proteinas VP7 ejercen interacciones con las proteinas VP6 de la capa
proteica inferior, ademas de entablar contacto con las otros trimeros de VP7. Esta
caracteristica otorga a esta capa mayor integridad y permite la interaccion cooperativa
de los trimeros adyacentes.

A través de la capa de VP7 sobresalen 60 espiculas triméricas de VP4, que emergen
desde los canales peripentonales de la capa de VP6 subyacente.

VP4 y VP7 tienen roles decisivos en la infectividad, y los anticuerpos generados contra
estas proteinas neutralizan efectivamente a los rotavirus.

El mapeo de mutaciones de escape a anticuerpos ha llevado a la identificacion de varios
epitopos discretos en cada proteina de la capa externa del viridn (Fig. 5).

Respecto a la proteina VP7 se han identificado 6 epitopos (A-F), que en la practica
constituyen dos dreas Unicas que son diana de los anticuerpos neutralizantes (Aoki et al.
2010). Los epitopos 7-1 residen en las tres esquinas de cada trimero y comprende
residuos de dos subunidades de VP7 adyacentes, la 7-1a y 7-1b. Los anticuerpos que se

unen al epitopo 7-1 neutralizan el virus principalmente estabilizando la capsida y
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previniendo el desmantelamiento de la capa VP7. De hecho, el epitopo 7-1 incluye varios
aminodacidos que estan préoximos a uno de los sitios de unién del Ca?*, que mantienen la
conformacion trimérica de VP7. El epitopo 7-2 estd en la regidn flexible en el centro de
cada subunidad VP7, aunque hay mas incertidumbre sobre el mecanismo de
neutralizacion por los anticuerpos que alcanzan este epitopo (Trask et al. 2012).

Con respecto a la proteina VP4, una vez ingerido el virion por el animal hospedador ésta
sufre una escision proteolitica por proteasas semejantes a la tripsina, dando lugar a los
fragmentos VP5* y VP8* que permanecen unidos no covalentemente. VP8* tiene cuatro
epitopos definidos estructuralmente (Dormitzer et al. 2002)(Kovacs-Nolan et al. 2003).
La mayoria de anticuerpos neutralizantes que se dirigen a VP8* bloquean el anclaje del
virus. VP5* es una proteina para la penetracién de la membrana y tiene cinco epitopos

definidos (Dormitzer et al. 2004).

VP4

VP5*

Figura 5: Epitopos de las proteinas VP7 (a) y VP4 (b) del rotavirus (Trask et al. 2012).
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4. Genoma

El genoma de los rotavirus estd compuesto por 11 segmentos de ARN de doble cadena
de diferentes tamarios. El tamafio de los segmentos varia desde los 666 hasta los 3.302
pares de bases, con un genoma total de unos 18.500 pares de bases (Estes & Kapikian
2007).

Cada uno de los segmentos de ARN del genoma del rotavirus codifica sélo una proteina,
excepto el segmento 11 de la mayor parte de rotavirus A, que codifica dos proteinas
diferentes. Seis de estas proteinas son proteinas estructurales que forman parte del
virién (viral proteins, VP1-4,6,7), mientras que las otras seis proteinas son no
estructurales, sélo se encuentran en las células infectadas, y no forman parte de la

particula virica madura (non-structural proteins, NSP1-6) (Tabla 2).

Tabla 2: Genoma del rotavirus (cepa bovina RF G6P6[1]) y proteinas codificadas (Desselberger 2014).

1 3.302 VP1 125 Core 12 ARN polimerasa

dependiente de

ARN

2 2.687 VP2 94 Core 120 Constituyente de la
capa proteica
interna

3 2.592 VP3 88 Core 12 Guanililtransferasa;

metiltransferasa
4 2.362 VP4 86 Capa externa 180 Antigeno

neutralizante  de

tipo P
5 1.581 NSP1 58 No estructural - Antagonista de
interferén
6 1.356 VP6 44 Capa 780 Constituyente de la
intermedia capa proteica
intermedia
7 1.062 VP7 37 Capa externa 780 Antigeno

neutralizante  de
tipo G
8 1.059 NSP2 36 No estructural - NTPasa
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9 1.074 NSP3 34 No estructural - Inhibe la
traduccién de

proteinas celulares

10 751 NSP4 20 No estructural - Enterotoxina

11 666 NSP5 21 No estructural - Proteina fosfo-y O-
glicosilada.

11 - NSP6 12 No estructural - Interaccién con
NSP5

Debido al gran numero de virus excretados en las heces de los nifios con gastroenteritis,
la cantidad de ARN gendmico de rotavirus es tan grande en algunas muestras que puede
visualizarse a simple vista sin necesidad de amplificacidn, utilizando los colorantes para
acidos nucleicos habituales como bromuro de etidio o nitrato de plata (Fig. 6). Los acidos
nucleicos extraidos se separan con electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en 11

segmentos gendmicos segun su tamafio (Greenberg & Estes 2009).

1_-_ VP1

2 — VP2
VP3

s =
4/“< VP4

5— M NsP1

66— — VPG

7 NSP3
g>-< NSP2
VP7

10— @ — NSP4

11— @ NSP5
NSP6

Figura 6: Electroforesis en gel de poliacrilamida de ARN de rotavirus, y proteinas codificadas por cada

segmento (Greenberg & Estes 2009).

Las proteinas codificadas en el genoma del rotavirus son las siguientes (Attoui et al.

2012):
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VP1: ARN polimerasa dependiente de ARN. Se trata de la proteina mas grande codificada
por el genoma del rotavirus. Posee cuatro tuneles, une ARN de cadena sencilla, forma
complejo con VP3 y es responsable tanto de la transcripcién como de la replicacion del
genoma virico.

VP2: Constituyente de la capa proteica interna. Une ARN tanto de doble como de cadena
sencilla, y es necesaria para la actividad polimerasa de VP1. Se trata de una proteina
muy conservada.

VP3: Guanililtransferasa, metiltransferasa, 2’,5'-fosfodiesterasa. Une ARN de cadena
sencilla y forma complejo con VP1.

VP4: Antigeno neutralizante de tipo P. Forma homotrimeros en la capa proteica exterior,
y participa en la adhesién a la célula. Su infectividad es potenciada por escision
proteolitica por proteasas intestinales. Se considera un factor de virulencia y también
participa en la fusién con la membrana celular.

VP6: Constituyente de la capa proteica intermedia. Forma homotrimeros y es
determinante de la especie de rotavirus. Tiene una funcion de defensa frente a los
mecanismos de defensa antiviricos intracelulares y es necesaria para la transcripcion.
VP7: Antigeno neutralizante de tipo G. Es el constituyente principal de la capa proteica
externa. Forma homotrimeros y es glicosilada. El complejo de cationes de Ca%* cambia
sus propiedades estructurales.

NSP1: Antagonista de interferdn. Tiene actividad ubiquitin-ligasa E3 produciendo la
degradacion de los factores reguladores del interferén (IRF3, IRF5 y IRF7) y se une al
ARN. Se trata de la proteina mas variable dentro de una misma especie de rotavirus,
pudiendo cambiar el tamafio total del segmento que la codifica y el marco abierto de
lectura. Se cree que influye en la especificidad de hospedador.

NSP2: Se trata de una proteina multifuncional que exhibe actividad nucledsido
trifosfatasa (NTPasa), ARN trifosfatasa (RTPase) y actividades desestabilizadores de
hélice. Esta proteina es critica para la formacion del viroplasma con su proteina
colaboradora NSP5, y para la replicacion y el empaquetamiento virico a través de sus
interacciones con ARN, VP1 y VP2. Las cepas que expresan NSP2 mutantes sensibles a la

temperatura pierden su capacidad sintetizar ARN de doble cadena y producen particulas
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viricas vacias a temperaturas no permisivas. Se dispone en octameros (Viskovska et al.
2014).

NSP3: Forma dimeros que se unen al extremo 3’ de los ARN mensajeros viricos, al elF4G
y a Hsp90, desplazando PABP, de forma que inhibe la traduccién de proteinas celulares
mientras permite la traduccién de los de origen virico.

NSP4: Enterotoxina cuando es secretada actuando como viroporina, se trata de una
glicoproteina transmembrana del reticulo endoplasmatico rugoso. Alli actua como
receptor intracelular para las particulas de doble capa. Interacciona con los viroplasmas
y con la via autofagica. Modula el Ca%* intracelulary la replicacion del ARN. Se considera
un factor de virulencia.

NSP5: Aunque el papel exacto de esta proteina esta sin resolver se especula que esta
proteina estd implicada en la replicacion y en el empaquetamiento del genoma virico.
La localizacién de esta proteina en los viroplasmas y su actividad se correlacionan con
su estado de fosforilacion, que a su vez depende su interaccién con NSP2. Se dispone en
dimeros y esta fosfo- y O-glicosilada. Une ARN y tiene actividad quinasa (Viskovska et al.
2014).

NSP6: Interacciona con NSP5. Localizada en el viroplasma. Esta proteina existe en la
mayoria de cepas de rotavirus A, y se sintetiza a partir de un marco abierto de lectura

alternativo en el segmento 11 del genoma del virus (Gonzalez et al. 1998).

5. Ciclo replicativo
Las células diana de los rotavirus son los enterocitos maduros del intestino delgado. El
ciclo replicativo del rotavirus se da en su totalidad en el citosol de la célula, y el genoma
del viridn no sale en ningin momento de la particula virica de forma que nunca queda

expuesto a los mecanismos de defensa antiviricos intracelulares (Fig. 7).

21



Gastroenteritis aguda por rotavirus en la poblacion infantil atendida en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

Attachment and ‘ Maturation (VP4 prcteuiysf5)|
internalization /

| IFN antagonist ‘ ‘ Hast translation 5hut—0ﬁ'|

NSPl@ GNSF3
: o-@ Q Q | Intermediate-
membrane
Translatlon displacement
Eartyendosome! by VP7
VP4e
Y veLves)
15
. HIRNA—L NSstg,-, e
. S —Q VPZ- g%& [1
\ p
( = 7 Assembly
g ) ; l Viroplasm

VP6
8 @
0° @

Uncoating and
membrane
penetration

Figura 7: Ciclo replicativo del rotavirus (Trask et al. 2012).

Tras ser ingerido, el virion llega al intestino delgado donde las proteasas intestinales
actian sobre la proteina VP4 de la capa externa del virién, escindiéndola en dos
fragmentos, VP5* y VP8*. El viridn primero se ancla a los receptores de la superficie de
las células diana a través del fragmento VP8*. En muchas cepas este receptor son las
moléculas de acido sidlico, aunque no en todas (Ciarlet et al. 2002)(Fiore et al. 1991).
Por medio de un proceso de endocitosis no mediado por clatrina ni caveolina el viridn
llega al endosoma temprano. Alli, probablemente debido a bajos niveles de Ca?*, se
produce el desensamblaje de la capa proteica mas externa del viridn, eliminandose las
proteinas VP7, VP8* y VP5*, y permitiendo esta Ultima la salida de la particula virica de
doble capa hacia el citosol (Trask et al. 2012).

Una vez en el citosol la particula de doble capa activa el complejo polimerasa de su
nucleo (VP1 mas VP3), actuando como una maquina que transcribe el genoma en ARN
mensajeros que van siendo liberados en el citosol, tomando como molde las cadenas de

sentido negativo de cada segmento gendmico. A los ARNs de sentido positivo recién
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transcritos VP3 le anade una caperuza en 5’ formando un aducto con GTP y S-adenosil-
metionina.

Los ARNs de sentido positivo sirven tanto como ARN mensajeros para la sintesis de
proteinas viricas por los ribosomas celulares, como también de moldes para la sintesis
de ARN de sentido negativo durante la replicacién virica.

La acumulacion de proteinas viricas no estructurales en la célula, especialmente NSP2 y
NSP5, hacen que se formen grandes inclusiones en la célula llamadas viroplasmas, que
van almacenando los componentes necesarios para la replicacion y el ensamblaje de las
particulas subvirales. El empaquetamiento del genoma es iniciado cuando una molécula
de VP1 se une al extremo 3’ de un ARN monocatenario de sentido positivo. Actualmente
se cree que la interaccién de los 11 ARN monocatenarios de sentido positivo da lugar a
la formacion de un complejo de agrupacion, y que la condensacidn de la primera capa
proteica de VP2 alrededor de este complejo de agrupacion lleva a la sintesis de las
cadenas complementarias de ARN por VP1. A continuacion se afiade una capa de VP6,
dando lugar a particulas de doble capa proteica.

El proceso de ensamblaje de la Ultima capa de proteina para dar particulas viricas de tres
capas no se conoce con todo detalle, aunque el modelo actual propone que la particula
de doble capa en el citoplasma interacciona con la proteina virica NSP4, que es una
proteina transmembrana embebida en la membrana plasmatica del reticulo
endoplasmatico. Esta proteina NSP4 también atrapa a la proteina estructural VP4 en la
cara citosélica del reticulo endoplasmatico y, a través de un mecanismo indefinido, el
complejo particula subvirica-NSP4-VP4 entra en el reticulo endoplasmatico. En este
momento se forma de forma transitoria una particula virica con una envuelta lipidica.
La eliminacion de esta membrana del reticulo endoplasmatico que hay sobre la particula
y de NSP4, permite que las proteinas VP7 que estan en el interior del reticulo
endoplasmatico se ensamblen encima, formando las particulas de tres capas. Los
rotavirus explotan los mecanismos de sefializacién relacionados con la concentracidn de
Ca®* intracelular para controlar la replicacidn, la morfogénesis y la patogénesis. De esta

manera, la infeccion con rotavirus conlleva un incremento de al menos 3 veces la
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concentracién de Ca?* intracelular, y hasta 10 veces la entrada de Ca?* a las células
(Brunet et al. 2000)(Ruiz et al. 2000).

El Ca?* tiene un papel importante en los procesos de ensamblaje y desensamblaje del
virién. También mantiene la integridad de la capa proteica mas externa. La proteina VP7
es una proteina que une Ca®*y la quelacidn de este catidn es una manera de activar la
polimerasa de ARN virica. La proteina NSP5 también une Ca%* y la formacién del
viroplasma también requiere de este catidn. La morfogénesis del virus también depende
de niveles adecuados de Ca?*, ya que sin este catidn la morfogénesis virica se para en la
fase de particula de doble capa proteica, ya que VP7 es excluida de los complejos
heteroproteicos con NSP4 y VP4 y las particulas viricas de doble capa no llegan a entrar
dentro del reticulo endoplasmatico. NSP4 es la Unica proteina del rotavirus capaz de
movilizar el Ca%* desde el reticulo endoplasmatico en la célula, quizas actuando como un
canal de Ca?* o regulando otro tipo de canal, o al insertarse en su membrana o por la
actividad de sus dominios desestabilizantes de membrana.

Las particulas viricas de tres capas permanecen dentro del reticulo endoplasmatico
hasta que finalmente son liberadas por un mecanismo de transporte no clasico en
células polarizadas como son los enterocitos, o por lisis celular (Estes & Greenberg

2013)(Trask et al. 2012).

6. Clasificacion y nomenclatura de rotavirus
Los virus pertenecientes al género Rotavirus se han clasificado en varias especies,
también llamados “grupos”, en funcidn de las propiedades antigénicas de la proteina
VP6, asi como en los patrones de migracién de los segmentos de ARN de doble cadena
en electroforesis en gel de poliacrilamida. En los ultimos tiempos el desarrollo de las
técnicas moleculares estd reemplazando a las técnicas inmunoldgicas, y en la actualidad
se utiliza un sistema de clasificacion de las especies de rotavirus basado en la
comparacion de las secuencias de la proteina VP6. Se ha propuesto un umbral de
identidad del 53% de aminoacidos, por debajo del cual dos cepas de rotavirus se

consideran de diferente especie (Matthijnssens et al. 2012).
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En general, la capacidad de reagrupar segmentos entre distintas cepas de rotavirus sélo
se da entre cepas pertenecientes a una misma especie (Attoui et al. 2012).

Hasta ahora se han descrito 9 especies, que se denominan con letras del abecedario
consecutivas, desde el Rotavirus A, hasta el Rotavirus | (Tabla 3), y se ha propuesto una

nueva especie, el rotavirus J, recién identificado en murciélagos (Banyai et al. 2017).

Tabla 3: Especies de rotavirus (ICTV 2017)

Rotavirus A Seres humanos, otros mamiferos, (Matthijnssens et al. 2011)
aves

Rotavirus B Seres humanos y mamiferos (Matthijnssens et al. 2011)

Rotavirus C Seres humanos y mamiferos (Matthijnssens et al. 2011)

Rotavirus D Aves (Trojnar et al. 2010)

Rotavirus E Cerdos (Pedley et al. 1986)

Rotavirus F Aves (Mascarenhas et al. 2016)(Kindler et
al. 2013)

Rotavirus G Aves (Mascarenhas et al. 2016)(Kindler et
al. 2013)

Rotavirus H Cerdos, seres humanos (Marthaler et al. 2014)(Yang et al.
2004)

Rotavirus | Gatos, perros (Phan et al. 2017)(Mihalov-Kovacs
et al. 2015)

Desde el punto de vista epidemioldgico, la especie de rotavirus con mayor importancia
para el ser humano es el rotavirus A, ya que el 90% de las gastroenteritis por rotavirus
en los seres humanos se debe a virus pertenecientes a esta especie, y por tanto son los
virus de esta especie los que mas esfuerzos han reunido para su clasificacién.

La clasificacién de los rotavirus A se ha realizado de cuatro formas distintas: en base a
las propiedades antigénicas de las proteinas VP6 (subgrupos), VP7 (serotipos G) y VP4
(serotipos P); en base a los patrones de migracién de los segmentos gendmicos de ARN
en electroforesis en gel de poliacrilamida (electroferotipos largo, corto, super corto o
atipico); conforme a patrones de hibridacion de genomas completos de ARN
(genogrupos); o analizando las secuencias de nucleétidos de los segmentos genémicos

(genotipos) (Estes & Greenberg 2013)(Matthijnssens et al. 2009).
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Historicamente, VP6 fue la primera proteina virica utilizada para la clasificacién de los
rotavirus. Tanto VP6 como VP2 son proteinas estructurales altamente inmunogénicas y
tras la infeccion los anticuerpos contra ellas son facilmente detectables. VP6 tiene
distintos epitopos que permiten diferenciar diferentes especificidades de subgrupo (SG
[, SG I, SG | + I, 0 SG no-l, no-Il) utilizando dos anticuerpos monoclonales (Ciarlet & Estes
2002). Mas recientemente, mediante caracterizacion molecular, solo se distinguieron
dos grupos, llamados genogrupos, dentro de los rotavirus A: genogrupo | (subgrupo 1), y
genogrupo Il (subgrupos Il, | + Il y no-l, no-ll) (lturriza-Gémara et al. 2002). En 1985 se
propuso un esquema de clasificacion para los rotavirus para permitir la existencia de
multiples “grupos” y para la existencia de “serotipos” que cruzaban las especies
(Graham & Estes 1985), y mas tarde en 1989 se establecid un sistema de clasificacidon
binario inspirado en el utilizado en la clasificacion de los virus de la gripe, derivado de
las reactividades inmunoldgicas y de las estructuras de los genes de las dos proteinas de
la capa externa del virién, VP7 y VP4, que de forma independiente producen anticuerpos
neutralizantes (Ciarlet & Estes 2002). De esta forma las cepas de rotavirus se clasificaron
en serotipos VP7 6 G (por glicoproteina) y serotipos VP4 6 P (por proteasa-sensible)
(Estes & Kapikian 2007). La clasificacidon de los rotavirus en serotipos VP7 6 VP4 se realiza
con ensayos de neutralizacion utilizando suero hiperinmune a virus prototipos y/o a
virus mono-reagrupados desarrollados en laboratorio. Ya que la caracterizacién
antigénica consume una gran cantidad de tiempo y requiere colecciones de virus y
reactivos inmunoldgicos adecuados que no estan disponibles en todos los laboratorios,
y gracias a la creciente disponibilidad de las técnicas moleculares y la secuenciacion, la
clasificacién antigénica ha ido siendo reemplazada por un sistema de clasificacion
basado en genotipos VP7 y VP4. Esta clasificacidon se realiza con andlisis de secuencias
de nucledtidos y se basa en las identidades entre secuencias del mismo tipo de
segmento gendmico (Matthijnssens et al. 2008).

En la actualidad se han identificado 28 genotipos G y 39 genotipos P en el mundo
(Mijatovic-Rustempasic et al. 2016).

Las designaciones de los serotipos G coinciden en gran medida con las de los genotipos,

pero en contraste se ha utilizado un sistema de clasificacidon dual para la clasificacién
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antigénica y genética de VP4 (Estes & Kapikian 2007). Si se conoce el serotipo P se
denota con un numero arabigo (a veces seguido de una letra en mayuscula), y el
genotipo P se denota inmediatamente después entre corchetes. De forma general, el
tipo G1P1A[8], es decir, con genotipo/serotipo G1, y serotipo P1A y genotipo P[8], es el
mas prevalente en las poblaciones humanas (Matthijnssens et al. 2008).

En 2008 se propuso un sistema de clasificacion de las cepas de rotavirus genotipando
todos los segmentos en base a unos umbrales de identidad, por debajo de los cuales, las
cepas comparadas pertenecen a distintos genotipos (Matthijnssens et al. 2008). A cada
segmento se le asignd una letra relacionada con el tipo de proteina que codifica en
inglés, y que se acompaiia de un nimero que determina el genotipo para ese segmento
(ver tabla 4). Un ejemplo es la cepa Wa, aislada en Estados Unidos en 1974, cuya

constelacion de genotipos es: G1P[8]I1R1ICIM1AIN1T1E1H].

Tabla 4: Valores umbrales de identidad que definen genotipos para los 11 segmentos gendmicos de

rotavirus (Matthijnssens et al. 2008).

VP7 80% Glycosylated Gx
VP4 80% Protease-sensitive P[x]
VP6 85% Intermediate shell Ix
VP1 83% RNA-dependent RNA  Rx
polymerase

VP2 84% Core protein Cx
VP3 81% Methyl transferase Mx
NSP1 79% Interferon Antagonist Ax
NSP2 85% NTPase Nx
NSP3 85% Translation enhancer Tx
NSP4 85% Enterotoxin Ex
NSP5 91% pHosphoprotein Hx

En 2011, el Rotavirus Classification Working Group, formado por cientificos del area para
mantener, evaluar y desarrollar el sistema de clasificacion de genotipos de los rotavirus,

propuso un sistema de nomenclatura para identificar las cepas de rotavirus estudiadas
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(Matthijnssens et al. 2011). Mediante el sistema propuesto se condensa una gran
cantidad de informacidn sobre la cepa en una sola linea.

Las cepas se denominan cumplimentando 6 campos:

Especie de rotavirus / especie animal de origen / pais de identificacion / nombre comun
/ afio de identificacion / tipos Gy P

Siguiendo este sistema de nomenclatura la cepa Wa, aislada en Estados Unidos en 1974
se denomindé RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P1A[8], mientras que la cepa DS-1
aislada en el mismo pais en 1976 se denomind RVA/Human-tc/USA/DS-
1/1976/G2P1B[4].

En 2012 se publico el hallazgo de que en realidad sélo determinadas constelaciones de
genotipos, excluyendo a los tipos G y P que son mas variables, infectan con frecuencia
al ser humano (Matthijnssens & Van Ranst 2012). Las dos principales constelaciones son
aquellas en las que se encuadran las cepas tipo Wa, con genotipos 11-R1-C1-M1-A1-N1-

T1-E1-H1, y las cepas tipo DS-1, con genotipos 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2.

7. Evolucioén de rotavirus

La evolucidn de los rotavirus esta dirigida principalmente por tres procesos moleculares:
mutaciones puntuales que dan lugar a variaciones en la secuencia genética de su
genoma (Ramig 1997), reordenamientos (rearrangements) y reagrupamientos
(reassortments) del genoma (Palombo 2002).

Mutaciones puntuales: La replicaciéon del genoma del rotavirus se produce a través de
una polimerasa dependiente de ARN, y la principal fuente de diversidad genética en los
rotavirus son las mutaciones debidas a la propia naturaleza tendente a cometer errores
de esta enzima. Se ha calculado una tasa de mutacién de menos de 5x10° mutaciones
por nucledtido por ronda de replicacion, similar a la que presenta el virus de la gripe
(Ramig 1997). Una cepa de un virus de ARN, que tiene una tendencia natural a sufrir
mutaciones, no constituye una poblacién clonal exacta de un virus tipo, sino que es mas
bien una distribucion de mutantes que compiten en un paisaje de aptitud. La presiéon
selectiva que ejerce un hospedador puede hacer que un mutante gane ventaja evolutiva

sobre los demds y acabe predominando en la poblacién. Se ha descrito suficientemente
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la contribucién de estas mutaciones para generar variantes genéticas de cepas de
rotavirus recolectadas en distintas localizaciones geograficas en el mundo.
Reordenamientos genéticos: Aunque no hay evidencia directa de recombinacién
homodloga durante la replicacién del rotavirus, los saltos de la polimerasa durante la
sintesis de las cadenas positiva o negativa pueden dar lugar a recombinaciones
intramoleculares que den lugar a segmentos reordenados, que usualmente implica
segmentos parcialmente duplicados. Estos raros eventos han sido detectados en varios
animales y en niflos inmunocomprometidos e inmunocompententes, y se considera que
ocurren durante infecciones persistentes. Aunque se han descrito diferentes
reordenamientos genéticos en virus humanos y animales, este mecanismo solo jugaria
un papel marginal, en caso de que juegue alguno, en la generacién de una variacién
significativa en virus salvajes.

Reagrupamientos: La naturaleza segmentada del genoma del rotavirus proporciona un
mecanismo especial para la generacidon de diversidad genética a través de
reagrupamientos de segmentos gendmicos de distintas cepas. Esto ocurre cuando mas
de una cepa distinta infecta a una misma célula, y segmentos gendmicos de las distintas
cepas acaban empaquetados en la misma particula virica. Los reagrupamientos son un
mecanismo evolutivo Unico en virus con genomas segmentados, que puede dar lugar a
la transmision de segmentos entre distintas especies, siendo un mecanismo conocido
en la generacion de diversidad antigénica y en la evolucién de los virus de la gripe. No
es raro que la circulacion simultdnea de distintas cepas humanas puede dar fendmenos
de reagrupamientos, contribuyendo enormemente a la diversidad genética de los
rotavirus (lturriza-gémara et al. 2001).

Las enteritis asociadas a rotavirus en animales tienen también una gran importancia en
ganaderia, especialmente en terneras pequefias (Saif et al. 1994), en lechones (Kapikian
& Chanock 1996), en potros (Conner & Darlington 1980) y en aves jovenes (Dhama et al.
2015). Desde los primeros estudios sobre las infecciones por rotavirus se han descrito
casos esporadicos o incluso brotes de rotavirus A atipicos de origen animal en humanos
(Martella et al. 2010). La transmisidn de rotavirus entre especies diferentes, aunque

ocurre de forma esporadica, se da de forma natural en la naturaleza (Yodmeeklin et al.
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2017)(Palombo 2002). Hay numerosos ejemplos de descripciones de cepas de rotavirus
aisladas en humanos y animales que comparten caracteristicas genéticas y fenotipicas
con virus de especies heterdlogas, y se ha comprobado que las reagrupaciones entre
cepas humanas y animales no son eventos tan aislados (Bezerra et al. 2016)(Mijatovic-
Rustempasic et al. 2016).

Otros factores que aceleran la diversificacion y el cambio en las cepas de rotavirus
circulantes son la globalizacidon de los viajeros, que hace que cepas lejanas puedan
extenderse en nuevas localizaciones con facilidad.

Todos estos factores que influyen en la evolucién y en la diversificacidon de los rotavirus,
hacen que se observan fluctuaciones temporales y espaciales en la distribucién de
genotipos de rotavirus humanos, en los estudios de vigilancia de forma continua.

Se cree que el cambio de genotipos circulantes de una temporada a la siguiente es
debido a la deriva genética generada por las mutaciones puntuales, y a la reagrupacién
de segmentos génicos entre cepas distintas que infectan una misma célula.

Las vacunas, que sélo contienen algunas de las cepas humanas mas prevalentes, podrian
permitir que emergieran otras cepas con distintos genotipos G y P, aunque detectar este
hecho es complicado, ya que se dan fluctuaciones ciclicas de manera natural

(Matthijnssens et al. 2009).

8. Deteccion y caracterizacion de rotavirus

Microscopia electrénica: El descubrimiento de los rotavirus se realizd mediante

preparaciones de heces y de tejido epitelial intestinal de nifios enfermos con
gastroenteritis, observados al microscopio electrdnico (Fig. 9). Esta técnica es altamente
especifica para la deteccidn de rotavirus, ya que la forma y el tamafo de los viriones es
facilmente diferenciable de otros virus, y es tan sensible como algunas técnicas de
enzimoinmunoandlisis. Se estima que se necesitan 10° particulas por gramo de heces
para poder ser observadas. Pero este tipo de ensayo no se realiza de forma rutinaria en
la deteccidn de este virus porque requiere la utilizacion de una determinada cantidad

de recursos, tanto de personal entrenado, como de costosa instrumentacidon, ademas
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de no poder distinguir entre rotavirus de diferentes grupos. La gran ventaja de esta

técnica es que permite encontrar cualquier virus (Buesa Gomez et al. 2001).

Figura 8: Microfotografia  electrénica de rotavirus. La barra mide 100 nm

(https://es.wikipedia.org/wiki/Rotavirus).

Deteccion de antigenos:

Los métodos mds comunes de deteccion de rotavirus, por su facilidad de ejecucién y su
bajo coste, son los basados en la deteccidn de proteinas antigénicas en la superficie de
las particulas viricas en muestras de heces. Se han utilizado varias técnicas, como el
enzimo-inmunoanalisis (EIA), utilizado en estudios de vigilancia a gran escala, y que usa
anticuerpos especificos para capturar antigenos en placas de plastico con pocillos. El
antigeno es detectado con una reaccidn colorimétrica usando un segundo anticuerpo
especifico contra rotavirus acoplado a una enzima detectora. Se trata de un método muy
sensible y especifico, y adaptable a un alto volumen de muestras analizadas utilizando
placas de 96 pocillos. Los resultados de densidad dptica pueden ademas ser registrados
de forma automatica con un lector de placas, permitiendo el analisis de los resultados
directamente en el ordenador. Un método alternativo es la aglutinacion de latex,
utilizando particulas de latex cubiertas con anticuerpos anti-rotavirus, pero el método
con un menor coste-beneficio son los tests rapidos inmuno-cromatograficos. Estos kits
se pueden utilizar cuando el volumen de muestras a analizar no es excesivo, se realizan

en poco tiempo y tienen una sensibilidad y especificidad aceptables. Ademas, suelen
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incluir la posibilidad de detectar en el mismo ensayo adenovirus intestinales. El test
rapido se basa en una conjugacion previa de los rotavirus de la muestra con anticuerpos
anti-rotavirus unidos a esferas de poliestireno de un determinado color en suspension,
y esta suspension se hace correr por una membrana. En una zona concreta de esta
membrana se han inmovilizado anticuerpos anti-rotavirus formando una linea gruesa.
Al migrar la suspensién a través de la membrana los rotavirus unidos a las esferas de
color quedan atrapados en la linea por los anticuerpos inmovilizados observdndose una
linea coloreada en la ventana del soporte (Wilhelmi et al. 2001)(World Health

Organization 2009a).

Hka
Al k. S

Figura 9: Test rapido inmuno-cromatografico VIKIA® Rota-Adeno.

Serotipado con anticuerpos monoclonales:

En la primera mitad de los afios 1980 se aislaron anticuerpos monoclonales contra el
antigeno de serotipo VP7 (G) de los cuatro rotavirus mas comunes (G1-4), que se
mostraron capaces de unirse a particulas viricas intactas de una manera especifica. El
desarrollo posterior de métodos de EIA con esos anticuerpos monoclonales permitio el
serotipado directo de los rotavirus en las muestras fecales. También se han aislado
anticuerpos monoclonales contra el antigeno de serotipo VP4 (P) que clasifican a las
distintas cepas de rotavirus en distintos serotipos (Taniguchi et al. 1987).

Electroferogramas:

Debido a la gran cantidad de rotavirus excretados en las heces de los nifios infectados
con gastroenteritis, los segmentos de ARN pueden visualizarse directamente tras su
extraccidon de las particulas viricas, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, y
tras ser tefiidos con bromuro de etidio o nitrato de plata. Con la electroforesis pueden

distinguirse las distintas especies de rotavirus en funcion del patron de separacion de
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los segmentos. En algunos casos, la deteccidon de los acidos nucleicos con nitrato de plata
presenta una sensibilidad semejante a los enzimo-inmunoanilisis. Sin embargo, estas
técnicas requieren un trabajo intensivo y un tiempo considerable por lo que no suelen
utilizarse en estudios de vigilancia.

Se han desarrollado una serie de métodos de reaccién en cadena de la polimerasa con
transcripciéon inversa convencionales (RT-PCR) o en tiempo real (QRT-PCR), utilizando
primers especificos para varios genes diferentes de rotavirus, en especial para VP6.
Ademads de para la deteccién de rotavirus en muestras de heces, el estudio de los
elecroferotipos puede utilizarse en la caracterizacion de las cepas de rotavirus, ya que
cada cepa presenta una distribucion de bandas, también llamado electroferotipo,
caracteristica. Las distintas especies de rotavirus presentan electroferotipos
determinados, y dentro del rotavirus A, existen patrones de electroferotipos largos
(cepas tipo Wa), y electroferotipos cortos (cepas tipo DS-1) (World Health Organization
2009a).
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Figura 10: Gel PAGE mostrando los diferentes patrones de migracién de segmentos de ARN de los

rotavirus A, By C (World Health Organization 2009a)

Andlisis de hibridacién (Palombo 2002)(Nakagomi & Nakagomi 1993)(Gerna et al.

1992)(Pongsuwanna et al. 1996)(Palombo et al. 2000):

Se utilizan sondas del genoma completo, que se obtienen gracias a la capacidad de las
particulas viricas con una sola capa proteica de sintetizar ARN in vitro. Si lo hacen en
presencia de [32P] ATP o [32P] GTP, los ARNs transcritos llevan incorporada la etiqueta
radioactiva, y se obtienen sondas de los 11 ARN del genoma del rotavirus. Las sondas
pueden entonces mezclarse con ARN gendmico purificado de un virus diferente,
hibridizadas en liquido y analizadas por PAGE seguida de autorradiografia. De esta
manera se identifican los segmentos de ARN relacionados. Una desventaja de este
método es que los hibridos pueden migrar con distinta velocidad de los ARN puros, y
por tanto puede resultar dificil identificarlos de forma exacta. Para definir con mas
precision el gen o los genes a analizar, también se usa un método en el que la sonda del
genoma completo del rotavirus esta etiquetada con sustratos quimioluminiscentes. En
este método el ARN a estudiar es separado por PAGE, transferido a un filtro de
membrana, desnaturalizado y utilizado en hibridacién de tipo Northern. Los ensayos de
hibridacion ARN-ARN definieron tres grupos de rotavirus, basados en la incapacidad de
sus genomas para hibridar de forma cruzada, y que se llamaron genogrupos. Los
primeros genogrupos identificados fueron Wa-like, DS-1-like y AU-1-like (Nakagomi et
al. 1989).

Genotipado:

El genotipado puede realizarse mediante amplificacidon de productos de PCR especificos
de genotipo para su analisis sobre un gel de agarosa, o para secuenciacidén y analisis de
las secuencias. Si el objetivo es visualizar amplicones especificos de tipo en un gel se
deben realizar dos fases: una primera fase de transcripcién inversa y amplificacion de
un fragmento comun a todos los genotipos, y una segunda fase en la que se utilizan
primers especificos de genotipo y que dan lugar a los productos de amplificacién
especificos. La primera fase se hace en tres pasos: 1) desnaturalizacion del ARN de doble

cadena, 2) transcripcion inversa del ARN de doble cadena, y 3) amplificacién del ADN
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copia. La segunda fase consiste en una segunda amplificacion con una PCR convencional
utilizando primers especificos de varios genotipos posibles en la muestra juntos.

Secuenciacion de genomas completos (Whole genome sequencing):

En los ultimos tiempos las técnicas de secuenciacion masiva han permitido obtener las
secuencias de los genomas completos de muchas cepas de rotavirus. Con estas técnicas

pueden estudiarse las caracteristicas de cada cepa de una manera mucho mas exacta.

9. Patogénesis
Los rotavirus infectan principalmente los enterocitos maduros de los extremos de las
vellosidades intestinales de los animales, donde pueden producir vacuolizacion vy
pérdida del epitelio, seguido de hiperplasia de las criptas (Greenberg & Estes 2009).
La gastroenteritis por rotavirus va acompanada por una viremia sistémica, aunque
generalmente con unos titulos mucho menores que en heces. Se desconoce sin embargo
si esta viremia implica replicacién de los rotavirus en otro tipo de células fuera del
circuito intestinal, aunque se han encontrado virus en érganos tales como higado y
corazon. Las infecciones repetidas se dan en presencia de anticuerpos IgG, que
impedirian la replicacion del virus extraintestinalmente, aunque no en la mucosa
intestinal. La cantidad de virus en sangre es mayor en nifios de entre 6 y 23 meses. Este
hecho puede deberse a la proteccion otorgada por anticuerpos maternos antes de los 6
meses de edad, y en anticuerpos desarrollados tras infecciones naturales a partir de los
2 anos. Por otro lado, no se ha encontrado asociacion entre la presencia de ARN del virus
en la sangre y la gravedad de la clinica (Ray et al. 2006)(Blutt & Conner 2007)(Blutt et al.
2007).
En cambio, en hospedadores inmunocomprometidos los rotavirus pueden replicarse en
el higado, en el sistema biliar y en el pancreas, y pueden asociarse con atresia biliar y
pancreatitis (Desselberger 2014).
Los factores del mecanismo productor de enfermedad son: malabsorcidén seguida de
destruccién del epitelio, isquemia de las vellosidades, la accién de NSP4 como
enterotoxina virica, y la activacién del sistema nervioso entérico. El andlisis microscdpico

de las lesiones revela atrofia de las vellosidades intestinales con algunas fusiones de

35



Gastroenteritis aguda por rotavirus en la poblacion infantil atendida en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

vellosidades, e hiperplasia epitelial en las criptas. La necrosis de los enterocitos apicales
es seguida de metaplasia escamosa y cuboidal mientras las lesiones se resuelven.
Respecto de los vémitos, la infeccidon de las células enterocromafines del intestino
estimula la produccién de serotonina que activa nervios vagales aferentes y estimula las

estructuras cerebrales que controlan el vomito (Desselberger 2014).
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Figura 11: Mecanismo mediante los cuales los rotavirus causan diarrea (Greenberg & Estes 2009). A) Los
eventos que suceden tras la infeccién de los enterocitos se muestran en orden de izquierda a derecha,
aunque no todos los eventos se dan en todas las células. La infeccidn de la célula inicial por un virus en el
lumen da lugar a la entrada, eliminacion de la capa exterior, transcripcion, traduccién de proteinas viricas,
formacion de viroplasmas (Vi) y liberacion apical de virus y proteinas viricas (los tridngulos rojos son

moléculas de NSP4) mediante una via de secrecién no clasica. NSP4 intracelular también induce la
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liberacién de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico, produciendo un aumento del Ca?* intracelular. NSP4
liberado en el lumen debilita las uniones tight junctions permitiendo un flujo paracelular de agua vy
electrolitos (flecha azul). NSP4 liberado en el lumen puede unirse a un receptor especifico y desencadenar
una cascada de sefiales a través de la fosfolipasa C (PLC) y el inositol trifosfato (IP)s que resulta en la
liberacién de Ca®* y en el aumento del Ca? intracelular. La expresién de NSP4 también aumenta el Ca®*
intracelular a través de un mecanismo independiente de PLC. El incremento en Ca?* intracelular también
desorganiza el citoesqueleto. NSP4 puede actuar directamente sobre una célula de cripta, o NSP4 puede
estimular el sistema nervioso entérico (ENS) que sefializa un aumento de Ca?* intracelular, que a su vez
induce la secrecion de ClI. B) Arquitectura normal del intestino delgado, sin mostrar el sistema circulatorio.
Se muestra el ENS y sus ganglios en los distintos niveles de la submucosa. C) Arco reflejo en el ENS que
puede recibir seiales del epitelio de las vellosidades y activar el epitelio de la cripta. En el inserto 1 puede
verse la rica inervacién en amarillo de una vellosidad intestinal de un ratén adulto. El inserto 2 muestra
que los enterocitos infectados de la vellosidad pueden estimular el ENS mediante la liberacién basolateral
de NSP4 u otra molécula efectora. La integrina a2B1 puede unirse al NSP4 y desarrollar diarrea en el ratén

recién nacido.

Los mecanismos y la duracién de la proteccion contra la infeccion por rotavirus no estan
completamente dilucidados, aunque se sospecha que la proteccidn clinica implica una
respuesta de anticuerpos desde la mucosa intestinal y sistémicos, asi como inmunidad
celular (M. Franco et al. 2006). Las evidencias apuntan a que los anticuerpos intestinales
IgA producidos en el yeyuno son los mecanismos mas importantes para la proteccién a
largo plazo frente al rotavirus, y que la respuesta inmune depende, al menos
parcialmente, de epitopos neutralizantes sobre las proteinas VP7 y VP4 de la capsida
(Ward 2009).

Tras la primera infeccidn la respuesta de anticuerpos se dirige preferentemente contra
el serotipo especifico virico, a través de una respuesta homotipica, mientras que se
desarrolla una respuesta heterotipica mas amplia a partir de la siguiente infeccion (M.
A. Franco et al. 2006).

Algunos estudios asocian determinados genotipos con cuadros de gastroenteritis mas
severos, mientras que otros estudios encuentran resultados contradictorios o no

encuentran asociacion (Bahl et al. 2005).
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10.Clinica del rotavirus.
Sintomas:
Las gastroenteritis por rotavirus pueden desencadenar un amplio espectro de sintomas
en los nifios pequefios, desde diarreas leves y fugaces, hasta gastroenteritis severas con
fiebre concomitante. Las infecciones primarias incluyen con mas frecuencia sintomas de
gastroenteritis, mientras que las reinfecciones suelen pasar mads inadvertidas, sin
sintomas o con sintomas leves, y muy raramente dan lugar a hospitalizaciones
(Velazquez 2009). Sintomas como los vémitos, diarrea o fiebre son los que se asocian
con mayor frecuencia a deshidrataciones severas en algunos nifios que requieren
hospitalizacién (Uhnoo et al. 1986).
La mayoria de las enfermedades por rotavirus son leves a moderadas, aunque en las
edades desde el nacimiento hasta los tres afos suelen observarse gastroenteritis
severas que requieren hospitalizacion. Esta edad, por otro lado, es la edad en la que los
ninos son mas sensibles a la deshidratacion, y es la edad también en la que suelen darse
las infecciones primarias (Van Damme et al. 2007)(Wildi-Runge et al. 2009).
El periodo de incubacion de la enfermedad por rotavirus oscila entre los 1 y 2 dias, y los
sintomas suelen durar entre 3 y 8 dias, aunque pueden llegar a permanecer dos o tres
semanas en nifos inicialmente sanos.

Complicaciones:

En algunos nifios, las nauseas y los vomitos pueden hacer que sea imposible una
adecuada rehidratacion oral domiciliaria, lo que puede ocasionar una pérdida severa de
fluidos con o sin el acompafiamiento de descompensaciones electroliticas. Hay que
considerar que la deshidratacién hipo-, iso- o hipertdnica puede requerir tratamientos
prolongados de rehidratacidon. Pueden producirse también convulsiones debidas a la
fiebre o a los desequilibrios electroliticos, encefalitis o meningitis, shock y posible
muerte. A largo plazo algunos nifios desarrollan diarrea crénica y, en localidades mas
desfavorecidas malnutricidn.

En niflos previamente sanos y bien nutridos que reciben rehidratacién antes de
desarrollar un shock, no quedan secuelas residuales tras una infeccion por rotavirus. Sin

embargo, es primordial una asistencia sanitaria adecuada para evitar complicaciones.
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Infecciones en nifios inmunocomprometidos:

En general la infeccidon por rotavirus no causa sintomas clinicos severos en pacientes
moderadamente inmunocomprometidos, aunque si se ha observado una excrecién
prolongada de virus (Oishi et al. 1991).

En cambio, en nifios con inmunodeficiencias severas como inmunodeficiencia severa
congénita, trasplante de Organos sdélidos o de médula odsea, se pueden dar

enfermedades por rotavirus severas, prolongadas e incluso fatales (Fischer 2008).

11.Epidemiologia de la infeccidn por rotavirus
La epidemiologia de cada una de las especies de rotavirus es distinta. Los rotavirus A son
los mas prevalentes en la especie humana, aunque los rotavirus B, Cy H también causan
enfermedad en el ser humano (Martella et al. 2010). Las particulas viricas de los
rotavirus son muy resistentes en el medio ambiente, lo que facilita la transmision oral-
fecal. Se han descrito brotes de origen alimentario muy raramente, por productos
contaminados en origen, o por manipuladores infectados (lturriza-Gomara & O’Brien

2016).

Tabla 5: Principales caracteristicas de las infecciones por rotavirus en humanos (Martella et al. 2010).

Edad de infeccion <5 afios Principalmente Todas las edades  Principalmente
adultos adultos
Seroprevalencia Casi 100% alos5 ? 50-60% a los 60 ?
afios afios
Ocurrencia tipica Casos Brotes (uUltimamente Brotes y casos ¢Brotes?

esporadicos

también casos

esporadicos

(brotes en esporadicos)
adultos)
Geografia Mundial Este y sur de Asia Mundial Este y sur de Asia
Estacionalidad Si ? ? ?
Modo de transmision Fecal-oral Agua Fecal-oral ?
tipico éAérea? ¢Alimentos?
Hospedador animal Varios Varios mamiferos Varios mamiferos  Cerdos
mamiferos y
aves
Evidencia Si No Si Si

transmision zoondtica
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Rotavirus A:

Se considera que todos los nifios en el mundo habran sido infectados por un rotavirus A
a la edad de cinco afios.

Las enfermedades diarreicas atribuidas a rotavirus A constituyen una gran proporcion
de la carga de enfermedad y muerte en nifios menores de 5 afios, especialmente en
paises en vias de desarrollo (Platts-Mills et al. 2015)(Tate et al. 2012). El nimero de
muertes infantiles por rotavirus se ha reducido a la mitad, desde las 528.000 muertes
en el ano 2000 hasta las 215.000 en 2013 (lturriza-Gémara & Cunliff 2017). Aunque el
numero de muertes ha disminuido, la distribucion de esta mortalidad infantil sigue

concentrandose en Africa y en Asia (Fig. 12).

T < 10 deaths pes 100,000

S

] 10 10 5T deaths per 100000
[ 1 50 to 100 depths per 10,000
B 100 o 1000 dewths per 100,000

Figura 12: Distribucién mundial de la mortalidad infantil producida por rotavirus (Tate et al. 2012).

Mas del 80% de las muertes infantiles por rotavirus se producen en paises en vias de
desarrollo, donde las pobres condiciones higiénicas y sanitarias, la malnutricion y la alta
prevalencia de coinfecciones que afectan de forma seria al sistema inmune, tienen un
efecto negativo en la evolucion de la enfemedad (Parashar et al. 2006).

A pesar de tener una mortalidad muy baja en paises desarrollados, las infecciones por
rotavirus conllevan una morbilidad significativa, con un gran impacto en los costes

médicos totales (Gleizes et al. 2006).
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La mayor carga de enfermedad se presenta en los nifos de entre 0 y 3 afos de edad, tal
y como se puede observar en la figura 13, siendo la mayor prevalencia entre los nifios

de 6y 23 meses (Gleizes et al. 2006).
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Figura 13: NUmero de muestras positivas a rotavirus por grupos de edad, analizadas por laboratorios de
referencia de rotavirus de 16 paises de la UE/EEA de 2006 a 2013, y notificadas a EuroRotaNet

(EuroRotaNet n.d.).

Los brotes de gastroenteritis por rotavirus A, que son los mas prevalentes en el ser
humano, no presentan estacionalidad en los paises tropicales, pero en los paises
templados presentan una estacionalidad muy marcada, presentandose con mayor
frecuencia en invierno y primavera (Koopmans & Brown 1999).

Durante cada temporada, cepas con diferentes genotipos circulan entre la poblacién
simultdneamente, con distintas proporciones. Asi, en un estudio sistematico de revision
de publicaciones sobre genotipado de poblaciones de rotavirus desde 1996 hasta 2007,
se encontré que los genotipos G1,G2, G3, G4 y G9 constituyen un 88% de todas las cepas
circulantes en los seres humanos en todo el mundo. Sin embargo, se observan grandes
diferencias atendiendo a la localidad estudiada, asi como a lo largo del tiempo. Las cepas
encontradas en un localidad varian de una temporada a otra. Asi, las cepas G1
disminuyeron desde el afio 2000, mientras que las cepas G3 reemergieron, y las cepas

G9 y G12 emergieron en el mismo periodo. En cambio, si se considera el peso de las
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cepas que predominan en los paises con una importante mortalidad por rotavirus, las
cepas G1 y G9, que son mas prevalentes en paises desarrollados, pierden importancia
en relacién a las cepas G8, que predominan en paises en vias de desarrollo como muchos
paises de Africa (Banyai et al. 2012).

Aunque los rotavirus infectan preferentemente una determinada especie de animal
para la cual se definen como homologos, pueden llegar a ser heterdlogos e infectar a
otras especies. Estudios en el conejo y en el ratdn han demostrado que por lo general
solo los virus homdlogos se replican de manera eficiente y se transmiten
horizontalmente (Ciarlet et al. 2000)(Feng et al. 1994). Pero por otro lado, también se
ha observado que bajo condiciones experimentales cepas heterdlogas de rotavirus han
podido infectar e incluso causar diarrea en modelos animales (Kapikian et al. 2001).
Ademas, los andlisis de hibridacion ARN-ARN y los estudios de secuenciacién del genoma
completo de cepas salvajes humanas y animales han mostrado varios ejemplos de
transmision entre especies en condiciones naturales (Tsugawa & Hoshino
2008)(Matthijnssens et al. 2006).

Con gran frecuencia se dan infecciones nosocomiales en hospitales. La mayor carga de
las infecciones nosocomiales por distintos patdgenos ocurre en la poblacién adulta,
donde las infecciones no viricas representan la gran mayoria (85-95%) de todas las
infecciones. El tracto urinario asociado en un 80% de veces con la presencia de un
catéter, el tracto respiratorio, y los sitios de intervencidn quirdrgica son los lugares
predominantes de infeccidn, mientras que las infecciones gastrointestinales son menos
comunes (Lizioli et al. 2003). Los agentes aislados con mas frecuencia son bacterias
Gram-positivas (Staphylococcus spp., Streptococcus spp.) y Gram-negativas (Escherichia
coli, Klebsiella spp), mientras que los hongos (Candida spp y Aspergillus spp.) tiene
también un papel significativo en algunas localizaciones (Trick et al. 2002).

En cambio, entre la poblacidon infantil son las infecciones de los tractos gastrointestinal
y respiratorio (alto y bajo) las dos localizaciones de infeccién nosocomial mads
frecuentes, constituyendo hasta un 65-90% de todas las infecciones pediatricas
adquiridas en el hospital, y siendo las primeras las mas prevalentes (Urrea et al. 2003).

Por otro lado, las infecciones viricas nosocomiales se dan principalmente en la poblacién
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infantil, constituyendo hasta un 91-94% de todas las causas de diarrea pediatrica
nosocomial, y siendo el rotavirus el mayor agente causal, en un 31-87% de los casos,
aungue no hay que despreciar el dato de que el papel de otros virus como norovirus,
astrovirus y adenovirus ha sido infraestimado hasta hace relativamente poco tiempo
como consecuencia de unas técnicas mas limitadas en cuanto a sensibilidad y dificultad
de manejo. Por ejemplo, los norovirus se han identificado en el 17-46% de las causas de
diarrea nosocomial en los estudios en los que se han buscado estos virus. Las infecciones
nosocomiales por rotavirus estan principalmente asociadas con nifios de entre 0y 5
meses de edad, que es una edad mas temprana que a la que suelen darse las infecciones
de transmision comunitaria (Gleizes et al. 2006)(Pacini et al. 1987)(Noone & Banatvala
1983)(Mclver et al. 2001).

Los nifios que acuden a los servicios de urgencia o son hospitalizados con enfermedad
por rotavirus tienen el potencial de convertirse en fuente de infecciones nosocomiales
(Dennehy & Peter 1985), y factores como la disponibilidad de agua en la habitacion del
nino, o la cercania del mostrador de enfermeria o de la sala de juegos pueden jugar un
determinado papel en la frecuencia de estas infecciones (Le Roux et al. 2004).

Las infecciones nosocomiales asintomaticas son mas frecuentes en neonatos y en nifios
menores de 3 meses, constituyendo entre un 18 y un 39% de todos los casos,
considerandose como posibles causas cepas especificas adaptadas a su circulacion en
determinados ambientes (cepas de guarderia) o a la presencia transitoria de anticuerpos
maternos (Gianino et al. 2002)(Ringenbergs et al. 1989).

En algunos estudios se ha encontrado que hasta un 7% de los nifios ingresados en la
unidad de lactantes sin sintomas de gastroenteritis excretan rotavirus en sus heces, lo
gue puede constituir una fuente considerable de contagio para el resto de nifios no
infectados (Romdn Riechmann et al. 2004).

El principal mecanismo de transmisién nosocomial del rotavirus es por contacto, a través
de la via oral-fecal directa o indirecta. Por su estructura fisica el rotavirus es bastante
resistente en el medio ambiente, su dosis infectiva es muy baja, y los viriones son
excretados en grandes cantidades en las heces de los nifios infectados, lo que hace que

el rotavirus sea altamente contagioso. Otras vias de transmision descritas son mediante
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el vomito, y se ha sugerido la transmision aérea respirando pequefas gotas infectadas,
aungue sigue siendo motivo de controversia. Esta transmision aérea en cambio
explicaria la incapacidad de probar la transmisién oral-fecal en algunos brotes de
gastroenteritis por rotavirus (Gleizes et al. 2006)(Parashar et al. 1998)(Zheng et al.
1991).

Los principales vehiculos de transmision son los trabajadores asistenciales, la mayoria
de ellos no infectados. Se han encontrado rotavirus en las manos del 76-78% de los
trabajadores asistenciales que cuidan nifios con gastroenteritis por rotavirus adquirida
en la comunidad, y también en el 20% de los trabajadores asistenciales que no atienden
a nifios (Cone et al. 1988)(Barnes et al. 2003).

Se ha demostrado una prolongada excrecidn de rotavirus en las heces de mas de 10 dias

en nifios inmunocompententes tras gastroenteritis severas (Richardson et al. 1998).

Rotavirus B:

En 1980 se produjo una gran epidemia de gastroenteritis por rotavirus B vehiculizada
por agua con mas de un millén de personas afectadas, principalmente adultos (Hung et
al. 1984), mientas que se han identificado casos esporadicos con posterioridad que
parecen ser de cepas diferentes, lo que sugiere que distintas cepas de rotavirus B

circulan o pueden infectar al ser humano (Ahmed et al. 2004)(Kelkar & Zade 2004).

Rotavirus C:

Se consideran endémicos en muchas partes del mundo, y causan menos del 5% de las
hospitalizaciones infantiles por gastroenteritis (Banyai et al. 2006). Sin embargo, los
rotavirus C también causan brotes asociados con la consumicion de alimentos o agua
contaminados. La limitada variabilidad genética de los rotavirus C en los humanos
contrasta con la diversidad observada en cerdos, y no esta claro si esa pequefia
variabilidad es por una reciente adquisicién desde una cepa porcina, o si se debe a
restricciones genéticas contra la diversificacién (Martella et al. 2007). De todas formas,

esta claro que las barreras entre especies son a veces traspasadas por los rotavirus tal y
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como se observo en una cepa porcina encontrada en un nifio brasilefio (Gabbay et al.

2008).

Rotavirus H:
Aun no se ha identificado el origen de la cepa ADRV-N identificada en un brote de diarrea

en China y de un caso esporadico en Bangladesh (Alam et al. 2007).

12.Tratamiento y prevencion
Aligual que ocurre con otros virus desnudos como son los rinovirus, los rotavirus pueden
mantenerse infecciosos durante varias horas en las manos o en superficies inanimadas.
De esta manera, una gran variedad de superficies animadas (manos principalmente) e
inanimadas (plastico, cristal o acero, por poner algunos ejemplos) en los servicios
asistenciales pueden actuar como donantes y receptores de rotavirus (Ansari et al.
1988).
Se sabe que pueden excretarse hasta 10! particulas viricas por gramo de heces (Flewett
& Woode 1978) y se ha demostrado que al menos 1 de cada 4 x 10* de esas particulas
es infecciosa para cultivos celulares (Graham et al. 1987)(Ward et al. 1986).
También se sabe que la dosis minima infectiva es de 1 unidad infectiva para cultivo
celular (Ward et al. 1984).
En un estudio se comprobé que los nifios se chupan los dedos y ponen juguetes y otros
objetos en sus bocas con una frecuencia media de una vez cada 2 6 3 minutos (Black et
al. 1981).
Una vez identificado un caso, éste debe ser inmediatamente aislado. En época
epidémica, la aparicion de vomitos proyectados o diarrea debe ser suficiente para un
diagnodstico presuntivo, mientras llegan los resultados de laboratorio. Las medidas de
prevencion entéricas y la atencidon en una limpieza ambiental profunda de superficies
con hipoclorito o biocidas virucidas autorizados para virus desnudos, son esenciales para
la contencidn. Las ropas de cama y toallas y otros materiales textiles que puedan estar
contaminados deben rapidamente gestionados, y productos perecederos expuestos

como alimentos o toallitas deben ser eliminados (Caul 1994).
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Una clave para la contencidn es la “inmovilizaciéon” del paciente sintomatico para evitar
la posibilidad de diseminacion adicional. Los antieméticos intramusculares rapidamente
frenan los vdmitos, disminuyen la deshidratacion y actian como sedantes, reduciendo
la movilidad del paciente. El personal de enfermeria tendrd un riesgo especial de
contagio.

Al ser tan frecuentes los brotes nosocomiales por rotavirus se debe instaurar una politica
de descontaminacién ambiental continua.

La medida mas facil de aplicar es eliminar la dispersién del virus a otras areas. Se debe
imponer una restriccion total a todo movimiento del personal de un area afectada a
otra, especialmente a habitaciones comunales como salas de juegos. En caso de que
esta medida no se imponga inmediatamente el virus se diseminard rapidamente. El
movimiento del paciente debe ser también restringido a no ser que sea clinicamente
imperativo. Debido a un alto indice de infecciones en el personal que trabaja en un area
afectada, un trabajador con sintomas deberia quedar confinado en esa zona, y si los
sintomas aparecen trabajando en otra zona, deberia quedarse en casa hasta su
recuperacién completa.

Estas medidas estrictas pueden evitar brotes que causen el cierre de algunas zonas del
hospital.

Aunqgue prometedora en un principio, no existe evidencia que apoye el uso de la terapia
oral con gammaglobulinas anti-rotavirus en nifios nacidos con bajo peso para la

prevencion de la infeccidn precoz (Barnes et al. 1982)(Pammi & Haque 2011).

13.Vacunas
La gran carga de enfermedad que supone la infeccién por rotavirus en el mundo en
seguida hizo que la OMS apoyara iniciativas para el desarrollo de vacunas contra la
enfermedad. Los primeros estudios longitudinales mostraron que una vacuna oral viva
administrada a nifios durante los primeros meses de vida podia ser efectiva. El primer
estudio se baso en la seleccidn y vigilancia longitudinal de bebés ingresados en el Royal
Women’s Hospital de Melbourne, donde una cepa inusual de rotavirus era endémica.

Los nifios seleccionados fueron vigilados clinica y serolégicamente durante sus 3
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primeros afios de vida, comprobandose que los nifios infectados siendo neonatos no
guedaban protegidos de reinfecciones futuras, aunque si quedaban protegidos de
sintomas de diarrea severa durante las reinfecciones (Bishop et al. 1983). Estudios
intensivos sobre rotavirus humanos y animales adaptados a cultivos celulares
proporcionaron las bases para el disefio de vacunas. Asi, desde 1983 se han ensayado
varias vacunas candidatas. En la tabla 6 se detallan las vacunas contra el rotavirus que
han existido hasta la fecha en el mundo. Las estrategias adoptadas han sido
principalmente dos: las vacunas de primera generacion, que utilizaba cepas de rotavirus
animales naturalmente poco virulentas en el ser humano; y las de segunda generacion,
gue o bien utilizan una cepa humana representativa de un serotipo comun, y atenuada
mediante multiples pases “in vitro”, o bien estan basadas en cepas reagrupadas
humanas y animales, donde en una cepa animal se cambia algin segmento génico de

VP7 o VP4 por uno de origen humano (Jiang et al. 2010).

Tabla 6: Desarrollo de vacunas contra el rotavirus (Bishop R. 2009).

1983 RIT 4237 Cepa Uunica bovina No se comercializd Estados Unidos
G6P6

1986 RRV-MMU Cepa Unica de monos  No se comercializé Estados Unidos
G3

1991 TRRV (Rotashield®) Cepas reagrupadas Woyeth-Lederle Estados Unidos

humanas y de monos

G1, G2, G3, G4, p3

1999 Rotarix® Cepa Unica humana Glaxo-Smithkline Reino Unido
G1P[8]
2000 RotaTeq® Cepas reagrupadas Merck Estados Unidos

humanas y bovinas
G1, G2, G3, G4, P[8]
2000 Lanzhou lamb Cepas reagrupadas Lanzhou Biologicals China
rotavirus vaccine humanasy de cordero
G10P[12], G1, G2, G3,
G4
2012 Rotavin-M1 Cepa Unica humana POLYVAC Vietnam
G1P[8]
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2014 Rotavac® Cepa Unica Bharat Biotech India
naturalmente
reagrupada humanay
bovina G9P[11]

2017 ROTASIIL® Cepas reagrupadas Serum Institute of India India
humanas y bovinas Pvt Ltd

G1,G2,G3,G4yG9 (aun no comercializada)

Las vacunas con una sola cepa animal (RIT, RRV) mostraron una proteccion limitada
contra la diversidad de serotipos humanos, por lo que se adoptd la estrategia de cepas
reagrupadas animales y humanas. Las cepas Unicas humanas son capaces de otorgar
proteccion contra diversos serotipos humanos tal y como han demostrado algunos
estudios longitudinales (Patel & Parashar 2009)(Gorrell & Bishop 1999)(Veldzquez et al.
1996). La vacuna tetravalente TRRV demostré ser muy efectiva, y fue aprobada para su
comercializacién siendo ampliamente usada en Estados Unidos. Esta vacuna fue sin
embargo retirada del mercado tras la farmacovigilancia post-comercializacién, al
asociarse con un riesgo aumentado de invaginaciones intestinales (MMWR
1999)(Delage 2000).

Hoy en dia, las dos vacunas autorizadas para su comercializaciéon en el mundo son
Rotarix®, que contiene una sola cepa humana G1P[8], y Rotateq® , que contiene cinco
cepas reagrupadas bovino-humanas, y que incluye los genotipos G1, G2, G3, G4y P1[8].
Alrededor del 90% de los genotipos que circulan por el mundo pertenecen a alguno de
los que estdn incluidos en estas vacunas y ademas, ambas parecen presentar una amplia
capacidad de proteccidn cruzada contra genotipos no incluidos en la formulacién de las
mismas. Por esta razdn no parece necesario que las vacunas tengan que incluir todos los
genotipos existentes para ser altamente efectivas. Sin embargo, hasta que se disponga
de datos concluyentes que demuestren que las vacunas protegen contra una amplia
variedad de cepas, y teniendo en consideracién que aquéllas pueden ejercer algun tipo
de presidn selectiva sobre éstas, es importante disponer de una imagen de los tipos
circulantes antes de la introduccion de las vacunas, para detectar cambios una vez

introducidas (Banyai et al. 2012).
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En amplios estudios con placebo ambas vacunas han mostrado una eficacia del 90% en
reducir los ingresos hospitalarios y las visitas a los servicios de urgencias, debidas a
gastroenteritis agudas por rotavirus y una eficacia del 70% contra gastroenteritis por
rotavirus de cualquier severidad (Ruiz-Palacios et al. 2006)(Vesikari et al. 2006). Las
vacunas también se han asociado con una disminucidn en gastroenteritis por otras
causas, y en proteccion indirecta de hermanos mayores no vacunados (Cortese et al.

2015).
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Figura 14: Estimaciones acumuladas de eficacia frente a la enfermedad severa por rotavirus segun el nivel

de desarrollo del pais, para las vacunas de primera y segunda generacion (Jiang et al. 2010)

La inmunogenicidad y la efectividad de las vacunas actualmente disponibles es menor
en los paises en desarrollo (Fig. 14) que la observada en los estudios hechos en
Norteamérica, Europa o Suramérica (Soares-Weiser et al. 2012). Los estudios realizados
en Africa subsahariana y en Asia muestran una efectividad del 40-50%, muy por debajo
de la observada en las otras localizaciones (Asmah et al. 2001)(Zaman et al. 2010)(Madhi
et al. 2016). Actualmente se esta estudiando a qué se debe esta diferente eficacia segun
la localizacién geografica a través del Estudio de Aplicacion de las Vacunas del Rotavirus
y de la Polio Oral en paises en desarrollo. En este estudio de cohortes de nacimientos en

varias localizaciones se barajan varias hipdtesis que pueden afectar a esta
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inmunogenicidad disminuida, como es la presencia de otras enteropatias, la
malnutricidn, o efectos de distinta microbiota intestinal (Kirkpatrick et al. 2015).

Las vacunas contra el rotavirus han ido incluyéndose en los calendarios vacunales
oficiales de muchos paises desde su aparicién en el mercado en 2006. Desde entonces,
88 paises tanto del mundo desarrollado como de paises en vias de desarrollo
administran alguna de las dos vacunas aprobadas en sus nifios. Otros 26 paises tienen
planeada su introduccion antes del afio 2020. En el 71% de los paises donde la vacuna
contra el rotavirus esta incluida en el calendario vacunal la vacuna aplicada es la vacuna
monovalente Rotarix®, mientras que la vacuna pentavalente Rotateq® se aplica en el
19% de los mismos. En un 8% de los paises ambas vacunas se aplican y estan disponibles
para su uso desde las instituciones sanitarias. En Europa varios paises vacunan
rutinariamente contra el rotavirus, como Reino Unido, Alemania, Bélgica, Austria y otros
(International Vaccine Access Center 2017).

En Espana se autorizd la comercializacion de Rotarix el 8 de marzo de 2006, y la de
Rotateq el 12 de julio del mismo afio, pero la vacuna contra el rotavirus no esta incluida
en el calendario vacunal oficial, y no estd prevista su inclusidon antes de 2020, aunque la
Asociacion Espanola de Pediatria la recomienda como vacuna no financiada por el
Sistema Nacional de Salud (Moreno-Pérez et al. 2017).

La OMS ha declarado que las vacunas contra el rotavirus son una medida importante en
la reduccion de las diarreas severas y la mortalidad asociadas a este virus, y el
consiguiente impacto en los recursos sanitarios (World Health Organization 2009b), y ha
recomendado su introduccion en los calendarios vacunales de todos los paises (World
Health Organization 2013).

Las invaginaciones intestinales (“intussusception” en inglés) son la causa mas comun de
obstruccion intestinal en nifios (Heller & Hernanz-Schulman 1999), y se asocian con
hipertrofia de las placas de Peyer y con linfadenopatia mesentérica (Fig. 15). Las
invaginaciones intestinales son idiopaticas en la gran mayoria de los casos, aunque
aproximadamente un 50% de los nifios excretan virus con las heces, principalmente
adenovirus, enterovirus y citomegalovirus (Murphy et al. 2001). Aunque se asocié una

mayor probabilidad de sufrir una invaginacion intestinal tras la administracion de
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Rotashield®, lo que provocé su retirada del mercado, no ha ocurrido lo mismo con las
dos vacunas actualmente recomendadas por la OMS, Rotarix® y Rotateq®, en las que no

se ha demostrado asociacion con esta patologia.

Figura 15: Descripcidon de un intestino delgado sano (izquierda) y uno con una invaginacion intestinal

(derecha).

Un campo de estudio es por qué las vacunas causan enfermedad a algunos ninos. Las
vacunas estdn compuestas por cepas de rotavirus que constituyen cuasiespecies, con un
determinado porcentaje de viriones con variaciones genéticas puntuales. ¢Es posible
gue alguno de los viriones pueda causar enfermedad?

Se han detectado cambios en la frecuencia de genotipos detectados en un pais tras la
introduccidn de la vacuna, como por ejemplo el aumento de la proporcidn de genotipos
G2P4, o G9P8 (Adlhoch et al. 2013)(Tanaka et al. 2017).

Se ha descrito un mayor fallo vacunal en nifios exclusivamente alimentados con leche
materna (Adlhoch et al. 2013), apoyando la hipétesis de que los anticuerpos anti-
rotavirus en la leche materna puede neutralizar las particulas infecciosas de la vacuna,
si el nifio es amamantado poco antes o poco después de administrarla (Moon et al.
2010).

Un problema de las vacunas comercializadas en la actualidad es que necesitan
mantenerse bajo la cadena del frio para asegurar su efectividad, y la OMS ha resaltado
los factores necesarios para mantener estas condiciones (World Health Organization
2006). Rotarix® y Rotateq® tienen que conservarse y distribuirse a una temperatura de
entre 2 y 8 2C (GSK 2017)(Merck 2017), mientras que ROTAVAC® y Rotavin necesitan

unas temperaturas de conservacién y distribucion de al menos -209C. La primera vacuna
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gue se comercializé en el mundo, Rotashield®, indicaba que era estable por debajo de
259C durante al menos 24 meses, pero esta vacuna ya no se comercializa (CDC 1999).
Otra vacuna comercializada desde el aino 2000 en China, la vacuna de rotavirus de
cordero de Lanzhou, carece de informacion publica sobre estabilidad y conservacion.
Para superar este inconveniente especialmente negativo en los paises en vias de
desarrollo donde la mortalidad por rotavirus es mas alta, y donde es mas dificil mantener
la cadena del frio, el Serum Institute of India Pvt Ltd estd desarrollando una vacuna
termoestable.

Esta nueva vacuna actualmente en desarrollo, Ilamada ROTASIIL®, contiene cinco cepas

reagrupadas humanasy bovinas, con los genotipos G1, G2, G3, G4y G9 (Naik et al. 2017).

14.Microbioma y viroma
El microbioma intestinal humano tiene un papel en el control de varias funciones
metabodlicas y fisioldgicas como el uso de nutrientes, la sintesis de vitaminas, asi como
el disefio, desarrollo y maduracion del intestino y del sistema inmunoldgico (LeBlanc et
al. 2013)(Hooper et al. 2012)(Nicholson et al. 2012)(Atarashi & Honda 2011). La fracciéon
virica de este microbioma es llamada viroma humano (Wylie et al. 2012). Los estudios
con animales gnotobidticos, es decir, que se crian en condiciones de esterilidad
ambiental desde su concepcion y que no poseen microbiota, estan ayudando a dilucidar
los mecanismos mediante los cuales esta microbiota moldea el sistema inmune y sus
respuestas (Slack et al. 2009). Se sospecha que la microbiota intestinal puede influir en
la respuesta inmune a las vacunas. En este sentido se ha descrito recientemente el papel
de la microbiota en la efectividad vacuna contra la gripe (Oh et al. 2014) y también se
ha encontrado una correlacion entre la composicidén del microbioma y la efectividad de
la vacuna contra el rotavirus (Harris et al. 2017). Se ha descrito por otro lado que la
microbiota intestinal influye en la replicacién virica intestinal en ratones (Kuss et al.
2011). Las vacunas orales vivas atenuadas necesitan replicarse en el tracto intestinal y
por tanto la microbiota intestinal puede, directa o indirectamente, influir en la
replicacion de la cepa vacunal, afectando asi a la respuesta inmune (lturriza-Gémara &

Cunliff 2017). Por otro lado, también se ha propuesto que los anticuerpos transferidos
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a los nifios por la leche materna pueden ser otra de las causas que expliquen esa baja
efectividad de las vacunas contra el rotavirus en los paises en desarrollo con una alta
exposicion al virus. Para dilucidar el impacto de la microbiota infantil y de los anticuerpos
maternos en la inmunogenicidad de las vacunas contra el rotavirus se ha puesto en
marcha un proyecto que espera publicar sus resultados en 2018 (Sindhu et al. 2017).

Pero hay otro aspecto a considerar, y es que no solo la microbiota puede afectar a la
efectividad de la vacuna, sino que hay que tener en cuenta que la propia vacuna puede
ser parte del viroma humano, y puede tener una funcién util para el hospedador (Virgin
et al. 2009). Un reciente estudio ha encontrado asociacién entre factores genéticos del
hospedador, la microbiota intestinal y la susceptibilidad a determinadas infecciones
viricas en el ser humano (Rodriguez-Diaz et al. 2017). Estudios en pollos han puesto de
manifiesto que existe una gran diversidad de virus intestinales de ARN circulando en
animales sanos, tanto jovenes como adultos, y que esta circulacion mas que una
excepcion es la norma (Shah et al. 2016). También se ha encontrado que los rotavirus se
encuentran con considerable frecuencia en los nddulos linfaticos mesentéricos de
terneras y vacas adultas sanas, incluso en ausencia de virus en el epitelio intestinal

(Mitake et al. 2015).
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Poblacién de estudio

Para el presente estudio se utilizaron 4.694 muestras clinicas pertenecientes a 3.922
pacientes, que fueron remitidas al Laboratorio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca durante un periodo de cuatro afios, desde el 1 de
enero de 2010 hasta el 31 de diciembre de 2013. Este centro es el hospital de referencia
del Area | de salud de la Regién de Murcia, y cubre a una poblacién de mas de 250.000
personas residentes en los municipios de Alcantarilla, Alhama de Murcia, Librilla, Mula
y 10 de las 23 zonas bdsicas de salud que constituyen el municipio mds poblado de la
region, el municipio de Murcia. Este hospital, el mas importante de la Comunidad
Auténoma, también es centro de referencia para varias patologias a nivel regional, y
atiende a poblacion de cualquier procedencia en el servicio de urgencias. La poblaciéon
de nifios menores de 5 afios en el drea | de salud en los distintos afios de estudio fue la

descrita en la tabla 7.

Tabla 7: Numero de nifios menores de 5 afnos censados en el drea | de salud del sistema sanitario
asistencial de la Region de Murcia, desde 2010 hasta 2013. Fuente: Direccién General de Planificacién,
Ordenacion Sanitaria y Farmacéutica, e Investigacion de la Region de Murcia.

Area | de salud 2010 2011 2012 2013

Nifios <5 afios 16.414 16.463 15.927 15.382

Este estudio se realiz6 dentro de un contexto asistencial, dado que no existe un
programa de vigilancia de la carga de la gastroenteritis por rotavirus en nifios en nuestra
comunidad. Cuando fue posible por motivos fisioldgicos, se tomd una muestra de heces
a los pacientes diagnosticados con gastroenteritis en el hospital o en atencién primaria
en el drea de salud, que se envio al Laboratorio de Microbiologia para identificacion de

rotavirus.

Toma de muestras
Las muestras consistieron en al menos 1-2 mL 6 1-2 g de heces en duquesitas estériles

de 125 mL de capacidad. Las muestras se mantuvieron en refrigeraciéon a menos de 42C
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un maximo de 72 horas hasta su andlisis. Todas las muestras se sometieron a un ensayo
de deteccién de antigeno de rotavirus A y adenovirus mediante inmuno-cromatografia
con el test rapido VIKIA® Rota-Adeno. Todas las muestras positivas a antigeno de
rotavirus A recogidas en 2012, asi como aquellas procedentes de pacientes recogidas de
2010 a 2013 que habian recibido al menos una dosis de vacunas contra el rotavirus con
anterioridad, se prepararon en suspension al 10% en agua y se congelaron a -602C para

someterlas a un ensayo de genotipado posterior.

Analisis estadistico

Se comenzd haciendo un analisis descriptivo univariante para cada una de las variables
a través de representaciones graficas y tablas de frecuencia. Para el estudio de
asociacion entre ellas se realizdé un analisis bivariado a través de tablas de contingencia
y la prueba x2. En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos para realizar esta
prueba Unicamente se mostraron analisis descriptivos. Para el estudio de asociaciéon
entre la severidad de las gastroenteritis por rotavirus y el mes de ocurrencia, el sexo y
la edad del paciente, la procedencia de la muestra y el genotipo del virus se utilizé un
analisis multivariante mediante modelos de regresién logistica. Se consideraron 3
modelos: el modelo 1 incluyé mes, sexo y edad; el modelo 2 incluyé al modelo 1 mas la
procedencia; y el modelo 3 incluyd el modelo 2 mas el genotipo. La bondad de ajuste se
midio a través del test de x2. La significacion estadistica se estableci6 en 0.05. El andlisis
estadistico se realizé con los programas SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
versién 21.0 (SPSS Inc., Chicago IL) y Stata versién 14 (StataCorp, College Station TX) para

Windows.

1. Incidencia de gastroenteritis por rotavirus entre 2010-2013

1.1. Recogida de informacion sobre fecha de recogida de la muestra, edad y sexo del
paciente

Cada una de las muestras fue recogida anotando junto a su cédigo de identificacion la

fecha de recogida de la misma, asi como la edad y el sexo del paciente.
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1.2. Deteccién de antigeno de rotavirus A en heces mediante el test rdpido VIKIA®
Rota-Adeno (Biomerieux, Francia)

1.2.1. Fundamento
Se trata de una prueba cualitativa basada en la asociacion de anticuerpos monoclonales
especificos anti-rotavirus, aunque el kit también contiene anticuerpos anti-adenovirus
para la deteccidn de estos otros virus. Esta prueba se basa en un sistema de reacciones
inmunoldgicas realizadas sobre una membrana por migracién (formato inmuno-
cromatografia o flujo lateral). Primero se hace reaccionar la muestra con anticuerpos
monoclonales anti-VP6 de rotavirus A unidos a microesferas azules. Si la muestra
contiene estos antigenos se forman complejos con los anticuerpos unidos a las
microesferas. A continuacién, se deposita el medio de reaccidon en la membrana de
inmuno-cromatografia, que también tiene fijados anticuerpos anti-VP6 de rotavirus A
formando una banda transversal. Al migrar a lo largo de la membrana, los rotavirus que
tienen unidos los anticuerpos con microesferas azules se conjugan con los anticuerpos

fijados en la banda, observandose una banda de color azul.

1.2.2. Realizacion del ensayo
Tras dejar que la muestra se atempere a temperatura ambiente (15-302C) se recogen 50
mg de heces con la varilla contenida en el kit si éstas son sélidas. En caso de heces
liquidas se precisan 2 gotas o 50 pL. Las heces asi recogidas se transfieren a un tubo que
contiene un tampon de dilucidn con los anticuerpos anti-VP6 de rotavirus A unidos a las
microesferas. Se homogeniza agitando enérgicamente, y se invierte el frasco para
depositar 2 gotas (unos 80 pL) de la muestra diluida en el pocillo del soporte con la

membrana. El resultado deber3 leerse después de 10 minutos.

1.2.3. Controles de calidad
La prueba incluye un sistema de control interno de migracion representado por la linea
coloreada que aparece en la zona de control (C). Esta linea confirma que la prueba ha
sido realizada de forma correcta y con un volumen de muestra suficiente. Si la linea de
control no aparece, la prueba no es vélida. La intensidad de las lineas en la zona de
prueba R o A puede variar segin las concentraciones de rotavirus y/o adenovirus
presentes en la muestra, pero esta determinacién cualitativa en ningln caso puede

indicar la cantidad de virus presentes. En otros test similares, como bioNexia® Rota-
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Adeno (Biomerieux, Francia) se ha encontrado un porcentaje de concordancia de

positivos con respecto a RT-PCR del 89,9%, y de negativos del 97,3%.

1.2.4. Interpretacion de resultados
La prueba se considera positiva para rotavirus A cuando aparecen dos lineas distintas,
una en la zona de control (C), y una linea azul en la zona de prueba R. Si ademas de la
linea en C se presenta una linea rosa en la zona de prueba A, independientemente de
gue también esté presente la linea azul en R, la prueba serd positiva para adenovirus. La

prueba serd negativa para rotavirus cuando aparezca la linea en C pero no azul en R.

2. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las gastroenteritis por rotavirus
durante 2012

2.1. Recogida de informacion clinico-epidemioldgica de los casos de gastroenteritis
positivos a antigeno de rotavirus A

Se estudiaron las historias clinicas de los 220 pacientes diagnosticados de gastroenteritis

en 2012, con test rapido VIKIA® Rota-Adeno positivo a rotavirus.

2.1.1. Origen de la infeccion
Los casos se clasificaron en funciéon de si el origen de la infeccién fue en la comunidad o
en el hospital. Para esta clasificacion se averigud en la historia clinica si el paciente habia
llegado ya enfermo de gastroenteritis al hospital, considerdandose entonces una
infeccidn de adquisicion comunitaria. Si por el contrario el paciente habia ingresado en
el hospital por otra causa distinta de gastroenteritis y comenzo a desarrollar sintomas a
partir de las 48 horas de su ingreso, o hasta las 72 horas del alta, la infeccion se consideré

de adquisicién nosocomial (Gervasi et al. 2016).

2.1.2. Procedencia de las muestras en los casos comunitarios
Se tomaron los datos de procedencia de las muestras de los casos. La mayoria de las
muestras procedian del servicio de urgencias pediatricas del hospital, mientras que otras
procedencias incluyeron los servicios de atencion primaria cuyo hospital de referencia

era el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, los servicios de consultas externas
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pediatricas, el hospital de adultos y otras muestras con origen desconocido donde no se

especificaba su procedencia.

2.1.3. Tiempo en desarrollar una gastroenteritis por rotavirus de adquisicion
nosocomial

Una vez clasificados los casos como comunitarios o nosocomiales, se determinaron en
estos ultimos los dias que tardaron los nifios en desarrollar sintomas de gastroenteritis
desde su ingreso en el hospital por una patologia distinta a gastroenteritis por rotavirus,

o desde su alta.

2.1.4. Duracion de la hospitalizacion y numero de ingresos en urgencias
En los casos comunitarios que requirieron hospitalizacién por la gastroenteritis se
determind el nimero de dias que durdé la hospitalizacién. En todos los casos
comunitarios se registré también el nimero de asistencias al servicio de urgencias que

realizd cada paciente.

2.1.5. Procedencia de los casos nosocomiales
Se registro el origen de cada muestra procedente de cada uno de los casos
nosocomiales, incluyendo el box y la cama donde los nifios permanecieron ingresados.
En el hospital pediatrico, la zona de neonatologia ingresa los bebés recién nacidos hasta
los 28 dias de edad, en la zona de lactantes se ingresan los nifios hasta los dos afios de
edad, en la zona de escolares a los nifios desde los dos hasta los once anos. Existe una
zona para oncologia pediatrica, habitaciones de aislados infantiles, y una unidad de

ciudades intensivos pediatrica, todos para nifios de hasta once anos de edad.

2.1.6. Motivo de la hospitalizacion en los casos nosocomiales
Se registro el diagnostico principal que causé el ingreso hospitalario en los casos
nosocomiales.

2.1.7. Sintomatologia de los casos comunitarios
Se recogieron los datos referidos a los sintomas que presentaron los casos comunitarios
en los que se genotiparon las cepas de rotavirus, como diarrea, vomitos, fiebre,
deshidratacion, sintomas catarrales, hiporexia, decaimiento y otros como exantema,

otitis o convulsiones no explicados por otras enfermedades diagnosticadas.
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Se consideré fiebre cuando se presentaron temperaturas corporales por encima de los
37,09C (Lewis 2011).

Los sintomas de deshidratacidn se clasificaron como “hidratacién adecuada” cuando el
médico describié asi el estado del paciente; “deshidratacion leve” cuando el médico
describid asi el estado del paciente o describid labios 0 mucosas secas, o lengua pastosa;
“deshidrataciéon moderada” cuando el médico describié asi el estado del paciente o
cuando ademds de mucosas secas se describid la presencia de cercos perioculares; y

“deshidratacién grave” cuando el médico describiod asi el estado del paciente.

2.1.8. Severidad de las gastroenteritis en los casos comunitarios

La severidad de las gastroenteritis por rotavirus se evalud siguiendo el sistema de
clasificaciéon de la severidad de Vesikari adaptado (Lewis 2011). Durante los estudios
tempranos en el desarrollo de vacunas contra el rotavirus en los 1980s en seguida se
puso de manifiesto que las vacunas no ofrecian la misma proteccién frente a todas las
severidades de gastroenteritis por rotavirus y que las vacunas debian proteger frente a
los cuadros clinicos mas severos. De este modo, el objetivo de las vacunas debia ser
proteger frente a aquellos casos que desembocan en hospitalizaciones o en la muerte
del paciente. Asi se definié la diarrea clinicamente significativa, llegandose a varios
sistemas estandarizados de puntuacién de la severidad clinica basados en los ensayos
de eficacia de la vacuna (Lewis 2011).

El sistema de puntuacion de la severidad clinica de Vesikari modificado incluye siete
parametros de puntuacion (Tabla 8). Cinco de ellos se corresponden con la duracién e
intensidad de cada uno de los principales sintomas que causa la infeccidn sintomatica
por rotavirus, es decir, la diarrea, los vomitos y la fiebre. Hay ademas dos parametros
adicionales que se corresponden con las visitas médicas subsiguientes y el tratamiento
requerido. Cada uno de los siete pardmetros se divide en tercios de acuerdo con una
distribucién de severidad equitativa, cada uno de los cuales se corresponde con 1,2 63
puntos respectivamente. Los puntos de cada parametro se suman para dar una
puntuacion de severidad total que oscilara entre 0y 20 (Tabla 9). Las puntuaciones por
debajo de 7 se consideran de severidad leve, las que estan entre 7 y 10 son de severidad

moderada, y las que tienen 11 puntos o mas se consideran severas (Guarino et al. 2014).
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Tabla 8: Sistema de puntuacién de la severidad de las gastroenteritis por rotavirus de Vesikari adaptada.
Para cada uno de los siete pardmetros se anota una puntuacién de 0-3, sumdandose todas finalmente

hasata un maximo de 20 puntos. NA, no aplica esta puntuacién para este parametro (Guarino et al. 2014).

Diarrea: 0 1-96 97-120 >120
duracion (h)

Diarrea: n2 0 1-3 4-5 >5
maximo

deposiciones en
24h durante la

enfermedad

Vomitos: 0 1-24 25-48 >48
duracion (h)

Vomitos: n? 0 1 2-4 >4
maximo en 24h

durante la

enfermedad

Fiebre (2C) <37,1 37,1-38,4 38,5-38,9 >38,9
Atencidén NA NA Atencién Servicio de
médica primaria urgencias
Tratamiento Ninguno Rehidratacion IV Hospitalizacion ~ NA

Tabla 9: Clasificacion de las gastroenteritis por rotavirus en funcion de la puntuacidén obtenida a partir de

los parametros de puntuacién de Vesikari (Lewis 2011).

Leve Moderada Severa
<7 7-10 >10

2.2. Estudio de genotipado de cepas de rotavirus
2.2.1. Fundamento
Los métodos moleculares de genotipado han ido sustituyendo progresivamente a los
métodos de serotipado en la caracterizacidon de rotavirus. Los métodos moleculares
permiten determinar los tipos G y P de los rotavirus presentes en las muestras clinicas
mediante la extraccion del ARN virico de las heces y su analisis con RT-PCR multiplex
semi-anidadas (Fig. 16). Este analisis comienza con la transcripcion inversa del ARN a
ADN, vy la amplificacion de productos de ADN especificos de rotavirus A utilizando
primers consenso para regiones de los genes que codifican las proteinas viricas VP7 (G-
tipo) y VP4 (P-tipo). Los primers son seleccionados para que sean homdlogos de cepas

de distintos serotipos, de forma que un par de primers puede utilizarse para amplificar
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la mayoria de cepas humanas. El ADN producido en el primer ciclo de amplificacion es
usado como molde en una segunda PCR en presencia de uno de los primers consenso
originales (PCR semi-anidada) y una mezcla de primers (PCR multiplex) especificos de
genotipo (Fig. 15). Estos primers especificos de genotipo poseen una polaridad opuesta
al primer consenso y cada uno estd disefiado para producir un producto de distinto
tamafio. Los genotipos pueden ser asi determinados basandose en el tamafio del

producto tras analisis mediante electroforesis en gel de agarosa.

X
==

Transcripcion

Extraccion
— inversa
.{;‘
f%
£A

Fragmentos de ADN
especificos de genotipo

Muestra ARN de doble cadena  ADN copia ADN del segmento VP7 o VP4

Figura 16: Esquema del proceso de genotipado mediante amplificacion de productos ue ruk especincos

de genotipo.

En la figura 17 puede verse el tamafio de los productos de la primera PCR para el gen de
la proteina VP7 (a) y para el gen de la proteina VP4 (b) de 881 pb y 663 pb
respectivamente. Debajo de estos productos de la primera ronda de PCR puede

observarse el tamafio de los productos de la segunda PCR especificos de genotipo.

a) Gen 9 de rotavirus A (VP7)

1 1062
. 51 176 250 314 411 480 548 666 757 932
5 mm C I I B - E - - -
> > > > > > > > > <

Productos de amplificacion:

Primera ronda de amplificacion

881bp )
Genotipo G8

756b
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Productos de amplificacion:
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663bp {
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146bp | 4|
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191bp | |

[ ]
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Figura 17: Esquema de las posiciones de los primers especificos para VP7 (a) y VP4 (b) y el tamafio de los

amplicones especificos de genotipo.
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2.2.2. Extraccion y purificacion del ARN de las muestras de heces
El analisis y purificacion del ARN virico a partir de las muestras fecales se realizd con el
método de extraccidn con TRIzol® (ThermoFischer, Waltham, MA, USA) (World Health
Organization 2009a).
El procedimiento consiste en:

- Agitar la suspensién de heces al 10%.

- Transferir 250 pL de la suspension de heces a un tubo eppendorf estéril de 1,5
mL y afadir 750 uL de TRIzol’. Agitar el tubo 30 segundos e incubar a
temperatura ambiente 5 minutos.

- Afadir 200 pL de cloroformo a cada muestra y agitar 30 segundos. Incubar los
tubos a temperatura ambiente durante 5 minutos. Volver a agitar y a dejar
reposar los tubos 5 minutos dos veces mas.

- Centrifugar los tubos a 13.000 rpm a 42C durante 15 minutos para separar las
fases.

- Transferir cuidadosamente la fase acuosa clara superior a un tubo eppendorf
estéril de 1,5 mL (aproximadamente entre 400-450 pL). Debe evitarse transferir
también la interfase blanca asi como la fase rosa orgdnica.

- Anadir 500 pL de isopropanol enfriado en hielo y agitar volteando el tubo varias
veces. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

- Centrifugar a 13.000 rpm a 42C durante 15 minutos. Descartar el sobrenadante
inmediatamente y con cuidado.

- Afadir 1 mL de etanol al 75% a -202C a cada tubo.

- Centrifugar a 13.000 rpm a 42C durante 10 minutos. Descartar el sobrenadante
inmediatamente y con cuidado.

- Secar el pellet a 372C durante 45 minutos en estufa.

- Resuspender el pellet en 40 uL de agua y congelar a -202C hasta su utilizacion en

la siguiente etapa del analisis.
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2.2.3. Reaccidn de transcripcion inversa para sintesis de ADN copia y
amplificacion de la secuencia consenso VP7 6 VP4

La transcripcién inversa del ARN a ADN copia y la amplificacion de la secuencia consenso
de VP7 6 VP4 se realizan secuencialmente en el mismo tubo de reaccion mediante el kit
OneStep RT-PCR (QIAGEN®, Hilden, Alemania). Todos los componentes necesarios para
realizar las dos reacciones se afiaden durante la preparacién de los tubos al principio, y
no hay necesidad de afiadir componentes adicionales una vez que las reacciones han

empezado (Tabla 10).

Tabla 10: Master mix para la RT-PCR en un paso. Se detalla la cantidad en volumen de cada componente

para cada tubo de reaccién.

QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer, 5x 5uL 1x; 2,5 mM Mg?
dNTP mix (10 mM cada uno) 1l 400 uM de cada dNTP
Primer VP7-F 6 VP4-F (10 uM) 1,5 uL 0,6 UM aprox.
Primer VP7-R 6 VP4-R (10 uM) 1,5uL 0,6 UM aprox.
Agua libre de RNasas 6 uL -

QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1puL

5x Q-Solution 5puL 1x
Disolucién de ARN problema 4 uL 1 pg- 2 ug/ reaccion
Volumen de reaccion total 25 pL

En la primera fase de transcripcion inversa acttan las enzimas Omniscript”y Sensiscript®,
gue son dos transcriptasas inversas que convertirdan en ADN copia las secuencias
especificas consenso para VP7 6 para VP4 a 502C durante media hora, utilizando los
primers especificados en la tabla 11, suministrados por Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,

EEUU).

Tabla 11: Primers utilizados para la amplificacidn de fragmentos consenso de los genes que codifican las

proteinas VP7 y VP4 del rotavirus A (World Health Organization 2009a).

VP7-F ATGTATGGTATTGAATATACCAC 23 51-71

VP7-R AACTTGCCACCATTTTTTCC 20 914-932
VP4-F TATGCTCCAGTNAATTGG 18 132-149
VP4-R ATTGCATTTCTTTCCATAATG 21 775-795
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Tras esta fase inicial y una vez obtenido el ADN copia de las secuencias de interés se
inactivan las transcriptasas inversas del medio de reaccidn y se activa a la polimerasa de
ADN HotStarTaq® calentando a 952C durante 15 minutos. Una vez activada la polimerasa
se llevan a cabo 35 ciclos de PCR, cada ciclo de los cuales consiste en los siguientes pasos:
1) calentamiento del ADN a amplificar para separar las dos cadenas (desnaturalizacion),
2) unidon de los dos primers que son complementarios a la regién a amplificar
(hibridacion), 3) elongacion de los primers por la polimerasa utilizando como molde la
cadena de ADN a copiar. En la tabla 12 se detallan las condiciones de reaccién necesarias
para la transcripcion inversa y la amplificaciéon por PCR de las secuencias consenso para
VP7 y para VP4. Al final de esta fase se obtiene un amplicén de 881 pares de bases para

el segmento VP7 y de 663 pares de bases para el segmento VP4.

Tabla 12: Resumen de las condiciones para la transcripcidn inversa y la amplificacion por PCR en un paso.

Transcripcion inversa 30 min 50°C
Activacion inicial de la PCR 15 min 95°C
PCR: desnaturalizacion 1 min 94°C
PCR: hibridacién 1 min 52°C
PCR: extension 1 min 72°C
Numero de ciclos de PCR x35

Extension final 10 min 72°C

2.2.4. Segunda PCR para la amplificacion de productos especificos de genotipo
La segunda amplificacion para obtener productos de PCR especificos de genotipo se
realizo siguiendo el protocolo del Manual de la Organizacién Mundial de la Salud para la
deteccidn y caracterizacion de rotavirus, para el tipado mediante PCR multiplex (World
Health Organization 2009a). Las secuencias de los primers utilizados para las segundas
PCRs se detallan en la tabla 13, que fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Saint Louis,

MO, EEUU).
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Tabla 13: Primers utilizados para la amplificacidon de productos especificos de genotipo de los segmentos

VP7 y VP4 del genoma del rotavirus A (www.eurorota.net). “¥Y" esCoO T, “W”" esAST, “R" esAdG.

Primer G1 aBT1 CAAGTACTCAAATCAATGATGG 22 314-335
Primer G2 aCT-2 CAATGATATTAACACATTTTCTGTG 25 411-435
Primer G3 G3 ACGAACTCAACACGAGAGG 19 250-269
Primer G4 aDT4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG 19 480-498
Primer G8 G8 TTRTCGCACCATTTGTGAAAT 21 176-198
Primer G9 G9 CTTGATGTGACTAYAAATAC 20 757-776
Primer G10 G10 ATGTCAGACTACARATACTGG 21 666-687
Primer G12 G12 GGTTATGTAATCCGATGGACG 21 548-567
Primer P[4] 27-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 21 474-494
Primer P[6] 3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 20 259-278
Primer P[8] 1T-1D TCTACTGGRTTRACNTGC 18 339-356
Primer P[9] 4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC 18 385-402
Primer P[10] 5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG 18 575-594
Primer P[11] P[11] GTAAACATCCAGAATGTG 18 305-323

Para preparar la master mix para esta segunda PCR se siguieron las proporciones
especificadas en la tabla 14 para la amplificacidon de productos especificos de genotipo
G, utilizando primers para la identificacion de los genotipos G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10
y G12.

Tabla 14: Master mix de la segunda PCR para la amplificacion de productos especificos de genotipo G. Se

detalla la cantidad en volumen de cada componente para cada tubo de reaccién.

10x reaction buffer (Hoffmann-La Roche, 2,5 uL 1x

Basilea, Suiza)

MgCl, Solution (50 mM) (Biotools, Madrid, 0,5 L 1 mM MgZ
Espafia)
dNTPs (10 mM, 2,5 mM cada uno) (Applied 2 uL 200 uM de cada dNTP

Biosystems, Warrington, Reino Unido)
Taqg polimerasa (5 U/uL) (Hoffmann-La Roche, 0,1 pL 0,02 U/uL

Basilea, Suiza)

Primer VP7-R (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer G1 (10 uM) 0,5 L 0,2 uM
Primer G2 (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
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Primer G3 (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer G4 (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer G8 (10 uM) 0,5 L 0,2 uM
Primer G9 (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer G10 (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer G12 (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Agua libre de RNasas 14,65 uL

ADN problema producto de la primera PCR 0,75 pL

Volumen de reaccion total 25 uL

Las proporciones de los distintos componentes que componen la master mix para la
segunda PCR para la amplificacién de productos especificos de genotipo P se detallan en
la tabla 15. Se utilizaron primers para la identificacion de los genotipos P[4], P[6], P[8],

P[9], P[10] y P[11].

Tabla 15: Master mix de la segunda PCR para la amplificacion de productos especificos de genotipo P. Se

detalla la cantidad en volumen de cada componente para cada tubo de reaccion.

10x reaction buffer (Hoffmann-La 2,5 uL 1x

Roche, Basilea, Suiza)

MgCl; Solution (50 mM) (Biotools, 0,5 pL 1 mM Mg?
Madrid, Espafia)

dNTPs (10 mM, 2,5 mM cada uno) 2 uL 200 uM de cada dNTP
(Applied Biosystems, Warrington,

Reino Unido)

Tag polimerasa (5  U/ul) 0,1 uL 0,02 U/uL

(Hoffmann-La Roche, Basilea,

Suiza)

Primer VP4-F (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer P[4] (10 uM) 0,5 L 0,2 uM
Primer P[6] (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer P[8] (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer P[9] (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Primer P[10] (10 uM) 0,5 L 0,2 uM
Primer P[11] (10 uM) 0,5 pL 0,2 uM
Agua libre de RNasas 15,65 pL
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ADN problema producto de la 0,75 pL
primera PCR

Volumen de reaccion total 25 L

2.2.5. Visualizacion de los amplicones
Los productos de amplificacién por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% en tampdn TBE 0,5x. Para la preparacion de los geles se siguio el
siguiente protocolo:
- Adicionar 3 g de agarosa a 200 mL de tampdn TBE 0,5x (Thermo Fischer,
Waltham, MA, EEUU).
- Disolver en el microondas.
- Afadir 20 pL de SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo Fischer, Waltham, MA, EEUU).
- Dejar enfriar 20 minutos a temperatura ambiente.
Para cada muestra mezclar 2 pL de tampdn de carga 10x y 10 uL de agua, y mezclar con
10 uL de producto de la PCR.
Cargar en el gel las muestras asi preparadas y un marcador de tamafios moleculares de
ADN de 100 pares de bases.
Correr el gel a 120 V, durante 150 minutos.

Los geles se observan en el transiluminador con luz ultravioleta.

2.2.6. Controles de calidad
Se realizaron lotes de hasta 18 muestras que se extrajeron y sometieron a todo el
proceso de genotipado. En cada lote de muestras se incluyé un blanco en el que se
sustituyé una muestre de heces por agua, y que constituyd un control negativo para
detectar posibles contaminaciones. Este blanco se sometid a las mismas operaciones

gue el resto de muestras hasta la visualizacion final en el gel de agarosa.

2.2.7. Interpretacion de resultados
Se estimd el tamafio molecular aproximado de los amplicones que constituyen las

bandas observadas en el gel de agarosa comparando la distancia recorrida por las
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mismas y la distancia recorrida por las bandas que componen el marcador de tamafios

moleculares. Se detalla en la tabla 16 el tamano de los distintos amplicones.

Tabla 16: Tamafio en pares de bases de los amplicones generados en la segunda PCR especifica de

genotipo.
Genotipos G:
G8 756
G3 682
Gl 618
G2 521
G4 452
G12 396
G10 266
G9 179
Genotipos P:
P[10] 462
P[4] 362
P[9] 270
P[8] 224
P[11] 191
P[6] 146

3. Estudio de gastroenteritis por rotavirus en nifios vacunados

Se recogio la informacidn relativa a la vacunacion contra el rotavirus de todos los casos
de nifos que desarrollaron gastroenteritis por rotavirus A desde el 1 de enero de 2010
hasta el 31 de diciembre de 2013, a través de la aplicacion corporativa PROSAN de la
Consejeria de Salud de la Regidn de Murcia. Se registrd la marca comercial de la vacuna
y el nimero de dosis aplicadas. Se registré la fecha de manifestaciéon de la gastroenteritis
por rotavirus, la edad y el sexo del paciente. Todas las muestras procedentes de estos

casos se sometieron a un analisis de genotipado de rotavirus A.
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Para la caracterizacion de la cepa que infectd en el hospital a dos nifios previamente
vacunados se procedio a la secuenciacion del genoma completo de las cepas P369 y
P370 procedentes de ambos nifios, mediante técnicas de secuenciacién masiva en el
Institute of Infection and Global Health, de la Universidad de Liverpool en Reino Unido.
Esta secuenciacidn masiva se llevd a cabo utilizando la plataforma Illumina HiSeq 2500
del Centre for Genomic Research de esa Universidad.

Puede observarse un esquema del proceso de secuenciacion masiva utilizado en el
presente estudio en la figura 18. El proceso comienza 1) con la extraccion y purificacidon
del ARN de doble cadena, y su fragmentacién en moléculas del tamafio adecuado para
disponer de todo el material genético en forma de biblioteca gendmica. También se
deben afiadir adaptadores de dos tipos en los extremos a cada fragmento. 2-6) Una vez
preparada la biblioteca genédmica a partir de la muestra, se deben generar grupos de
agregados de ADN cldnico sobre la superficie de los canales de células de flujo.7-9)
Finalmente se lleva a cabo la secuenciacién propiamente dicha de cada uno de los
grupos de agregados, mediante la secuenciacion por sintesis. Este proceso se desarrolla
a través de sucesivos ciclos de adicion de nucleétidos marcados con distintos
fluoréforos, que van afiadiéndose de forma complementaria a la secuencia del ADN del
agregado. Tras cada adicion se excita con un laser, obteniéndose sobre la célula de flujo
puntos de distinto color segln la base nitrogenada que se ha incorporado en cada ciclo.
El resultado final es un conjunto de secuencias cortas, de cada uno de los fragmentos de
ADN en que se corto el genoma del rotavirus. A continuacion, son los programas
informaticos los encargados de mapear las lecturas, alineando las secuencias cortas
obtenidas con una secuencia de referencia, para dar una secuencia consenso del

genoma completo del rotavirus.

73



Gastroenteritis aguda por rotavirus en la poblacion infantil atendida en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

Completion of omplification
O completion, severol million dens clstors
of double swanded DNA are gensrobed in each

74



IIl. Materiales y métodos

[ 7 First chemistry cycle: 8 J Image of first chemisiry cycle | Second chemrslry cycle:
determine first base - determine second base
Yoo iribions tho iy secivericing 7l odd ol four T ik thio vont secpmncivng: cychs el olf
labsirlie] rinaersibbe hemmensstors, primers and DRNA ferur labaled reversible sseminaioes and enzyme
pobymsasn ezyron ot fow col 1o the Row cel

~E "% "o
Al losor axcitafion, coptirs e image of /
emitied Bocrescence from sadh dhler on e T
| 3 ; 4
:
|

flow cell. Record the iderdity af the Fest bass
for each duster.

Wissh el all ani [&aﬂn«nﬁnﬂn:hd 3’ werminiia and IM\
. ¥ s | Rumrophore from each incorpomied base

Figura 18: Esquema del proceso de secuenciacién masiva con lllumina HiSeq 2500.

3.1.  Preparacion de bibliotecas gendmicas para secuenciacién masiva

El primer paso para poder secuenciar un genoma completo de rotavirus es preparar una
biblioteca gendmica del mismo, en la que a cada fragmento de ADN que la componen
se hayan anadido los adaptadores necesarios para la secuenciacion posterior. Para la
preparacién de estas bibliotecas gendmicas a partir del genoma de ARN de doble cadena
del rotavirus se utilizé el ScriptSeq® v2 RNA-Seq Library Preparation Kit (Epicentre®,
Madison, WI, EEUU). El procedimiento de preparacion de las bibliotecas se detalla en la
figura 19. En primer lugar, el ARN es fragmentado y después sometido a transcripcion
inversa utilizando primers de secuencia aleatoria, que contienen secuencias-etiqueta en
el extremo 5’. A continuacidn, se usan oligonucledtidos de etiquetado terminal para
etiquetar el extremo 3’ del ADN copia. El ADN copia etiquetado en ambos extremos se
amplifica por PCR de ciclo limitado utilizando primers complementarios a las secuencias-
etiqueta, que ademas afiaden una secuencia-adaptadora para la generacion de los

agregados de ADN posteriores.
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500 pg to 50 ng rRNA-depleted or poly(A)+ RNA
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Figura 19: Esquema del proceso de preparacién de bibliotecas gendmicas a partir de ARN con ScriptSeq”

v2 RNA-Seq Library Preparation Kit.

3.1.1. Extraccion del ARN de doble cadena de las muestras de heces
- Afadir 200 pL de solucién PBS a tubos de 2 mL rotulados.
- Tomar aproximadamente 100 mg de muestra de heces y afiadir al tubo con PBS.
Si la muestra de heces es liquida tomar 300 pL.
- Mezclar durante 5 segundos.
- Afadir 1 mL de TRI° Reagent, mezclar y dejar reposar los tubos 5 minutos.
- Afadir 270 uL de cloroformo, mezclar y dejar reposar los tubos 3 minutos.

- Centrifugar a 13.000 revoluciones por minuto durante 20 minutos a 42C.
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3.1.2.

3.1.4.

Afadir 1 mL de isopropanol enfriado en hielo a tubos nuevos 2 minutos antes de
gue termine la centrifugacion de los tubos.

Eliminar el sobrenadante y afiadir a los nuevos tubos con el isopropanol, mezclar
por inversién 8-10 veces y dejar los tubos reposar 5 minutos.

Centrifugar los tubos a 13.000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Eliminar el sobrenadante, golpear los tubos invertidos en papel de filtro y dejar
secar 10 minutos.

Afiadir 95 plL de Qiagen Elution Buffer (EB) del MinElute Gel Extraction kit. Dejar
reposar los tubos 10 minutos mientras se mezcla de vez en cuando.

Mezclar 5 pL de los dcidos nucleicos extraidos con tampdn de carga y correr una
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefida con bromuro de etidio a 90v, junto

con un marcador de tamafios moleculares de 1kb.

Eliminacidn del ARN de cadena sencilla y de impurezas de proteinas
Afiadir 30 pL de LiCl, 8 M a cada tubo.
Mezclar y dejar reposar los tubos 20 minutos.

Preparar un bafio de agua a 42C, colocar las muestras e incubar durante 16 horas.

Eliminacion de impurezas de ADN

Centrifugar los tubos a 16,100x g a 42C durante 30 minutos.

Retirar el sobrenadante a nuevos tubos.

Preparar una master mix calculando 13 pL de DNasa | y 13 uL de tampdn 10x
DNasa | por muestra, y aiadir 26 plL de ella a cada muestra.

Mezclar bien e incubar los tubos a temperatura ambiente 15 minutos.

Afiadir 13 plL de Stop Solution y mezclar con la pipeta.

Calentar a 702C 10 minutos en un bloque calentador.

Incubar en hielo durante 2 minutos y proceder con la purificacion.

Purificacion del ARN de doble cadena usando el kit Qiagen MinElute Gel Extraction
Kit
Sacudir los tubos y afiadir 330 pL de tampdn QG a cada uno.

Mezclar bien con pipeta, sacudir los tubos y transferir todo el contenido a

columnas de centrifugacién MinElute.
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3.1.5.

3.1.6.

Centrifugar los tubos a 13.000 rpm a 42C durante 1 minuto.

Eliminar el filtrado.

Afadir 750 pL de tampdn PE a cada columna.

Centrifugar a 13.000 rpm a 42C 1 minuto.

Eliminar el filtrado y centrifugar de nuevo.

Colocar las columnas en tubos nuevos de 1,5 mL.

Afadir 35 pL de tampdn EB en el centro de la membrana.

Incubar los tubos 1 minuto y después centrifugar a 13.000 rpm durante 1 minuto.
Eliminar las columnas.

Comprobar la integridad del ARN de doble cadena corriendo 2 pL.a 90 V en un
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, e incluyendo un marcador de

tamanos moleculares de 1 kb.

Cuantificacion del ARN de doble cadena con Qubit, utilizando el kit de alta
sensibilidad (HS kit)

Etiguetar un tubo Qubit por muestra y dos tubos Qubit adicionales para los
estandares (STD1y STD2).

Preparar la solucién de trabajo diluyendo el reactivo Qubit HS RNA 1:200 en
tampon Qubit RNA, preparando 200 pl para cada muestra y para cada estandar.
Pipetear 190 pL de esta solucidn de trabajo a cada tubo para los estandares.
Afiadir 10 pL de cada estandar al tubo correspondiente y mezclar.

Pipetear 198 pL de solucion de trabajo a cada tubo de muestra.

Afiadir 2 puL de cada muestra al tubo correspondiente y mezclar.

Incubar los tubos a temperatura ambiente 2 minutos.

Seguir las instrucciones de la pantalla de Qubit para determinar la concentracién

de ARN de doble cadena en cada muestra.

Fragmentacion del ARN purificado e hibridacion del primer para sintesis de ADN
copia

Se deben utilizar entre 500 pg a 50 ng de ARN por reaccion por lo que si el ARN
esta altamente concentrado se debe diluir con agua para conseguir una

concentracion de 50 ng por reaccion.
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3.1.7.

3.1.8.

Afadir 9,5 uL de ARN a un tubo de PCR de 0,2 mLy desnaturalizar a 959C durante
5 minutos.

Preparar la mezcla de fragmentacidon utilizando 1 pL de solucién de
fragmentacion y 2 pL de primer de sintesis de ADN copia por muestra.

Afadir 3 plL de esta mezcla de fragmentacion al ARN desnaturalizado.

Incubar los tubos a 852C durante 5 minutos.

Parar la fragmentacién poniendo los tubos en hielo.

Sintesis de ADN copia

Preparar la Master Mix de Sintesis de ADN Copia mezclando para cada reaccion:
3 uL de cDNA Synthesis PreMix, 0,5 uL DTT 100 mM y 0,5 pL de StarScript AMV
Reverse Transcriptase.

Mezclar pipeteando la Master Mix de Sintesis de ADN Copia y afiadir 4 plL a cada
uno de los tubos que estan en hielo.

Mezclar e incubar a 252C durante 5 minutos, seguido de 20 minutos a 42°C.
Enfriar las reacciones a 37°C.

Ir quitando una a una las reacciones del termociclador a 372C, anadir 1 uL de
Fisnishing Solution, mezclar con pipeta y devolver el tubo al termociclador.
Incubar las reacciones a 372C durante 10 minutos.

Incubar cada reaccion a 952C durante 3 minutos. A continuacién enfriar las

reacciones a 25°C.

Sintesis de ADN copia etiquetado en 3’

Preparar la Master Mix de Etiquetado Terminal mezclando para cada reaccion:
7,5 uL de ScriptSeq v2 Terminal-Tagging Premix y 0,5 uL de ADN polimerasa.

Ir retirando uno a uno los tubos del termociclador a 252C y anadir 8 uL de Master
Mix de Etiquetado Terminal y devolver los tubos al termociclador.

Incubar cada reaccidn a 252C durante 15 minutos.

Incubar cada reaccion a 952C durante 3 minutos y a continuacion enfriar a 42C.
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3.1.9.

Purificacion del ADN copia etiquetado en ambos extremos utilizando Qiagen
MinElute PCR Purification Kit

Seguir las instrucciones del fabricante. Eluir el ADN copia utilizando 25 ulL de

tampodn EB.

3.1.10. Amplificar las bibliotecas de ADN copia etiquetado en ambos extremos mediante

3.1.11.

PCR

Preparar la Master Mix para la PCR mezclando: 22,5 puLde ADN copia purificado
etiquetado en ambos extremos, 1 pL de primer PCR Forward, 1 puL de primer PCR
Reverse, 25 pL de FailSafe PCR PreMix E y 0,5 uL de FailSafe PCR Enzyme. El
volumen final de reaccién serd 50 pL.

Desarrollar la PCR en el termociclador con una primera fase a 952C durante 1
minuto, seguida de entre 15 y 22 ciclos de 30 segundos a 9529C, 30 segundos a
552C y 3 minutos a 682C. Tras acabar los ciclos se incuba a 682C durante 7

minutos.

Purificacion de la biblioteca RNA-Seq utilizando el sistema AMPure XP (Beckman
Coulter, Brea, CA, EEUU),

Atemperar las bolas AMPure XP a temperatura ambiente.

Transferir los 50 pL de reaccién a tubos de 1,5 mL.

Afiadir 50 pL de bolas a cada muestra y mezclar bien.

Incubar las muestras a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Colocar las muestras en el soporte magnético a temperatura ambiente durante
al menos 5 minutos hasta que el liquido aparece claro.

Eliminar y descartar el sobrenadante de cada tubo utilizando la pipeta sin tocar
las bolas.

Sin retirar los tubos del soporte afiadir 200 uL de etanol al 80% a cada tubo.
Incubar las muestras a temperatura ambiente durante al menos 30 segundos y
entonces eliminar todo el sobrenadante.

Repetir los dos pasos anteriores una vez mas hasta un total de dos lavados con
etanol al 80%.

Dejar que las muestras se sequen al aire en su soporte magnético durante 15

minutos.
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3.1.12.

3.1.13.

Afadir 20 pL de agua a cada tubo y retirar los tubos del soporte.

Resuspender las bolas e incubar las muestras a temperatura ambiente durante
2 minutos.

Colocar las muestras de nuevo en el soporte magnético durante al menos 5
minutos hasta que el liquido se observe claro.

Transferir el sobrenadante claro que contiene las bibliotecas a un tubo nuevo.

Cuantificacion del producto de la PCR purificado utilizando Qubit-dsDNA BR kit
Etiquetar un tubo Qubit por cada muestra y dos mas para los estandares (STD1
y STD2).

Preparar la solucién de trabajo diluyendo el reactivo Qubit BR dsDNA 1:200 en
tampon Qubit BR dsDNA. Preparar 200 pL por muestra y por cada estandar.
Pipetear 190 uL de la solucién de trabajo en cada tubo de estandar.

Afadir 10 pL de cada estandar en su tubo y mezclar.

Pipetear 198 uL de la solucién de trabajo a cada tubo de muestra.

Afiadir 2 uL de cada muestra a su correspondiente tubo y mezclar.

Incubar los tubos a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Seguir las instrucciones de la pantalla de Qubit para determinar la concentracién

de ADN en cada muestra.

Evaluacion de la distribucion de tamafios de los ADN copia utilizando el 2100
Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EEUU)

En la figura 20 pueden verse tres ejemplos de perfiles de tamafios de bibliotecas

obtenidas con ScriptSeq® v2 RNA-Seq Library Preparation Kit utilizando la cantidad

indicada de ARN poli(A) de higado humano. Se realizaron 15 ciclos de PCR para las

bibliotecas de 500 pg (A) y 5 ng (B). La opcidn C muestra el perfil de una biblioteca que

ha sido sobre-amplificada con demasiados ciclos de PCR. Si hay mas de un 60% del

material que esta entre los 200 y los 1.000 pares de bases la biblioteca puede ser

secuenciada.
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500 pg RNA 5ng RNA

Over-amplified library

Figura 20: Perfiles representativos de las bibliotecas ScriptSeq” v2 RNA-Seq.

3.1.14. Controles de calidad
Se incluyd un control positivo a partir de una muestra fuertemente positiva a rotavirus
para comprobar que todas las etapas han funcionado correctamente. También se

incluyd un control negativo que en este caso fue agua para detectar contaminaciones.

3.2.  Secuenciacién masiva
Una vez obtenidas las bibliotecas gendmicas se secuenciaron mediante secuenciacién
por sintesis en un equipo lllumina HiSeq 2500 en el Centre for Genomic Research de la

Universidad de Liverpool.

3.3.  Andlisis y ensamblado de las lecturas

Las secuencias apareadas (2 x 125 pares de bases) fueron ensambladas utilizando el
software Geneious R8, mapeando utilizando el genoma de la cepa de rotavirus Wa como
referencia, para obtener las secuencias consenso del genoma de ambas cepas, P369 y

P370.
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3.4. Genotipado
Para asignar los genotipos a cada uno de los 11 segmentos del genoma de cada cepa se

utilizé la herramienta de genotipado automatico RotaC (http://rotac.regatools.be).

3.5. Identidad nucleotidica y aminoacidica y andlisis filogenético

Se calculd la identidad nucleotidica y aminoacidica entre las cepas P369 y P370, y se
realizé el analisis filogenético de las mismas con MEGA 7 (Kumar et al. 2016). Se
elaboraron arboles filogenéticos para cada segmento del genoma del rotavirus
mediante el método Maximun Likelihood con 100 réplicas de bootstrap, incluyendo
secuencias disponibles en GenBank con el mismo genotipo. El modelo de sustitucion
para cada arbol se eligio mediante ModelTest de MEGA 7. En la tabla 17 se detallan los

modelos utilizados en el presente estudio.

Tabla 17: Modelos de sustitucion y tasas entre sitios elegidos para la construccion de arboles filogenéticos

de los distintos segmentos del genoma de las cepas P369 y P370 de rotavirus.

VP7 Tamura 3-parameter Gamma distributed
VP4 Tamura 3-parameter Gamma distributed
VP6 Tamura 3-parameter Gamma distributed and has Invariant sites
VP1 General Time Reversible Gamma distributed and has Invariant sites
VP2 Tamura-Nei Gamma distributed and has Invariant sites
vP3 General Time Reversible Gamma distributed and has Invariant sites
NSP1 Tamura 3-parameter Gamma distributed
NSP2 Tamura 3-parameter Gamma distributed
NSP3 Tamura 3-parameter Gamma distributed and has Invariant sites
NSP4 Tamura 3-parameter Gamma distributed
NSP5 Tamura 3-parameter Gamma distributed

3.6.  Estudio de las diferencias aminoacidicas en los epitopos de la proteina VP4 de las
cepas P369 y P370, con la proteina VP4 de la cepa WI79-4 de Rotateq®

Se estudiaron las regiones inmunogénicas de la proteina VP4 de las cepas P369 y P370
de rotavirus, comparandolas con las mismas regiones en la cepa incluida en la vacuna
Rotateq” WI79-4, que tiene genotipo P[8] al igual que P369 y P370, utilizando el
programa MEGA 7.
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IV. RESULTADOS
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1. Incidencia de gastroenteritis por rotavirus entre 2010-2013

Se procesaron 4.694 muestras pertenecientes a 3.922 pacientes diagnosticados de
gastroenteritis en el HUVA o en los servicios de atencién primaria del area | de salud,
para la deteccidn de rotavirus A durante un periodo de 4 aios (2010-2013). Un total de
997 muestras (21,2%) fueron positivas a la deteccidn de rotavirus A, mientras que 3.697
muestras (78,8%) resultaron negativas. Por afos, se recibieron en el laboratorio un
minimo de 1.046 muestras en 2010, y un maximo de 1.306 en 2011, con una media
interanual de 1.174 muestras al afio, y una desviacién estdndar de 117 muestras. La
proporciéon de muestras positivas con respecto al total de muestras tomadas fue
disminuyendo afio tras afio desde un 26,8% en 2010, hasta un 13,6% en 2013,
disminuyendo por lo tanto un 49,3% en cuatro afios (Fig. 21, Tabla 18). Esta disminucién
en la proporcion de muestras positivas no se explicé por un aumento en la intensidad

de muestreo con los anos.
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Figura 21: Relacidn entre el nimero total de muestras tomadas y la proporcién de muestras positivas a

rotavirus A, entre 2010y 2013.

Tabla 18: Numero total de muestras tomadas, nimero de muestras positivas a rotavirus A y proporcion

de muestras positivas, desde 2010 hasta 2013.

Afo

N2 total de muestras tomadas 1.046 1.306 1.111 1.231
N2 de muestras positivas 280 329 220 168

% muestras positivas 26,8 25,2 19,8 13,6
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Las tasas de incidencia anuales de gastroenteritis por rotavirus en nifios menores de 5
afios en la poblacién atendida por el HUVA oscilaron entre 1,03/100 nifios en 2013, y
1,88/100 nifios en 2011 (Tabla 19), resultando diferentes estadisticamente (p-valor =
0.0000).

Tabla 19: Poblacion de nifios menores de 5 afios en el area | de salud, muestras positivas a rotavirus Ay

tasa de incidencia de gastroenteritis por rotavirus A por cada 100 nifios menores de 5 afos en el drea | de

salud.
Nifios <5 afios 16.414 16.463 15.927 15.382
Positivos rotavirus 257 310 212 158
Incidencia/100 1,57 1,88 1,33 1,03

1.1. Estacionalidad de las gastroenteritis por rotavirus
Las curvas epidémicas de las gastroenteritis por rotavirus tuvieron un pico de incidencia
al final del invierno o principio de la primavera (Fig. 22). A lo largo de los cuatro afios de
estudio los picos de incidencia ocurrieron en el mes de marzo para los afios 2010y 2012,
adelantandose a febrero en 2011 y retrasandose a abril en 2013. Durante el afio 2010
ademas se observaron otros picos de incidencia secundarios en mayo y en septiembre.
El nimero de casos detectados fue minimo en los meses de septiembre (2011), octubre
(2010 y 2012) y noviembre (2013), a partir de los cuales el nimero de casos comenzé a

aumentar de nuevo.

88



80
70 £
\
60
8 \
a 50
3
by 40
©
ol 30
=z
20
10
0 .
Enero Febrero Marzo Abril
=@ 7010 10 50 70 21
2011 63 73 68 30
2012 46 59 74 17
2013 6 17 38 54
=—@=2010

IV. Resultados

\v—»*x_\w

Mayo Junio
33 9
28 18
8 4
22 11

2011

Julio
10
7
4
4

2012

Agosto

14

2013

16

Septiembre

Octubre
5

7
0
2

Figura 22: Numero de muestras positivas a rotavirus A por meses, desde 2010 hasta 2013.

1.2. Incidencia segun edad
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En la tabla 20 se detalla el nimero de muestras positivas a rotavirus A por grupos de

edad en los distintos afios del estudio.

Tabla 20: Numero de muestras positivas a rotavirus A segun grupo de edad, desde 2010 hasta 2013.

0-5 81 110
6-23 148 173
24-59 28 27
60 6 mas 13 14
Total 270 324

54
117
41

220

32
99
28

167

277
537
124
43
981

28,2%
54,7%
12,6%
4,4%
100%

La distribucién de la edad en los casos positivos fue significativamente diferente en los

distintos anos (p-valor =0,0023). Mas del 50% de todas las muestras positivas a rotavirus

A pertenecieron a nifios con un rango de edad de entre 6 y 23 meses de edad en los

cuatro anos del estudio (Fig. 23). El siguiente grupo de edad con una mayor contribucién

al numero de casos positivos fue el de los nifios menores de 6 meses, que oscilé entre

un 19,2% en 2013 y un 34,0% en 2011. Entre un 8.3% en 2011y un 18.6% en 2012 de las

muestras pertenecieron a nifios de entre 24 y 59 meses. Por ultimo, entre un 3,6% de

las muestras en 2012 y un 4,8% de las muestras en 2010y 2013 procedieron de pacientes

a partir de los 5 afios de edad. La proporcion de casos entre nifios de 6 a 23 meses de
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edad fue maxima (59,3%) en 2013, siendo en este afio minima (19,2%) la afectacién de
los menores de 6 meses. Por el contrario, la afectacion de los nifios de 6 a 23 meses fue
minima (53,2%) en 2012, afio en el que la afectacién de niflos entre 24 y 59 meses de
edad fue mdaxima (18,6%). La mayor afectacidon (34,0%) de los niflos menores de 6 meses
se produjo en 2011, afio en que se produjo la minima (8,3%) afectacion de los nifios de
24 a 59 meses de edad. El paciente mds joven con gastroenteritis por rotavirus A fue una
nifa de 17 dias de edad, mientras que el paciente de mayor edad fue una mujer de 78
afios. De manera global, en los cuatro afios de estudio el 28,2% de las muestras procedid
de nifos menores de 6 meses, el 54,7% de nifios de entre 6 meses y menores de 2 afios,
el 12,6% de nifos de entre 2 y menores de 5 afios, y el 4,4% de pacientes (nifios o
adultos) mayores de 5 afios. En total, el 82,9% de las muestras procedié de nifios

menores de 2 afios.
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Figura 23: Proporcion de muestras positivas a rotavirus A por edades, desde 2010 hasta 2013.

1.3. Incidencia segun sexo
En la tabla 21 se detalla el nimero de muestras positivas a rotavirus A por sexos en los

distintos afios del estudio.

Tabla 21: NUmero de casos segln sexo, desde 2010 hasta 2013.

Sexo 2010 2011 2012 2013
Hombre 164 169 112 100
Mujer 115 157 108 64
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Total 279 326 220 164

La distribucién de la variable sexo no varié entre los sucesivos afios de forma significativa
(p-valor = 0,0793), siendo la proporcidon de positivos ligeramente mayor entre los

hombres que entre las mujeres en los cuatro afios (Fig. 24).
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Figura 24: Proporcion de muestras positivas a rotavirus A por sexos, desde 2010 hasta 2013.

2. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las gastroenteritis por rotavirus
durante 2012

2.1. Estudio de la influencia del origen de la infeccidn en la estacionalidad, la edad y el
sexo de los casos

De las 1.111 muestras recibidas en 2012, 220 (19,8%) fueron positivas a rotavirus
mientras que 891 (80,2%) fueron negativas. 170 (77,3%) de las muestras positivas
procedieron de infecciones de adquisicién comunitaria, mientras que 47 (21,4%) de ellas
pertenecieron a infecciones nosocomiales. En 3 casos (1,4%) no pudieron obtenerse los

datos clinicos (Tabla 22).
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Tabla 22: NUimero y proporcidn de muestras positivas segln el origen de la infecciéon (adquisicidn

comunitaria, nosocomial o sin informacion del origen de la infeccion) en 2012.

Negativo 891 80,2

Positivo Desconocido 3 0,3 1,4
Comunitaria 170 15,3 77,3
Nosocomial 47 4,2 21,4

Total 1111 100,0 100,0

La poblacion censada en 2012 en el area | de salud fue de 15.927 nifios menores de cinco
afos, y el nUmero de casos de gastroenteritis por rotavirus A adquirido en la comunidad
detectado en este grupo de edad fue de 164 casos. La tasa de incidencia resultd por

tanto en 1,03 casos/100 nifios menores de cinco afios en ese afio.

Los nifios que contrajeron una gastroenteritis por rotavirus A nosocomial tardaron una
media de 8,4 dias desde su ingreso en el hospital infantil en comenzar los sintomas, con
una desviacion estandar de 7,6 dias. El periodo minimo en desarrollar los sintomas fue
de 2 dias, mientras que el periodo maximo fue de 34 dias en un bebé de un mes de edad

(Fig. 25).

11 1 1 11 1
\II\II T \II T \II T T T T T \IIII T T T T IL
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33

Dias desde el ingreso

Ne de casos
o N H (o)) (o]

Figura 25: Histograma de frecuencias del nimero de dias que tardaron en desarrollar sintomas los nifios
que enfermaron de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion nosocomial durante 2012, desde la

fecha de su ingreso en el hospital.

En la tabla 23 se detalla el nUmero y la proporcion de casos de adquisicion nosocomial

por procedencia de las muestras. La mayoria de los casos procedieron de la zona de
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lactantes, dentro del Servicio de Pediatria, con 26 casos (55,3%), seguidos por la zona de
escolares en el mismo Servicio con 7 casos (14,9%), oncologia infantil con 5 casos
(10,6%), unidades de aislados con 4 casos (8,5%) y neonatologia con 3 casos (6,4%). Sélo
se identifico un caso (2,1%) de infeccion nosocomial en la Unidad de Cuidados Intensivos

Pediatrica.

Tabla 23: Numero y proporcidon de casos segun la procedencia de las muestras en los casos de

gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién nosocomial en 2012.

Aislados 4 8,5
Escolares 7 14,9
Lactantes 26 55,3
Neonatologia 3 6,4
Oncologia infantil 5 10,6
UCI pediatrica 1 2,1
Desconocido 1 2,1
Total 47 100,0

Respecto a la causa de la hospitalizacion en las gastroenteritis por rotavirus A adquiridas
nosocomialmente, en la tabla 24 se detalla el nUmero de casos por diagndstico principal
de hospitalizacion. El principal grupo de pacientes afectado fue el de ingresados por
afecciones respiratorias con 20 (42,5%) casos, seguido por 4 (8,5%) casos de pacientes
con cancery 3 (6,4%) casos de pacientes epilépticos. El resto de casos estaba ingresado

por una gran variedad de diagndsticos.

Tabla 24: Numero y proporciéon de casos segun el diagndstico principal de hospitalizacion en los casos de

gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién nosocomial en 2012.

Afeccion respiratoria 20 42,5
Neoplasia 4 8,5
Epilepsia 3 6,4
Pielonefritis por E. coli 2 4,3
Adenoflemén 2 4,3
Nacimiento patolégico 2 4,3
Encefalopatia secuelar a episodios hipoxicos previos 1 2,1
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Sepsis-meningitis 1 2,1
Sindrome febril 1 2,1
Macrocefalia 1 2,1
Retraso psicomotor 1 2,1
Reflujo gastroesofagico 1 2,1
Enfermedad de Niemann-Pick 1 2,1
Trastorno paroxistico no epiléptico 1 2,1
Colitis eosinofilica 1 2,1
Gastroenteritis rotavirus negativa 1 2,1
Anemia ferropénica 1 2,1
Cefalea 1 2,1
Microcardiopatia dilatada con insuficiencia mitral 1 2,1
Desconocido 1 2,1
Total 47 99,7

2.1.1. Estacionalidad segun origen de la infeccion
Las curvas epidémicas anuales de los casos de gastroenteritis por rotavirus de
adquisicion comunitaria y de los casos de adquisicion nosocomial tuvieron una forma
similar, con maximos de incidencia a finales del invierno, aunque con distinta amplitud
(Fig. 26). La curva de los casos comunitarios tuvo su maxima incidencia en marzo con 61
casos, mientras que la curva epidémica de casos nosocomiales tuvo una meseta en la
que las maximas incidencias ocurrieron en febrero y marzo con 13 casos en cada mes.
En general la incidencia de casos de adquisicidon comunitaria superd a la incidencia de
casos nosocomiales, aunque hubo un mes, el mes de abril, en el que la incidencia de
estos superd a la incidencia de aquellos. En este mes se detectaron 10 casos
nosocomiales y sélo 7 comunitarios. No se detectaron casos nosocomiales desde julio
hasta noviembre, concentrandose el 91,5% de los casos en los primeros cuatro meses

del afio.
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Figura 26: NUmero de casos de gastroenteritis por rotavirus A durante 2012, tanto de adquisicion

comunitaria como de adquisicién nosocomial.

2.1.2. Incidencia segun edad y origen de la infeccion
En la tabla 25 se detalla el nUmero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de

adquisicion comunitaria o de adquisicion nosocomial por grupos de edad.

Tabla 25: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria o nosocomial

por edades en 2012.

0-5 35 19
6-23 99 17
24-59 30 9
60 6 mas 6 2
Total 170 47

Se encontraron diferencias significativas en la distribucion de la variable edad segun el
tipo de infeccién, comunitaria o nosocomial (p-valor = 0,0258). El principal grupo de
edad afectado por las gastroenteritis por rotavirus A adquiridas en la comunidad fue el
de 6 a 23 meses, representando el 58,2% de los casos (Fig. 27). En cambio, en los casos
nosocomiales el principal grupo de edad afectado fue el de menores de 6 meses, con un

40,4% de los casos. En los casos nosocomiales se observé una mayor dispersion de los
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casos entre los distintos grupos de edad, de forma que el grupo de entre 6 y 23 meses
perdié la predominancia a costa del resto de grupos de edad que crecieron en

proporcioén.
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Figura 27: Proporcidn de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién comunitaria o nosocomial

por edades (en meses) en 2012.

2.1.3. Incidencia segun sexo y origen de la infeccidn
En la tabla 26 se observa el nimero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de

adquisicion comunitaria o de adquisicion nosocomial por sexos.

Tabla 26: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién comunitaria o nosocomial

por sexos en 2012.

Sexo Casos comunitarios Casos nosocomiales
“Hombre 79 32

Mujer 91 15

Total 170 47

Se encontraron diferencias significativas en la distribucion de la variable sexo segun el
tipo de infeccién, comunitaria o nosocomial (p-valor = 0,0008). En los casos de

adquisicion comunitaria la proporcién de casos fue ligeramente mayor entre las mujeres
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que entre los hombres, mientras que en las infecciones nosocomiales la proporcidn de

casos fue mucho mayor entre los hombres, con un 68,1% de los casos.
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Figura 28: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria o nosocomial

por sexos en 2012.

2.2. Estudio de genotipos en casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién
comunitaria en 2012

2.2.1. Prevalencia de los distintos genotipos
En la tabla 27 se detalla el nimero de muestras que se sometieron al andlisis de
genotipado y los genotipos encontrados. Se analizaron 138 (81,2%) de las 170 muestras

procedentes de casos con gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria.

Tabla 27: Genotipos encontrados en los casos de adquisicion comunitaria en 2012 y nimero de muestras
identificadas en cada genotipo. GOPO representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningln

genotipo. G1P0 representa una muestra en la que no se consiguié identificar el genotipo P.

Genotipo N2 de muestras
GOPO 21
G1P[8] 42
G2P[4] 28
GA4P[8] 37
G9P[8] 2
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G12P[8] 5
G1P0O 1
G9P[4] 1
G1G4P[8] 1
Total analizadas 138
No analizadas 32
Total casos 170

En la figura 29 puede observarse una fotografia de un gel de agarosa, en el que se han
desarrollado mediante electroforesis los productos de amplificacion por PCR,
especificos de genotipo de las muestras 102 a 119. Se observan cuatro muestras en las
gue no se identificd ningln genotipo (104, 106, 115 y 119), cinco muestras que
presentaron genotipo G1P[8] (109, 111, 112, 116 y 118), cuatro muestras que
presentaron genotipo G4P[8] (110, 113, 114 y 117) y cinco muestras que presentaron
genotipo G2P4 (102, 103, 105, 107 y 108). Se observa también con el control negativo

gue no se produjo contaminacién cruzada.
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Figura 29: Fotografia de un gel de agarosa tras electroforesis a 120V durante 90 minutos, de las muestras
102-119 de 2012. Se utilizé SYBR® Safe DNA gel stain (ThermoFisher Scientific) para visualizar el ADN bajo
excitacion ultravioleta. En la parte superior (VP7) las bandas de 452 pb, 521 pb, y 618 pb pertenecen a los
genotipos G4, G2 y G1 respectivamente. En la parte inferior (VP4) las bandas a 224 pb y a 362 pb
pertenecen a los genotipos P[8] y P[4] respectivamente. B se corresponde a un control negativo en el que

la muestra de heces ha sido sustituida por agua pura de grado molecular (Invitrogen).

Los genotipos mas prevalentes durante 2012 en los casos comunitarios fueron los
genotipos tipo Wa (G1P[8], G4P[8], GOP[8] y G12P[8]) que se encontraron en un 62,3%
de todas las muestras analizadas (Fig. 30). El genotipo mas frecuente fue el G1P[8] con
un 30,4% de las muestras, seguido de cerca por el G4P[8] con un 26,8%. Los genotipos
tipo DS-1 fueron los siguientes mds prevalentes, con el genotipo G2P[4] encontrandose
en un 20,3% de las muestras. Los genotipos G9P[8] y G12P[8] se encontraron tan solo
en 7 muestras. En una de las muestras se identificé el genotipo G, pero no se consiguio
identificar el genotipo P; en otra muestra se encontrd una asociacion infrecuente de
genotipos G y P (G9P[4]); y otra muestra se encontraron dos genotipos G y uno P,
indicando una infeccion multiple con dos cepas (G1G4P[8]). En 21 muestras analizadas

(15,2%) no se consiguid identificar ningun genotipo.

G1PO
0,7%

G9P[8]
1,4%
12P[8]

3,6% Otros
,2%

Figura 30: Proporcion de los distintos genotipos encontrados en las muestras analizadas en 2012. GOPO
representa las muestras en las que no se consiguié identificar ninglin genotipo. G1P0 representa una

muestra en la que no se consiguid identificar el genotipo P.
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2.2.2. Estacionalidad de genotipos
En la figura 31 se detalla el nUmero de muestras con un genotipo determinado que se
encontraron cada mes a lo largo de 2012. Todos los genotipos presentaron su maxima
incidencia entre enero y marzo. El genotipo G1P[8] se encontrd principalmente de enero
a marzo, con soélo dos casos fuera de este periodo, uno en abril y uno en septiembre.
Por otro lado, el genotipo G2P[4] sdlo se encontrd en los primeros cuatro meses del
afo., mientras que el genotipo G4P[8] fue el genotipo que mayor expansion tuvo a lo
largo del afio ya que, aunque su pico de incidencia ocurridé en febrero y marzo, produjo
casos aislados en todas las estaciones, no presentando casos tan solo en julio, en
septiembre, en octubre y en diciembre. Los cinco casos con genotipo G12P[8] ocurrieron
en el primer trimestre del afio, mientras que los dos casos con G9P[8] ocurrieron
aisladamente, uno en enero y otro en abril. La frecuencia de casos con genotipo no
identificable se distribuyd mas o menos homogéneamente a lo largo del afio, siguiendo

la tendencia general de mayor incidencia en el primer trimestre del afio.
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=@=GOPO 5 5 4 1 1 0 3 0 1 0 1 0
=@— G1P[8] 8 15 17 1 0 0 0 0 1 0 0 0
=@ G12P[8] 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 31: Distribucién temporal de los distintos genotipos identificados en los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria a lo largo de 2012.
GOPO representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningtin genotipo.
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2.2.3. Relacion del genotipo con la edad
En la tabla 28 se detalla la distribucion de muestras por genotipos y grupos de edad. Se
encontraron diferencias significativas en la distribucion de genotipos en los distintos
grupos de edad (p-valor = 0,041). Estas diferencias se siguieron manteniendo cuando
eliminamos del analisis la categoria “resto de genotipos”, cuyas frecuencias fueron todas

menores de 5 (p-valor = 0,024).

Tabla 28: Numero de muestras por genotipo identificado y grupo de edad en los casos de gastroenteritis
por rotavirus A de adquisicién comunitaria en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se
consiguid identificar ningun genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd dos G9P[8], cinco

G12P[8], un G9P[4], un G1G4P[8] y un G1PO0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

0-5 6-11 12-23 24 6 mas Total
GOPO 5 2 5 9 21
G1P[8] 8 10 19 5 42
G2P[4] 4 7 11 6 28
G4P[8] 11 14 7 5 37
Resto de genotipos 2 4 1 3 10
Total 30 37 43 28 138

La distribucion de genotipos fue muy similar en los grupos de edad de menores de 6
meses y de 6 a 11 meses. En estos nifios menores de 1 afio el genotipo mas prevalente
fue el G4P[8] (36,7%), seguido del G1P[8] (26,7%) y del G2P[4] (13,3%). En cambio, en
los nifios con edad entre 12 y 23 meses el genotipo mas prevalente fue el G1P[8] (44,2%),
seguido del G2P[4] (25,6%) y del G4P[8] (16,3%). En los pacientes a partir de los dos afios
de edad las proporciones de los diferentes genotipos fueron mas parecidas, siendo el
genotipo G2P[4] el mds prevalente (21,4%), seguido de G1P[4] y G4P[8] en igual
proporcién (17,9%). Del “resto de genotipos”, en ninos menores de 6 meses se identificd
una muestra con una constelacion de genotipos inusual G9P[4], asi como una muestra
con genotipo G12P[8]. En el grupo de edad de 6 a 11 meses se identificaron las dos
muestras con genotipo G9[8] identificado en 2012, una muestra con genotipo G12P[8]
y una muestra con genotipo G1 en la que no se pudo identificar el genotipo P. En el
grupo de edad de 12 a 23 meses sdlo se encontré una muestra con genotipo G12P[8], y

en el grupo de edad a partir de 2 afos hubo dos muestras con genotipo G12P[8] y una
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muestra con una infeccién multiple G1G4P[8]. Las muestras en las que no se pudo
identificar ningun genotipo fueron mas frecuentes en nifios mayores de 2 afios (32,1%)
y en menores de 6 meses (16,7%), y menos frecuentes en el rango de edad entre 6y 23

meses (5,4-11,6%) (Fig. 32).
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Figura 32: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria por genotipos
y por edades (en meses) en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié identificar
ninguin genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyé dos G9P[8], cinco G12P[8], un G9P[4], un

G1G4P[8] y un G1PO0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

2.2.4. Relacion del genotipo con los sexos
En la tabla 29 se detalla la distribucién de muestras por genotipos y sexos. No se
encontraron diferencias significativas en la distribucidn de genotipos en los distintos

sexos (p-valor = 0.244).

Tabla 29: Nimero de muestras por genotipo identificado y sexo en los casos de gastroenteritis por
rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié
identificar ninglin genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd dos G9P[8], cinco G12P[8], un

G9P[4], un G1G4P[8] y un G1PO en el que no se consiguio identificar el genotipo P.

Hombre Mujer Total

GOPO 5 16 21
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G1P[8] 21 21 42
G2P[4] 13 15 28
GA4P[8] 20 17 37
Resto de genotipos 5 5 10
Total 64 74 138

Tanto en hombres como en mujeres el genotipo mas prevalente fue el G1P[8] (32,8-
28,4%), seguido del G4P[8] (31,3-23,0%) y del G2P[4] (20,3%). En mujeres se
encontraron mas muestras en las que no se pudo identificar el genotipo (21,6%) que en
hombres (7,8%). Del “resto de genotipos”, las dos muestras con genotipo G9P[8]
procedieron de mujeres, asi como tres muestras con genotipo G12P[8]. Las dos
restantes muestras en las que se identifico el genotipo G12P[8] procedieron de
hombres, asi como la muestra con el genotipo inusual G9P[4], la muestra con genotipo
G1 en la que no se pudo identificar el genotipo P, y la muestra con infeccién multiple

con genotipos G1G4P[8] (Fig. 33).
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Figura 33: Proporcidn de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria por genotipos
y por sexos en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningliin genotipo.
La categoria “resto de genotipos” incluyé dos G9P[8], cinco G12P[8], un G9P[4], un G1G4P[8] y un G1P0O

en el que no se consiguié identificar el genotipo P.
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2.2.5. Relacion del genotipo con la procedencia
En la tabla 30 se detalla la distribuciéon de muestras por genotipos y procedencia de las
mismas. Se encontraron diferencias significativas en la distribucidon de genotipos, segin
si las muestras procedieron del servicio de urgencias pediatricas o del grupo de resto de

procedencias (p-valor = 0,033).

Tabla 30: Numero de muestras por genotipo identificado y procedencia en los casos de gastroenteritis
por rotavirus A de adquisicién comunitaria en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se
consiguid identificar ningun genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd dos G9P[8], cinco
G12P[8], un G9P[4], un G1G4P[8] y un G1PO en el que no se consiguid identificar el genotipo P. El “resto
de procedencias” incluyé 12 muestras procedentes de atencidén primaria (27,9%), 26 procedentes de
consultas externas pediatricas (60,5%), 2 muestras procedentes del hospital de adultos (4,7%) y 3

muestras con origen desconocido (7,0%).

Resto de procedencias Urgencias pediatricas Total
GOPO 11 10 21
G1P[8] 9 33 42
G2P[4] 8 20 28
G4P[8] 6 31 37
Resto de genotipos 4 6 10
Total 38 100 138

La distribucién de genotipos en las muestras procedentes de urgencias pediatricas
mostraron un patrén mas acorde con las proporciones generales encontradas en 2012,
con una preponderancia de los genotipos G1P[8] (33,0%) y G4P[8] (31,0%), seguidos por
el genotipo G2P[4] (20,0%). Procedentes de urgencias infantiles fueron las dos muestras
con genotipo GIP[8] identificadas en 2012, la muestra con el genotipo inusual GOP[4],
la muestra con genotipo G1 en la que no se pudo identificar el genotipo P, y dos

Ill

muestras con genotipo G12P[8]. En el grupo del “resto de procedencias” la distribucién
de genotipos fue mas heterogénea, predominando las muestras en las que no se pudo
identificar ninglin genotipo (28,9%), y disminuyendo la proporcion del genotipo G4P[8]
(15,8%). 3 muestras con genotipo G12P[8] tuvieron este tipo de procedencia, ademas

de la muestra con infeccion multiple y genotipos G1G4P[8] (Fig. 34).
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Figura 34: Proporcidn de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria por genotipos

y por procedencia en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié identificar ningin

genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyé dos G9P[8], cinco G12P[8], un G9P[4], un G1G4P[8] y

un G1PO0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

2.2.6. Relacion del genotipo con la sintomatologia de los casos

Se obtuvieron los datos de sintomatologia de 107 (77,5%) de los 138 casos en los que se

genotiparon las muestras. En estos casos no se identificd otro agente infeccioso u otra

patologia que pudiese explicar los sintomas, aparte del rotavirus. En latabla 31 se detalla

el nimero de casos que presentaron un determinado sintoma.

Tabla 31: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria en 2012 que

presentaron o no presentaron un determinado sintoma.

Sintoma

Diarrea

Voémitos

Fiebre

Decaimiento
Deshidratacion
Hiporexia

Sintomas catarrales
Exantema

Otitis

Convulsiones

Presente

106

99
76
12
39
24
29
2
2
1

Total

107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
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La mayoria de los casos presentaron diarrea (99,1%), vomitos (92,5%) y fiebre (71,0%)
en algun momento durante la enfermedad, presentando mas de un tercio de los casos
algun signo de deshidratacién (36,4%). Algo mds de uno de cada cuatro casos (27,1%)
presentd sintomas catarrales sin haber sido identificado ningin patégeno respiratorio,
y también cerca de uno de cada cuatro casos presentd hiporexia (22,4%). Tan solo un
11,2% de los casos presentd decaimiento. Otros sintomas identificados en el estudio con
baja frecuencia fueron exantema (1,9%), otitis (1,9%) y convulsiones (0,9%) no filiadas

con otra patologia aparente (Fig. 35).
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Figura 35: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién comunitaria en 2012 que

presentaron o no presentaron un determinado sintoma.

Relacion del genotipo con la diarrea:

En la tabla 32 se detalla el nimero de casos que presentd o no presenté diarrea y los
distintos genotipos que tuvieron las muestras. Todos los casos presentaron diarrea
(99,1%) excepto uno, que se correspondid con una muestra en la que no se pudo

identificar ningun genotipo.
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Tabla 32: Numero de muestras por genotipo identificado en los casos de gastroenteritis por rotavirus A
de adquisicién comunitaria en 2012, con presencia o ausencia de diarrea. GOPO representa las muestras
en las que no se consiguid identificar ningln genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd dos

G9P[8], tres G12P[8] y un G1P0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

GOPO 1 11 12
G1P[8] 0 31 31
G2P[4] 0 25 25
G4P[8] 0 33 33
Resto de genotipos 0 6 6

Total 1 106 107

Relacion del genotipo con la presencia de vomitos:

En la tabla 33 se detalla el nimero de casos que presentd o no presentd vomitos y los
distintos genotipos que tuvieron las muestras. Se encontro relacion estadisticamente

significativa en la distribucidn del sintoma vémitos entre genotipos (p-valor = 0.009).

Tabla 33: Numero de muestras por genotipo identificado en los casos de gastroenteritis por rotavirus A
de adquisicion comunitaria en 2012, con presencia o ausencia de vomitos. GOPO representa las muestras
en las que no se consiguié identificar ningln genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd dos

G9P[8], tres G12P[8] y un G1P0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

GOPO 4 8 12
G1P[8] 2 29 31
G2P[4] 1 24 25
G4P[8] 1 32 33
Resto de genotipos 0 6 6

Total 8 99 107

La mitad (50,0%) de los casos que no presentaron vémitos correspondidé a muestras en
las que no se pudo identificar ningin genotipo (Fig. 36). El resto de casos sin vomitos
pertenecieron a muestras con los genotipos mas prevalentes. Todos los casos con

genotipos poco frecuentes (G9P[8], G12P[8], G1P0) presentaron vomitos.
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Figura 36: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria por genotipos
con presencia o ausencia de vémitos en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguio
identificar ningln genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluy6 dos G9P[8], tres G12P[8] y un G1P0

en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

Relacién del genotipo con la presencia de fiebre:

En la tabla 34 se detalla el nimero de casos que presentd o que no presento fiebre y los
distintos genotipos que tuvieron las muestras. No se encontrd relacidn estadisticamente

significativa en la distribucidn del sintoma fiebre entre genotipos (p-valor = 0.102).

Tabla 34: Numero de muestras por genotipo identificado en los casos de gastroenteritis por rotavirus A
de adquisicion comunitaria en 2012, con presencia o ausencia de vomitos. GOPO representa las muestras
en las que no se consiguié identificar ninglin genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyé dos

G9P[8], tres G12P[8] y un G1PO0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

Genotipo Sin fiebre Con fiebre Total
GOPO 2 10 12
G1P[8] 12 19 31
G2P[4] 6 19 25
G4P[8] 7 26 33
Resto de genotipos 4 2 6
Total 31 76 107

Relacidn del genotipo con la presencia de signos de deshidratacion:
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En la tabla 35 se detalla el nimero de casos que presentd o que no presentd signos de
deshidratacion y los distintos genotipos que tuvieron las muestras. No se encontro
relacion estadisticamente significativa en la distribucién del sintoma signos de

deshidratacion entre genotipos (p-valor = 0.411).

Tabla 35: Numero de muestras por genotipo identificado en los casos de gastroenteritis por rotavirus A
de adquisicion comunitaria en 2012, con presencia o ausencia de signos de deshidratacion. GOPO
representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningln genotipo. La categoria “resto de

genotipos” incluydé dos G9P[8], tres G12P[8] y un G1P0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

GOPO 7 5 12
G1P[8] 23 8 31
G2P[4] 15 10 25
G4P[8] 18 15 33
Resto de genotipos 5 1 6

Total 68 39 107

Relacion del genotipo con la presencia de sintomas catarrales:

En la tabla 36 se detalla el nUmero de casos que presentd o que no presentd sintomas
catarrales y los distintos genotipos que tuvieron las muestras. No se encontré relaciéon
estadisticamente significativa en la distribucién de la presencia o no de sintomas
catarrales entre genotipos (p-valor = 0.090), aunque al eliminar del analisis la categoria
“resto de genotipos”, cuyas frecuencias fueron menores a 5, esa relacion si resulté

significativa (p-valor = 0,046).

Tabla 36: Numero de muestras por genotipo identificado en los casos de gastroenteritis por rotavirus A
de adquisicién comunitaria en 2012, con presencia o ausencia de sintomas catarrales. GOPO representa
las muestras en las que no se consiguié identificar ningin genotipo. La categoria “resto de genotipos”

incluyé dos G9P[8], tres G12P[8] y un G1PO0 en el que no se consiguié identificar el genotipo P.

GOPO 5 7 12
G1P[8] 26 5 31
G2P[4] 19 6 25
G4P[8] 24 9 33
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Resto de genotipos 4 2 6
Total 78 29 107

Una mayor proporcién de casos que presentaron sintomas catarrales se correspondié
con muestras en las que no se consiguid identificar ningin genotipo, un 24,1% frente al

6,4% de los casos sin estos sintomas.
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Figura 37: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria por genotipos
con presencia o ausencia de sintomas catarrales en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se
consiguio identificar ninglin genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyé dos G9P[8], tres G12P[8]

y un G1PO0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

Relacidon del genotipo con la presencia de hiporexia:

En la tabla 37 se detalla el nimero de casos que presentd o no presentd hiporexia y los
distintos genotipos que tuvieron las muestras. No se encontrd relacidn estadisticamente
significativa en la distribucién del sintoma hiporexia entre genotipos (p-valor = 0.201),
ni siquiera eliminando del andlisis la categoria “resto de genotipos”, que presenté

frecuencias menores de 5 (p-valor = 0.129).

Tabla 37: Nimero de muestras por genotipo identificado en los casos de gastroenteritis por rotavirus A

de adquisicién comunitaria en 2012, con presencia o ausencia de hiporexia. GOPO representa las muestras
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en las que no se consiguié identificar ningln genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd dos

G9P[8], tres G12P[8] y un G1P0 en el que no se consiguid identificar el genotipo P.

GOPO 12 0 12
G1P[8] 21 10 31
G2P[4] 19 6 25
G4P[8] 27 6 33
Resto de genotipos 4 2 6

Total 83 24 107

Relacidon del genotipo con la presencia de otros sintomas:

Para el resto de sintomas para los que las frecuencias de aparicién fueron menores de
5, es decir, para los sintomas de decaimiento, exantema, otitis y convulsiones, no pudo
establecerse la significancia estadistica de la relacidon entre genotipo y ocurrencia del
sintoma. Con respecto al sintoma de decaimiento, los 12 casos en los que se presentd
este sintoma pertenecieron a cinco muestras con genotipo G4P[8], cuatro muestras con
genotipo G2P[4], dos muestras con genotipo G1P[8] y una muestra con genotipo G9P[8].
Este sintoma no se encontré en ninguno de los casos en los que no se pudo identificar
ningun genotipo. Solo presentaron exantema dos casos, ambos con genotipo G1P8.
Respecto a la otitis, los dos Unicos casos que presentaron este sintoma tenian genotipo
G4P8. Por ultimo, sélo un caso presentd convulsiones, y pertenecid a una muestra en la

que no se identificd ningun genotipo.

2.2.7. Relacion de los genotipos con la hospitalizacién de los casos
Se obtuvo el dato de hospitalizacion de 137 (80,6%) de los 170 casos comunitarios
detectados. 58 casos (42,3%) fueron hospitalizados como consecuencia de la
gastroenteritis, mientras que 79 (57,8%) fueron dados de alta a su domicilio desde
urgencias. Suponiendo que esta proporcién de hospitalizaciones es extrapolable a los
170 casos comunitarios el nimero total de hospitalizaciones en 2012 fue de 72 casos.
Este dato, teniendo en cuenta que el nimero total de nifios menores de 5 afos en el
area | de salud fue de 15.927, representd que alrededor de 452 nifios por cada 100.000

menores de 5 afios requiriesen hospitalizacion debido al rotavirus.
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Teniendo en cuenta que no todas las muestras se analizaron para averiguar su genotipo,
fueron finalmente 108 casos (63,5%) los que se sometieron al analisis estadistico. En la
tabla 38 se detalla el nimero de casos de cada genotipo que fue dado de alta desde
urgencia o hospitalizado. No se observd relacion estadisticamente significativa entre la

circunstancia de ser hospitalizado y el genotipo (p-valor = 0.193).

Tabla 38: Numero de muestras procedentes de los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion
comunitaria en 2012 que fueron dados de alta al domicilio desde urgencias o hospitalizados, por
genotipos. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié identificar ningun genotipo. La
categoria “resto de genotipos” incluyd dos G9P[8], tres G12P[8] y un G1P0O en el que no se consiguid

identificar el genotipo P.

GOPO 6 7 13
G1P[8] 23 8 31
G2P[4] 13 12 25
GA4P[8] 18 15 33
Resto de genotipos 2 4 6

Total 62 46 108

La duracion media de la hospitalizacién fue de 3,9 dias, con una desviacién estandar de
2,6 dias. La estancia minima fue un dia, mientras que la estancia maxima fue de 16 dias

(Fig. 38).

Frecuencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Duracidn de la hospitalizacion (dias)

Figura 38: Histograma de frecuencias de la duracidon en dias de la hospitalizacion de los casos de

gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién comunitaria en 2012.
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En la tabla 39 se detalla el nUmero de casos que fueron hospitalizados de 1-4 dias o mas
de 4 dias en cada genotipo. Aunque las frecuencias fueron pequenas para cada genotipo,
no se encontrd relacién estadisticamente significativa entre la duraciéon de la
hospitalizacion y el genotipo (p-valor = 0.387). En el caso que estuvo hospitalizado 16
dias no se pudo identificar ninglin genotipo, mientras que en el caso que lo estuvo 13
dias el genotipo identificado fue un G12P[8]. Los tres casos con genotipo G12P[8]

estuvieron mas de 4 dias hospitalizados.

Tabla 39: Niumero de muestras procedentes de los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion
comunitaria en 2012 que fueron hospitalizados de 1-4 dias o mas de 4 dias, por genotipos. GOPO
representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningln genotipo. La categoria “resto de

genotipos” incluyé un G9P[8] y tres G12P[8].

1-4 dias mas de 4 dias Total
GOPO 5 2 7
G1P[8] 6 2 8
G2P[4] 9 3 12
G4P[8] 11 4 15
Resto de genotipos 1 3 4
Total 32 14 46

Por otro lado, 50 (36,5%) de los 137 casos tuvieron que ser admitidos en urgencias
pediatricas en mas de una ocasion por la gastroenteritis (Fig. 39). Cada paciente tuvo
una media de 1,5 ingresos en urgencias pediatricas, o en urgencias de adultos, con una
desviacion estandar de 0,8 ingresos. 6 pacientes acudieron hasta 4 veces por el mismo

motivo a urgencias, teniendo finalmente que ser hospitalizados 3 de ellos.
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Figura 39: Histograma de frecuencias del nimero de ingresos en urgencias de los casos de gastroenteritis

por rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012.

2.2.8. Severidad de los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion
comunitaria, su estacionalidad y su relacién con la edad, el sexo, la
procedencia de la muestra y el genotipo

Se obtuvieron los datos necesarios para calcular la severidad de las gastroenteritis en
136 (80,0%) de los 170 casos identificados. La mayoria (78,7%) de casos de
gastroenteritis por rotavirus A diagnosticados en el Hospital se clasificaron como
gastroenteritis severas, con un total de 107 casos. 27 (19,9%) casos mds resultaron en
gastroenteritis moderadas, mientras que sélo 2 (1,5%) casos fueron gastroenteritis leves
(Fig. 40). En total, el 98,6% de todos los casos fueron gastroenteritis moderadas o

severas.

° Moderada
19,9%

Figura 40: Proporcién de las distintas severidades encontradas en los casos de gastroenteritis por

rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012.

Andlisis de la severidad:

Para estudiar la asociacién de la severidad con el resto de variables se utilizé la regresion
logistica tomando severidad como variable dependiente. Para el andlisis se juntaron los
casos con severidad moderada y leve, y se quitaron los 6 casos con genotipos menos
frecuentes (“resto de genotipos”) en el modelo donde intervenia la variable genotipo.
Se estimaron las Odds ratio de afectacidon severa, crudas y ajustadas. Para los ajustes se

consideraron 3 modelos. El modelo 1 incluyé fecha de ocurrencia del caso, sexo y edad.
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El modelo 2 incluyd al modelo 1 mas la procedencia de las muestras. El modelo 3 incluyé
al modelo 2 mas el genotipo identificado en las muestras. Los modelos no mostraron
falta de ajuste, y el modelo que mejor predijo fue el nUmero 2, con un area bajo la curva
AUC = 0,7625 (Tabla 40). Conforme a este modelo, la severidad se vio afectada por la
fecha en la que ocurrieron los casos y por la edad de los mismos. En cambio, no parecid
verse afectada por el sexo de los casos, ni por la procedencia, ni por el genotipo

identificado en las muestras.

117



Gastroenteritis aguda por rotavirus en la poblacién infantil atendida en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

_ OR no ajustado 1C95% OR ajustado IC 95% OR ajustado 1C95% OR ajustado 1C95%
_ 16,52 1,76 154,91 16,61 1,42 194,33 15,61 1,36 178,69 9,36 0,74 118,01
_ 22,00 1,54 314,29 28,01 1,51 520,37 25,67 1,39 474,56 9,86 0,45 214,12
_ 0,60 0,26 1,39 0,74 0,28 1,94 0,77 0,29 2,03 0,79 0,27 2,30
_ 6,80 2,06 22,48 7,52 1,99 28,36 9,09 2,26 36,49 5,09 1,14 22,70
_ 10,00 2,82 35,50 8,96 2,46 32,60 10,26 2,73 38,59 8,95 2,13 37,59
_ 3,17 0,97 10,30 3,31 0,95 11,51 4,23 1,11 16,10 3,37 0,70 16,24
_ 1,28 0,42 3,87 2,13 0,59 7,69 2,16 0,54 8,57
BN :

Tabla 40: Modelos de regresion logistica para el analisis de la severidad de las gastroenteritis por rotavirus A adquiridas en la comunidad. A la derecha se listan las

variables fecha, sexo, edad, procedencia y genotipo de las muestras. Debajo de cada modelo se indican las odds ratio ajustadas y los indices de confianza del 95%.
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Estacionalidad de la severidad:

En la tabla 41, y en la figura 41 se detallan el numero y la proporcién de casos
respectivamente, que se encontraron de gastroenteritis severas, o moderadas y leves,

en el primer trimestre, en el segundo trimestre o en el segundo semestre de 2012.

Tabla 41: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria con severidad

severa, o moderaday leve, en el primer trimestre, segundo trimestre o segundo semestre de 2012.

NEVEGET Primer trimestre Segundo trimestre Segundo semestre Total
Moderada o leve 23 2 4 29

Severa 95 11 1 107
Total 118 13 5 136

El menor riesgo de severidad alta en las gastroenteritis por rotavirus A de adquisiciéon
comunitaria fue durante el segundo semestre de 2012. El riesgo de que la severidad
fuese alta resulté ser 25 veces mayor durante el segundo trimestre del afio, mientras

que fue 15 veces mayor en el primer trimestre.
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Figura 41: Proporcidn de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria con severidad

moderada y leve, o severa en el primer trimestre, segundo trimestre, o segundo semestre de 2012.
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Relacidn de la severidad con la edad:

En la tabla 42 y en la figura 42 se detallan el nimero y la proporcidn de casos
respectivamente, que se encontraron de gastroenteritis severas, o moderadas y leves,

en funcién de la edad de los pacientes.

Tabla 42: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012 con

severidad severa, o moderada y leve, en funcidn de la edad de los pacientes.

NEVEGET Edad en meses

0-5 6-11 12-23 24 6 mas Total
Moderada o leve 14 5 4 6 29
Severa 14 34 40 19 107
Total 28 39 44 25 136

Las gastroenteritis menos severas se identificaron en los nifilos menores de 6 meses,
mientras que los nifios de entre 6 meses y dos afios de edad presentaron el mayor riesgo
de que esas gastroenteritis fuesen severas (riesgo 9-10 veces mayor). Ese mayor riesgo
(riesgo 4 veces mayor que respecto a los nifios menores de 6 meses) también se observo
en pacientes mayores de 2 afos, aunque sélo se mantuvo significativo cuando se ajusto
por procedencia, y dejé de ser significativo al ajustar por genotipo, probablemente

debido a que habia menos muestra y a que el genotipo no parecié asociarse con la

severidad.
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Figura 42: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012 con

severidad severa, o moderada y leve, en funcidn de la edad de los pacientes.

Relacion de la severidad con los sexos:

En la tabla 43 se detalla el nUmero de casos de gastroenteritis severas, o moderadas y
leves, en funcidn del sexo de los pacientes. No se observé un riesgo relativo mayor de

desarrollar gastroenteritis severas en un sexo que en otro.

Tabla 43: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicidn comunitaria en 2012 con

severidad severa, o moderada y leve, en funcidn del sexo de los pacientes.

Moderada o leve 11 18 29
Severa 54 53 107
Total 65 71 136

Relacidon de la severidad con |la procedencia de las muestras:

En la tabla 44 se detalla el nUmero de casos de gastroenteritis severas, o moderadas y
leves, en funcion de la procedencia de las muestras. No se observd un riesgo relativo
mayor de desarrollar gastroenteritis severas en funcidon de la procedencia de las

muestras.

Tabla 44: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012 con

|ll

severidad severa, o moderada y leve, en funcidon de la procedencia de las muestras. El “resto de
procedencias” incluyd 4 muestras procedentes de atencidn primaria (18,2%), 16 procedentes de consultas
externas pediatricas (72,7%), 1 muestra procedentes del hospital de adultos (4,5%) y 1 muestra con origen

desconocido (4,5%).

Moderada o leve 5 24 29
Severa 15 92 107
Total 20 116 136
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Relacion de la severidad con el genotipo:

En la tabla 45 se detalla el niumero de gastroenteritis severas, o moderadas y leves, en
funcion del genotipo identificado en las muestras. No se observd un riesgo relativo

mayor de desarrollar gastroenteritis severas en funcion del genotipo de las muestras.

Tabla 45: Numero de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria en 2012 con

|ll

severidad severa, o moderada y leve, en funcién del genotipo identificado en las muestras. El “resto de
genotipos” incluyd 2 muestras con genotipo G9P[8], 3 muestras con genotipo G12P[8] y una muestra con

infeccion multiple y genotipos G1G2G4P[4]P[8].

GOPO G1P[8] G2P[4] G4P[8] Resto de genotipos  Total
Moderada o leve 5 7 6 7 0 25
Severa 7 24 19 26 6 82
Total 12 31 25 33 6 107

2.3. Estudio de genotipos en casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion
nosocomial

2.3.1. Prevalencia de los distintos genotipos
En la tabla 46 se detalla el nimero de muestras encontradas con un genotipo
determinado en los casos nosocomiales durante 2012. Se analizaron 43 (91,5%)

muestras de los 47 casos identificados.

Tabla 46: Genotipos encontrados en los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion nosocomial
durante 2012, y numero de muestras identificadas en cada genotipo. GOPO representa las muestras en las

gue no se consiguid identificar ningun genotipo.

GOPO 7
G1P[8] 9
G2P[4] 8
G4P[8] 11
G12P[8] 3
G1P[4] 1
G4P[4] 1
G1G2P[8] 1
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G1G2P[4] 1
G1G2G4P[4]P[8] 1
Total analizadas 43
No analizadas 4
Total casos 47

Los genotipos mas prevalentes durante 2012 en los casos nosocomiales fueron, al igual
que en los casos comunitarios, los genotipos tipo Wa (G4P[8], G1P[8] y G12P[8]) que se
encontraron en 23 muestras (55,8% de todas las muestras analizadas) (Fig. 43). Sin
embargo, a diferencia de lo encontrado en los casos comunitarios, el genotipo mas
frecuente fue el G4P[8] con 11 (25,6%) casos en lugar del G1P[8]. En segundo lugar se
encontro el genotipo G1P[8] con 9 (20,9%) casos. Los genotipos tipo DS-1 fueron los
siguientes mas prevalentes, con el genotipo G2P[4] encontrandose en 8 (18,6%)
muestras. El genotipo G12P[8] se encontrd en 3 (7,0%) muestras. Se encontraron dos
muestras (4,7%) con constelaciones atipicas, una con un genotipo G1P[4], y otra con
genotipo G4P[4]. Se encontraron 3 muestras (7,0%)) con infecciones multiples, dos con
combinaciones inusuales (G1G2P[8] y G1G2P[4]), y una con los genotipos
G1G2G4P[4]P[8]. En 7 muestras analizadas (16,3%) no se consiguid identificar ningln

genotipo.

Tras el andlisis estadistico se puso de manifiesto que las diferencias en proporciones de
la mayoria de genotipos identificados entre los casos comunitarios y los casos
nosocomiales no fueron estadisticamente significativas (Tabla 47), excepto el grupo de
“resto de genotipos” (p-valor = 0,030)). Este grupo incluyé en los casos nosocomiales 6
genotipos distintos, mientras que en los casos comunitarios incluyéd 5 genotipos,
representando el 18,6% de las muestras en los primeros y el 7,25% en los segundos, o
lo que es lo mismo, la proporcién de muestras con “resto de genotipos” en los casos

nosocomiales resulté 2,6 veces mayor que en los casos comunitarios.

Tabla 47: Test de comparacion de las proporciones de los distintos genotipos identificados en las muestras
procedentes de los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion comunitaria o nosocomial en

2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningln genotipo. La categoria
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de “resto de genotipos” incluye una muestra G1P[4], una muestra G4P[4], una muestra con los genotipos

G1G2P[8], una muestra con los genotipos G1G2P[8] y otra muestra con los genotipos G1G2G4P[4]P[8].

Casos % Casos % p
GOPO 21 15.2 7 16.3 0.867
G1P8 42 30.4 9 20.9 0.226
G2P4 28 20.3 8 18.6 0.809
G4P8 37 26.8 11 25.6 0.873
Resto de genotipos 10 7.25 8 18.6 0.030

2.3.2. Evolucion de genotipos a lo largo del afio
En la figura 43 se detalla el nUmero de muestras con un genotipo determinado que se
encontraron cada mes en los casos nosocomiales a lo largo de 2012. Todos los genotipos
presentaron su maxima incidencia entre febrero y marzo. El genotipo G4P[8] presentd
una tendencia ascendente constante desde febrero hasta abril, cuando alcanzo los 7
casos, para desaparecer a partir del siguiente mes. El genotipo G1P[8] produjo tres casos
en febrero y otros tres en marzo, para ir desapareciendo hasta mayo, a partir del cual
no se detectan mas casos. El genotipo G2P[4] se identificd en 3 casos en eneroy en 5
casos en febrero, para desaparecer el resto del afio. El resto de genotipos se
identificaron en febrero (una muestra G1P[4]), en marzo (una muestra G4P[4], una
muestra G1G2P[4] y una muestra G1G2P[8]), y en abril (una muestra G1G2G4P[4]P[8]).
Los casos con genotipo G12P[8] ocurrieron en el primer trimestre del afio, un caso en

enero y dos en marzo.

124



IV. Resultados

N

1 \
0

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto |Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

—=@— GOPO 1 3 2 0 1 0 0 0 0 0 0

—=@-—CG1P8 2 3 3 1 0 0 0 0 0 0 0

=@ G2P4 3 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0

G4P8 0 1 3 7 0 0 0 0 0 0 0

O O o o

Figura 43: Distribucién temporal de los distintos genotipos identificados en los casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién nosocomial a lo largo de 2012.
GOPO representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningln genotipo.
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2.3.3. Relacion de los genotipos con la edad
En la tabla 48 y en la figura 44 se detalla la distribucién de muestras por genotipos y
grupos de edad. Se obtuvo el dato de edad de los 43 (91,5%) casos en los que las
muestras se sometieron al analisis de genotipado.
La distribucion de genotipos con la edad fue similar, excepto por una mayor proporcién
de muestras en las que no se pudo identificar ninglin genotipo en los mayores de 2 anos.

En este grupo tampoco se identificé ningln caso con genotipo G2P[4].

Tabla 48: Niumero de muestras por genotipo identificado y grupo de edad en los casos de gastroenteritis
por rotavirus A de adquisicién nosocomial en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se
consiguio identificar ningin genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd tres G12P[8], un G1P[4],

un G4P[4], un G1G2P[4], un G1G2P[8] y un G1G2G4P[4]P[8].

Genotipo Edad (meses)
0-5 6-23 24-60 Total

GOPO 2 1 4 7
G1P[8] 3 5 1 9
G2P[4] 4 4 0 8
G4P[8] 4 5 2 11
Resto de genotipos 3 3 2 8
Total 16 18 9 43

Figura 44: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicién nosocomial por genotipos

y por edades (en meses) en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié identificar

ningun genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd tres G12P[8], un G1P[4], un G4P[4], un

G1G2P[4], un G1G2P[8] y un G1G2G4P[4]P[8].
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2.3.4. Relacion de los genotipos con el sexo
En latabla 49 y en la figura 45 se detalla la distribucién de muestras por genotipos y por
sexos. Se obtuvo el dato de sexo de los 43 (91,5%) casos en los que las muestras se
sometieron al analisis de genotipado.

No se observaron grandes diferencias en la distribucidn de genotipos entre los sexos.

Tabla 49: Numero de muestras por genotipo identificado y sexo en los casos de gastroenteritis por
rotavirus A de adquisicién nosocomial en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié
identificar ninglin genotipo. La categoria “resto de genotipos” incluyd tres G12P[8], un G1P[4], un G4P[4],
un G1G2P[4], un G1G2P[8] y un G1G2G4P[4]P[8].

Genotipo Hombres Mujeres Total
GOPO 4 3 7
G1P[8] 8 1 9
G2P[4] 6 2 8
G4P[8] 6 5 11
Resto de genotipos 5 3 8
Total 29 14 43

Figura 45: Proporcion de casos de gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion nosocomial por genotipos

y por sexos en 2012. GOPO representa las muestras en las que no se consiguio identificar ningun genotipo.
y un G1G2G4P[4]P[8].

100%

La categoria “resto de genotipos” incluyo tres G12P[8], un G1P[4], un G4P[4], un G1G2P[4], un G1G2P[8]
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2.3.5. Relacion de los genotipos con el diagndstico motivo del ingreso
En la tabla 50 se detalla la distribucién de muestras por genotipos y por diagndstico
motivo del ingreso. En uno de los casos nosocomiales genotipados no se pudo averiguar
el diagndstico motivo del ingreso, por lo que se obtuvo el dato de 42 (89,4%) casos. Entre
los ingresados por afecciones respiratorias el mayor niumero de casos presentaron
genotipo G4P[8] (8 casos), seguidos por el genotipo G1P[8] (5 casos) y el G2P[4] (4
casos). En los pacientes diagnosticados de neoplasias 2 casos (50%) se correspondieron
con muestras en las que no se pudo identificar ningin genotipo, mientras que en los
pacientes ingresados por epilepsia los dos casos identificados presentaron genotipos
poco frecuentes (uno G12P[8] y uno G1G2P[4]). Los genotipos identificados en el resto

de casos resultaron heterogéneos.

Tabla 50: Genotipos identificados segun el diagndstico motivo de ingreso de los casos de gastroenteritis
por rotavirus A de adquisicién nosocomial identificados en 2012. Se indica el nimero de casos
identificados en cada tipo de diagndstico, y entre paréntesis el porcentaje con respecto al total de los
casos con ese diagndstico. GOPO representa las muestras en las que no se consiguié identificar ningun

genotipo.

8 (40%) G4P[8]
2 (50%) GOPO

5 (25%) G1P[8]
1(25%) G4P[8]

4 (20%) G2P[4]
1(25%) G1P[4]

Afeccidn respiratoria 2 (10%) GOPO 1 (5%) G4P[4]

Neoplasia

Epilepsia
Pielonefritis por E. coli

Adenoflemén

1 (50%) G12PI[8]
1 (50%) G1P[8]
1 (50%) G1P[8]

Nacimiento patolégico 1 G2P[4]
Encefalopatia secuelara 1 G2P[4]
episodios hipdxicos

previos

Sepsis-meningitis 1G12P[8]
Sindrome febril 1 GOPO
Macrocefalia 1 G2P[4]
Retraso psicomotor 1 GOPO
Reflujo gastroesofagico 1 GOPO
Enfermedad de 1 G1P[8]
Niemann-Pick

Trastorno paroxisticono 1 G1G2P[8]
epiléptico

Colitis eosinofilica 1 GOPO
Gastroenteritis rotavirus 1 G1P[8]

negativa

1 (50%) G1G2P[4]
1 (50%) G1G2G4P[4]P[8]
1 (50%) G12P[8]
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Anemia ferropénica 1 G4P[8]

2.3.6. Relacion de los genotipos con la procedencia de las muestras
En la tabla 51 se detalla la distribucion de muestras por genotipos y por procedencia de
las mismas. En uno de los casos nosocomiales genotipados no se pudo averiguar la
procedencia de la muestra por lo que se obtuvo el dato de 42 (89,4%) casos
nosocomiales. Aunque la mayoria de los casos nosocomiales con muestras genotipadas
procedieron del drea de lactantes en el hospital pediatrico (61,9%), sélo 1 muestra del
grupo de las que no se consiguié identificar el genotipo procedié de esta zona (14,3%).
La mayoria de muestras procedentes de esta area fueron 8 casos (30,8%) con G4P[8], 7
casos con G2P[4] (26,9%) y 6 casos con G1P[8] (23,1%). También se encontré en esta
zona un caso con genotipo G12P[8], y 3 casos con infecciones multiples (G1G2P[4],
G1G2P[8] y G1G2G4P[4]P[8]). En la zona de escolares en cambio, se encontraron 3
muestras (60,0%) en las que no se pudo identificar el genotipo, y sélo otras dos muestras
si tuvieron un genotipo identificado (G1P[8] y G12P[8]). También en oncologia pediatrica
fueron las muestras sin genotipo identificado mas frecuentes, encontrandose 2
muestras (40,0%), ademas de otras 2 muestras G4P[8] y una muestra G1P[8]. En la
unidad de aislados dos de los tres casos identificados resultaron G1P[8], siendo el
tercero G12P[8]. En neonatologia un caso resulté G2P[4], mientras que en el otro no se
pudo identificar el genotipo. El Unico caso identificado en la UCI pediatrica tuvo genotipo

G4P[4].

Tabla 51: Genotipos identificados segun la procedencia de las muestras, en los casos de gastroenteritis
por rotavirus A de adquisicién nosocomial identificados en 2012. Se indica el nimero de casos
identificados en cada tipo de procedencia, y entre paréntesis el porcentaje con respecto al total de los
casos con esa procedencia. GOPO representa las muestras en las que no se consiguid identificar ningtn
genotipo.

Procedencia  Genotipos
identificados

Lactantes 8 7 6 1 1 1 1 1
(30,8%) (26,9%)  (23,1%) (3,8%) (3,8%) (3,8%) (3,8%) (3,8%)
G4P[8] G2P[4] G1P[8] GOPO G12P[8] G1G2P[4] G1G2P[8] G1G2G4
P[4]P[8]
Escolares 3 1 1
(60%) (20%) (20%)
GOPO G1P[8] G12P[8]
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Oncologia 2 2 1
pediatrica (40%) (40%) (20%)
GOPO GA4P[8] G1P[4]
Aislados 2 1
(66,7%)  (33,3%)
G1P[8] G12P[8]
Neo- 1 1
natologia (50%) (50%)
GOPO G2P[4]
UcCl 1
pediatrica (100%)
G4P[4]

3. Estudio de gastroenteritis por rotavirus en nifios vacunados

La vacunacioén contra el rotavirus en Espafia no esta incluida dentro de los programas
oficiales de vacunacién rutinaria, y son por tanto vacunas que sdélo algunos padres
deciden aplicar a sus hijos costeandola ellos mismos. Asi, en los cuatro afios de estudio
desde el 2010 hasta el 2013 la cobertura vacunal de las vacunas contra el rotavirus en la
poblacién infantil de la Region de Murcia fue aumentando afio tras afio, desde el 3,92%
de 2010, hasta el 20,84% que se alcanzd en 2013 (Tabla 52). La proporcion de vacunas
aplicadas de la marca Rotarix” fue disminuyendo desde el 36,3% del total en 2010 hasta
el 18,1% en 2012, para remontar de nuevo en 2013 con el 19,2% del total de vacunas

contra el rotavirus.

Tabla 52: Numero de vacunas contra el rotavirus aplicadas en la Region de Murcia segin marca comercial
aplicada, y cobertura vacunal, desde 2010 hasta 2013. Entre paréntesis el porcentaje de vacunas aplicadas

de una determinada marca respecto del total de vacunas aplicadas.

Rotarix 291 (36,3%) 665 (24,7%) 596 (18,1%) 727 (19,2%)
Rotateq 511 (63,7%) 2.024 (75,3%) 2.702 (81,9%) 3.068 (80,8%)
Total 802 2.689 3.298 3.795
Nacimientos 20.477 19.665 18.827 18.210
Cobertura vacunal 3,92% 13,67% 17,52% 20,84%
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3.1. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los casos de gastroenteritis por
rotavirus A en nifios previamente vacunados, desde 2010 a 2013

Se identificaron 28 casos de nifos que habiendo recibido al menos una dosis de vacuna
anti-rotavirus, enfermaron con una gastroenteritis por rotavirus A, en el periodo 2010-
2013. De todos estos casos sélo 18 (64,3%) recibieron vacunaciones completas con una
adecuada pauta de administracion: 5 (27,8% de todos los vacunados de forma correcta)
nifios fueron vacunados con las dos dosis de Rotarix®, mientras que 13 (72,2% de todos
los vacunados de forma correcta) recibieron las tres dosis de Rotateq’. En la tabla 53 se
detalla el nimero de nifos que recibieron al menos una dosis de vacuna anti-rotavirus

y enfermaron por el rotavirus A, en cada ano desde 2010 hasta 2013.

Tabla 53: Nimero de nifos que recibieron al menos una dosis de vacuna anti-rotavirus, y que enfermaron

por el rotavirus A entre 2010 y 2013.

Rotarix® 1 1 3 0 5
Rotateq” 3 3 6 1 13
Vacunacion 4 1 3 2 10
incompleta

Total 8 5 12 3 28

Respecto a la edad en que se dieron los casos, en la tabla 54 se detalla el nimero de
casos por grupo de edad. Entre los que recibieron una vacunaciéon completa por Rotarix”
3 (60,0%) casos se encontraron en el grupo de edad de 6 a 23 meses, mientras que 2
(40,0%) casos ocurrieron en nifios de 2 a 5 afios. Entre los vacunados con Rotateq” 6
(46,2%) casos ocurrieron en nifios de entre 6 y 23 meses, 5 (38,5%) casos se encontraron
en niflos de 2 a 5 afios, y también se encontraron 2 (15,4%) casos en menores de 6

meses.

Tabla 54: Nimero de nifos que recibieron al menos una dosis de vacuna anti-rotavirus, y que enfermaron

por el rotavirus A entre 2010 y 2013, por grupos de edad.

Rotarix 0 3 2 5
Rotateq 2 6 5 13
Vacunacién imcompleta 3 2 5 10
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Total 5 11 12 28

Respecto al sexo de los casos, en la tabla 55 se detalla el nimero de casos vacunados
con alguna de las dos vacunas autorizadas, tanto de forma completa como con dosis

incompletas. Del total de casos, 14 (50%) ocurrieron en hombres y 14 (50%) en mujeres.

Tabla 55: Numero de casos vacunados con alguna de las dos vacunas autorizadas, tanto de forma

completa como con dosis incompletas.

Rotarix 4 1 5
Rotateq 6 7 13
Vacunacion imcompleta 4 6 10
Total 14 14 28

Respecto a los genotipos identificados en las muestras de los casos de nifios vacunados,
en la tabla 56 se detalla el nUmero de casos de cada genotipo identificado de cada grupo
de vacuna aplicada. Es de resaltar que en un 44,4% de todos los casos correctamente
vacunados con alguna de las dos vacunas autorizadas, o en un 46,4% de todos los casos
(incluyendo los vacunados de forma incompleta) no se logrd identificar ninglin genotipo.
En los casos vacunados de forma correcta con Rotarix” o Rotateq® el genotipo mas
frecuentemente identificado fue el G1P[8], con 2 (40,0%) y 3 (23,1%) casos
respectivamente. Solo se consiguid identificar el genotipo de un tercer caso vacunado
con Rotarix” siendo un G4P[8]. Del resto de casos vacunados con Rotateq’ dos (15,4%)
pertenecieron al genotipo G9P[8], uno (7,7%) al genotipo G2P[4] y uno (7,7%) al
genotipo G4P[8]. En los casos que recibieron cursos incompletos de vacunacidn los mas
frecuentes fueron en los que no se logré identificar ningin genotipo (5 casos, 50%),
constituyendo el resto de casos dos (20,0%) con genotipo G1P[8], dos (20,0%) con
genotipo G4P[8] y uno (10,0%) con genotipo G3P[8], siendo este ultimo caso el Unico

con genotipo G3 identificado en este trabajo y perteneciente a 2013.

Tabla 56: Nimero de nifos que recibieron al menos una dosis de vacuna anti-rotavirus, y que enfermaron

por el rotavirus A entre 2010 y 2013, por genotipos identificados.
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Rotarix® 2(40,0%) 2 (40,0%) 0 0 1(20,0%) 0 5 (17,9%)

Rotateq’ 6(46,2%)  3(23,1%) 1(7,7%) 0 1(7,7%) 2(15,4%) 13 (46,4%)
Vacunacién 5(50,0%)) 2 (20,0%) 0 1(10,0%) 2 (20,0%) 0 10 (35,7%))
incompleta

Total 13 (46,4%) 7(25,0%)  1(3,6%) 1(3,6%) 4(14,3%) 2(7,1%) 28 (100,0%)

3.2. Caracterizacion de una cepa que infecté en el hospital a dos nifios previamente
vacunados

3.2.1. Antecedentes
El dia 11 de noviembre de 2010 una nifia de 20 meses de edad fue ingresada en el area
de lactantes del Hospital Pedidtrico por un ataque de asma, asignandole la cama 2 del
box 5. A los cinco dias de su admision comenzd a tener deposiciones diarreicas por lo
gue una muestra de heces se sometid a un test rdpido para deteccién de antigeno de
rotavirus A, que resulté positivo, asignandole a esta cepa el nombre P369 (RVA/Human-
wt/ESP/P369/2010/G9P[8]). El dia 19 de noviembre, a los 8 dias de su ingreso la paciente
fue dada de alta al domicilio, dada su mejoria. El 21 de noviembre un nifio de 16 meses
de edad fue ingresado por una inflamaciéon en el ojo, y se le asigné la misma cama
numero 2 del box 5 del area de lactantes. A los seis dias tras su ingreso el nifio comenzé
a presentar deposiciones diarreicas y vomitos. Se le realizé el test rapido para deteccién
de antigeno de rotavirus A resultando positivo, asignando a la cepa el nombre P370
(RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P[8]). Tras ocho dias ingresado, el nifio fue dado de
alta por su mejoria. Se dio la circunstancia de que ambos nifios habian recibido las tres

dosis de Rotateq® 16 y 10 meses antes de caer enfermos por el rotavirus en el hospital.

3.2.2. Constelacion de genotipos
Se determinaron las secuencias nucleotidicas de los 11 segmentos gendmicos de las
cepas P369 y P370. Las constelaciones genotipicas completas de las cepas P369 y P370
fueron de tipo Wa e idénticas entre ellas, siendo asignadas como genotipos G9-P[8]-11-
R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1, para los fragmentos VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 respectivamente. En la tabla 57 se muestra la comparacion de

las constelaciones genotipicas completas de las cepas P369 y P370, con otras cepas
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GI9P[8] y no GI9P[8] de referencia. La constelacidn genotipica completa de las cepas P369

y P370 fue idéntica a la de otras cepas humanas.
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Tabla 57: Constelaciones genotipicas de las cepas P369 y P370, y otras cepas de referencia. El color verde indica constelaciones genotipicas tipo Wa, mientras que el

color naranja indica constelacién genotipica tipo DS-1.

Cepas Genotipos

VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]
RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P[8]
RVA/Human-wt/ESP/P369/2010/G9P[8]
RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/G9P(8]
RVA/Human-wt/BRA/MA20306/2011/G9P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]
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3.2.3. Identidad de secuencias entre las cepas P369 y P370
Las cepas P369 y P370 mostraron una alta identidad en las secuencias nucleotidicas de
sus genomas, con un 100,0% de identidad en todos los segmentos excepto en el
segmento VP7, en el que la identidad fue de un 99,8%. Respecto a la identidad
aminoacidica en las proteinas codificadas por el genoma de ambas cepas sélo la proteina
VP7 resultd diferente en un aminoacido, siendo el residuo 221 asparragina en la cepa
P369 y serina en la P370. Las diferencias encontradas en el genoma de ambas cepas se

detallan en la tabla 58.

Tabla 58: Diferencias en nucleétidos y en aminoacidos codificados entre la cepa P369 y la cepa P370. La
primera letra indica el nucleétido o el aminoacido en esa posicién en el genoma de la cepa P369, mientras

que la dltima letra indica el nucledtido o el aminoacido en la cepa P370.

VP7 A710G N221S
VP7 T729C ~
VP4 T2223C ~
VPl C3058T ~

3.2.4. Andlisis filogenético del gen VP7
En la figura 46 se muestra un arbol filogenético del segmento VP7 de las cepas P369 y
P370, junto con representantes de distintos linajes dentro del genotipo G9, y un grupo
externo perteneciente al genotipo G1 (cepa Wa) que se ha usado para radicar el arbol.
Las cepas P369 y P370 compartieron el ancestro comin mds reciente para este gen. Las
secuencias del gen VP7 de las cepas P369 y P370 resultaron similares a las secuencias
del mismo gen en otras cepas humanas identificadas en Espafia en afios anteriores,
como la cepa 622_VLC_2007, que circuld en Valencia en el afio 2007 (96,9% y 97,2% de
identidad respectivamente). Resultaron por otro lado con una identidad ain mayor para
este gen con la cepa 2008747307, identificada en una muestra de 2008 en Estados
Unidos, con un 99,3% y 99,5% de identidad respectivamente. Las secuencias se
agruparon claramente en el linaje Ill del genotipo G3, aunque no se pudo discernir de

forma definitiva una subclasificacién dentro de los sublinajes llic o llid.

136



IV. Resultados

77 RVA/Human-xx/XXx/CIT-254RV/XXXXGIP X (AF281044)
RVA/Human-xx/IRL/UCD/NRVL-Hum-74/2007/G9P X (GQ433992)

@ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P8
94 - @ RVA/Human-wt/ESP/P369/2010/G9P8
RVA/Human-xx/IND/ISO-3/XXXX/GOP X (AF501580)
RVA/Huma-xx/IRN/17025-03/XXXX/G9P X (DQ207390) } Linaje I1Id

RVA/Human-xx/XxXX/00-SG2509VP 7/XXXX/GIPX (AB091748)
RVA/Human-wt/CMR/6788/1999/G9P8 (KC687061)
7 RVA/Human-wt/ESP/622 VLC 2007/2007/G9P8 (HQ655320)
91 - RVA/Human-xx/ITA/ITA-MAR1-2005/2005/G9P X (EF150338)
RVA/Pig-xx/THA/CMP054/10/2010/G9PX (JX102482)
RVA/Human-wt/XXX/Mc345/XXXX/GIPX (D38055)
RVA/Human-xx/VNM/608VN/XXXX/GIPX (AB091777) ] Linaje Illb
RVA/Pig-xx/CHN/TM-a/2009/G9P8 (JF970186)
RVA/Pig-wt/BEL/13R068/2013/G9P7 (KF614067)
RVA/Pig-wt/BRA/ROTA30/2013/GIPX (KJ482534)
RVA/Pig-wt/JPN/Hokkaido-14/XXXX/GIP X (AB176677)
RVA/Pig-wt/BEL/12R043/2012/G9P13 (KF614056)
RVA/Pig-wt/GBR/VLA1-G9/2012/G9P32 (KJ135142)
RVA/Pig-wt/ITA/7RE/2009/G9P23 (KC610705)
RVA/Pig-wt/JPN/TJ2-1/2009/G9PX (AB611689)
RVA/Pig-xx/IRL/2B/05/Ire/2005/GOP X (FJ617259)
RVA/Pig-wt/JPN/JP40-H5/2006/G9P6 (AB735633) Linaje VI
RVA/Pig-wt/JPN/pig8-31d/2002/G9P6 (AB701778)
RVA/Pig-wt/CAN/CE-M-05-0067/2005/G9P6 (GU183199)
RVA/Pig-wt/USA/RV0084/2011/G9PX (KC244286)
RVA/Pig-wt/CAN/OB460-085/2012/G9P X (KU954399)
RVA/Pig-xx/KOR/1/2006/G9P X (FJ807870)
72 RVA/Pig-wt/CAN/143/2014/GOP7 (KX527750) ]
100 — RVA/Human-xx/XXX/W161/XXXX/ GIP X (AB180969) ]

Linaje I

10| 100

30

] Linaje ITla
24

66

RVA/Human-wt/JPN/AU32/ XXX} GIPX (AB045372)
RVA/Human-xx/CHN/HK75/1978/G9PX (JN699033)
RVA/HUman-xx/Xxx/97SZ37/XXXX/GOPX (AF260959) ] Linaje IV
100 RVA/Pig-wt/VNM/14175 24/2012/G9PX (KX363361)

50

64

0.1

Figura 46: Arbol filogenético del gen VP7.

RVA/Human-wt/VNM/NT0073/2007/G9P 19 (LC095899)
RVA/Human-wt/IND/116E/XXXX/ GIP X (L14072)
RVA/Human-xx/USA/DC706/1980/GOPX (EU153553)

100 | RVA/Human-xx/USA/Om34/1998/G9P8 (HQ127444)
RVA/Human-wt/USA/OM67/XXXX/GIPX (AJ491179)
RVA/Pig-wt/TWN/103-P-003-1-1146/2014/G9P19 (KU73992)
RVA/Pig-wt/TWN/103-P-002-1-0396/2014/G9P23 (KU739979)
RVA/Human-wt/TWN/104-701-D152/2015/G9P13 (KU740013)

Linaje IT

78

L RVA/Sewage-wt/ITA/BA-J11-06/2011/GOPX (KF414611)
RVA/Sewage-wt/ITA/BA-F11-11/2011/G9PX (KF414610)

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (IX406755)
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3.2.5. Andlisis filogenético del gen VP4
En la figura 47 se muestra un arbol filogenético del segmento VP4 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima del 81% que pertenecen al genotipo
P[8], ademds de un grupo externo perteneciente al genotipo P[4] (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 compartieron el ancestro comun mas
reciente para este gen. Las secuencias del gen VP4 de las cepas P369 y P370 resultaron
similares a las secuencias del mismo gen en la cepa 2008747307, con un 99,7% de
identidad con ambas. Las secuencias se agruparon en un cluster claramente
diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia P[8] Wa, y del cluster
en el que se encuentra la cepa WI79-4, que es la cepa que porta el genotipo P[8] en la
vacuna Rotateq®. Tanto la cepa P369 como la cepa P370 mostraron una identidad del
90,0% y del 92,5% con la cepa Wa y con la cepa WI79-4 respectivamente. En el mismo
cluster que las cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos G1,

G4, G9 y G3 identificadas en los cinco continentes.
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96 | @ RVA/Human-wt/ESP/P369/2010/GOP8
@ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P8
RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/G9P8 (HM773637)
RVA/Human-wt/VNM/12057 82/2013/GXP8 (KX363161)
RVA/Human-wt/AUS/CK20043/2010/G1P8 (KC443491)
RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU1944/2008/G9P8 (KJ751760)
RVA/Human-wt/GMB/MRC-DPRU3174/2010/G1P8 (KJ752287)
RVA/Human-wt/USA/VU12-13-119/2013/G12P8 (KT919550)
RVA/Human-wt/HUN/ERN5125/2012/G1P8 (KJ919646)
RVA/Human-wt/HUN/ERN5611/2012/G1P8 (KJ919703)
100 RVA/Human-wt/ARG/SF925/1998/G4P8 (KJ559100)

a(j(:RVAIHumanfwl/ITA/ASTI23/2007/GQP8 (JX185761)

100

RVA/Human-wt/RUS/Nov07-K11/2007/G1P8 (GQ452951)

100

99

100
100

99

87

RVA/Human-wt/Bel/BE00112/2009/G1P8 (IN258954)

RVA/Human-wt/USA/DC3695/1989/G1P8 (KT695052)
4100% RVA/Human-xx/XX}/Al-39/XXXX/G3P8 (AB008283)
69 RVA/Human-tc/USA/P/1974/G3P8 (EF672598)
100 F RVA/Human-xx/XXX/97B53/XXXX/G1P8 (AF260932)
RVA/Human-xx/XX}X'/KU/XXXXG1P8 (AB222784)

RVA/Human-xx/XXX/TK-15/XXXX/G3P8 (AB008287)

59 100 RVA/Human-xx/JPN/Kagawa/90-554/X0XXX/G4P8 (AB039941)
RVA/human-tc/USA-DC/DC706/1980/G9P8 (JF521464)

93 RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P8 (EF672584)
98 A RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-W179-4/1992/G6P8 (GU565044)
94 RVA/Human-xx/USA/Bethesda/CH5446/1991/G3P8 (FJ947431)

0.02

Figura 47: Arbol filogenético del gen VP4.

53

RVA/Human-wt/USA/DC5406/1991/G1P8 (KC579762)
89 4@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406750)
RVA/Human-xx/JPN/Hochi/Tokyo-1980/XXXX/G4P8 (AB039943)

% RVA/Human-wt/BEL/BE00042/2008/G1P8 (HQ392374)
P RVA/Human-wt/CAN/RT178-07/2008/G1P8 (JQO69675)
100 - RVA/Human-wt/USA/2007744510/2007/G1P8 (HM773802)

‘ RVA/Human-wt/MW|/OP354/1998/G4P8 (KP902534)

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650119)

100 RVA/Human-wt/TGO/MRC-DPRU2229/XXXX/GIP8 (KJ752610)
100 RVA/Human-xx/BGD/MMC38/2005/G9P8 (EU979379)
63 RVA/Human-wt/RUS/Nov08-3149/2008/G9P8 (HQ445969)
73 RVA/Human-wt/CAN/RT118-07/2008/G1P8 (JQ069662)
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3.2.6. Andlisis filogenético del gen VP6
En la figura 48 se muestra un arbol filogenético del segmento VP6 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 86% que pertenecen al genotipo
11, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo 12 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen VP6 en la cepa
2008747307, con un 99,7% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia 11 Wa, con
la que mostraron una identidad nucleotidica del 90,4%. En el mismo cluster que las
cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos G1, G3, G4, G9y

G12 identificadas también en los cinco continentes.
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IV. Resultados

100 | RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/G9P8 (HM773639)

@ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/GOP8
RVA/Human-wt/BRA/RS20345/2011/G3P8 (KJ454601)
RVA/Human-wt/ETH/MRC-DPRU5002/2010/G12P8 (KJ752008)
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1190/2009/G1P8 (KJ752266)
RVA/Human-wt/VNM/16020 95/2014/GXP X (KX362814)
RVA/Human-xx/USA/DC5064/1977/G4P8 (HM773936)
RVA/Human-wt/KOR/Seoul2157/2012/G1P8 (KF812676)
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P8 (GU199507)
RVA/Human-wt/ZAF/2371W C/2008/G9P8 (JN014005)
RVA/Human-wt/CHN/E1367/2008/G3P8 (KF371789)
RVA/Human-wt/ITA/RG176/13/2013/G12P8 (KU048619)
RVA/Human-wt/GHA/Ghan-087/2008/G1P8 (KP882540)
RVA/Human-wt/CMR/MA92/2011/G1P6 (KM660375)
RVA/Human-wt/TGO/MRC-DPRU5171/2010/G12P8 (KJ752600)
RVA/Human-wt/AUS/CK20043/2010/G1P8 (KC443492)

46

30

82

98
71

RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1280-04/2004/G1P8 (KJ753780)
W{RVA/Human-wl/RUS/Nole-N327/2010/(31P8 (HQ61109)
76 RVA/Human-wt/RUS/0633/2010/G4P8 (KF036160)
74 RVA/Human-wt/RUS/Omsk07-79/2007/G4P6 (GQ477107)
98 RVA/Human-wt/HUN/BP1227/2002/G4P6 (KF835923)

RVA/Human-wt/IND/NIV929893/1992/G1P19 (FJ685614)
RVA/Human-wt/PRY/1809SR/2009/G4P6 (KJ412568)
RVA/Human-xx/USA/DC2171/1976/G3P8 (FJ947411)
RVA/Human-tc/VEN/M37/1982/G1P6 (IX416207)
RVA/Human-xx/XXx/116E/AG/ XXX} GXP X (FJ361206)
RVA/WildBoar-wt/CZE/P70/2015/G4P25 (KU887648)

RVA/Human-wt/HUN/BP271/2000/G4P6 (KF835921)

RVA/Pig-tc/BEL/RV277/1977/G1P7 (KM820729)

@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406752)

RVA/XXX/IND/mcs/13-07/2007/GIPX (EU753964)

RVA/Human-wt/BRB/2012821133/2012/G4P 14 (KF035111)
RVA/HUMan/NCA/22J/2010/G1P8 (JN129101)

) RVA/Pig-xx/XXX/Gottfried/XXXXIGXPX (D00326)

100! RVA/Pig-tc/USA/LS00007 Gottfried/1975/G4P6 (KR052750)

36

52

0.1

Figura 48: Arbol filogenético del gen VP6.

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650121)
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3.2.7. Andlisis filogenético del gen VP1
En la figura 49 se muestra un arbol filogenético del segmento VP1 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 84% que pertenecen al genotipo
R1, ademads de un grupo externo perteneciente al genotipo R2 (cepa DS-1) utilizado para
radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron practicamente idénticas para este gen
(100,0%), y la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen VP1 en la
cepa 2008747307, con un 99,6% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia R1 Wa,
con la gue mostraron una identidad nucleotidica del 95,0% para la cepa P369 y del 95,1%
para la cepa P370. En el mismo cluster que las cepas P369 y P370 se agruparon otras
cepas humanas con genotipos G1P[8], G9P[8], G11P[8] y G12P[8] identificadas también

en los cinco continentes.
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IV. Resultados

100 | @ RVA/Human-wt/ESP/P369/2010/GOP8
1001 @ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P8
96l | RvA/Human-wt/USA/2008747307/2008/GIP8 (HM773634)
RVA/Human-wt/KOR/CI-81/2011/G1P8 (IN887812)
RVA/Human-wt/ITA/PA93/12/2012/G12P8 (KU048544)
RVA/Human-wt/VNM/12053 56/2012/GXPX (KX363072)
RVA/Human-wt/AUS/CK00056/2007/G1P8 (JX027681)
RVA/Human-wt/Bel/BE00092/2003/G1P8 (KC193633)
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P8 (GU199503)
100 “— RVA/Human-wt/KEN/MRC-DPRU2427/2010/G9P8 (JN605448)
RVA/HUman-xx/Xxx/ 116E/AG/XOXGXPX (FI361201)
gol— RVA/HUman-wt/ZAF/MRC-DPRU20683/1985/G4P8 (KP752527)
94 RVA/Human-tc/AUS/RV3/1993/G3P2 (FJ998270)
RVA/Human-tc/USA/DC3695-60-AG/1989/G1P8 (KT695093)
RVA/Human-wt/Bel/BE00090/2003/G1P8 (IN258886)
@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406747)
RVA/Human-xx/USA/DC135/1979/G3P8 (FJ947307)
RVA/Human-wt/USA/DC578/1979/G1P8 (KC579869)
RVA/Human-wt/BEL/BE00010/2006/G1P8 (HQ392055)
RVA/Human-wt/GER/GER126-08/2008/G3G12P8 (FJ747613)

86
100

98

0.1

Figura 49: Arbol filogenético del gen VP1.

RVA/Human-wt/ITA/AV28/2010/G9P8 (IX195074)
84~ RVA/Human-wt/HUN/ERN5208/2012/G9P8 (KJ919347)
RVA/Human-wt/CHN/LL3354/2000/G5P6 (KC139781)

95 RVA/Human-wt/\VVNM/16020 7/2013/GXPX (KX362689)
100 E RVA/Pig-xx/CHN/TM-a/2009/G9P23 (KC113253)
RVA/Human-wt/CHN/GX54/2010/G4P6 (KF041441)

RVA/Pig-wt/ITA/3BS/2009/GOP23 (KC610689)
) RVA/Human-wt/COD/KisB332/2008/G4P6 (KJ870900)
RVA/Pig-tc/ESP/OSU-C5111/2010/G5P7 (KJ450842)
RVA/Pig-wt/ZAF/MRC-DP RU1568/2008/G5PX (KP753190)
RVA/Pig-tc/VEN/A253/1988/G11P7 (EF560621)
p” RVA/Human-tc/JPN/Y 0/1977/G3P8 (DQ870497)
RVA/Human-wt/HUN/BP 1125/2004/G4P6 (KF835890)
61 RVA/Human-tc/BRA/RA9/1997/G1P9 (KJ820836)

s ———— RVA/Human-wt/TWN/07-9651118/2007/GOP19 (KU739905)
100 — RVA/Pig-wt/TWN/2-3/2015/GIP13 (KU739900)

94

89

—— RVA/Human-wt/Croatia/CR2006/2006/G8P8 (JQ988899)

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650116)
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3.2.8. Andlisis filogenético del gen VP2
En la figura 50 se muestra un arbol filogenético del segmento VP2 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 85% que pertenecen al genotipo
C1, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo C2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen VP2 en la cepa
2008747307, con un 99,8% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia C1 Wa,
con la que mostraron una identidad nucleotidica del 93,4%. Las cepas P369, P370 y
2008747307 presentaron una insercidn de secuencia a partir del nucleétido 126 que no
presentaron el resto de cepas con el genotipo C1. Esta insercion consistio en la secuencia
AATAAT, codificante para dos residuos de asparragina (N43 y N44), que se localizd
dentro de una regién de baja complejidad situada en el extremo amino-terminal de la
proteina VP2, que esta compuesta por 900 residuos. Otras cepas con genotipo C1
también presentaron esta regién de baja complejidad genética, pero con una menor
longitud. Al igual que lo que ocurre con los segmentos anteriores estudiados, las
secuencias del gen VP2 de las cepas P369 y P370 se agruparon con otras cepas humanas

con genotipos G1P[8], G3P[8], G9[8] y G12P[8] identificadas los cinco continentes.
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IV. Resultados

99

100

100

929

93~ RVA/Human-wt/ETH/MRC-DPRU1843/2009/G1P8 (KJ752027)

RVA/Human-wt/BEL/BE00038/2008/G1P8 (HQ392341)
RVA/Human-wt/HUN/ERN5203/2012/G9P8 (KJ919454)
RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/G9P8 (HM773635)
100 @ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/GOP8
RVA/Human-wt/USA/VU12-13-150/2013/G12P8 (KT919239)
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1923/2009/G1P8 (KP752983)
RVA/Human-wt/ITA/PR793/2009/G3P8 (KT988178)
RVA/Human-wt/AUS/CK00087/2009/G1P8 (JX027863)
RVA/Human-wt/USA/CNMC124/2011/G1P8 (KT920784)
RVA/Human-wt/Bel/BE00112/2009/G1P8 (JN258949)
RVA/Human-wt/ITA/ME861/12/2012/G12P8 (KU048569)
RVA/Human-wt/CAN/RT028-07/2007/G1P8 (JQ069800)
RVA/Human-wt/AUS/CK00016/2005/G1P8 (JF490236)
RVA/Human-wt/USA/2007719720/2007/G1P8 (IN258341)
RVA/Human-wt/Croatia/ CR2006/2006/G8P8 (JQ988900)
RVA/XX116E/AG/XXXXGXPX (FJ361202)
RVA/Human-wt/BEL/BE00003/2004/G9P8 (HQ391999)
RVA/Cow-wt/KOR/KJ9-1/XXXX/GXP X (HM988960)
@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406748)
RVA/Human-wt/USA/DC3859/1989/G1P8 (KC580211)
RVA/Human-wt/USA/DC5362/1991/G1P8 (KC442915)

RVA/Human/NCA/OL/2010/G4P6 (JN129069)

RVA/Pig-wt/BEL/12R046/2012/G9P23 (KM820707)
RVA/Human-wt/CHN/R479/2004/G4P6 (GU189552)
RVA/human-tc/USA-DC/G2275/1980/G9P8 (JF521473)

35

RVA/Human-wt/HUN/BP271/2000/G4P6 (KF835897)
RVA/Pig-wt/THA/CMP48/08/2008/G3P23 (AB779629)
RVA/Human-wt/HUN/BP1547/2005/G4P6 (KF835902)

0.2

Figura 50: Arbol filogenético del gen VP2.

100

RVA/Pig-hhp/USA/LS00009 RV0084/2011/G9P13 (KR052736)

73 RVA/Human-wt/BRB/2012821133/2012/G4P 14 (KF035108)

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650117)
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3.2.9. Andlisis filogenético del gen VP3

En la figura 51 se muestra un arbol filogenético del segmento VP3 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 82% que pertenecen al genotipo
M1, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo M2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen VP3 en la cepa
2008747307, con un 99,5% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia M1 Wa,
con la que mostraron una identidad nucleotidica del 92,4%. En el mismo cluster que las
cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos G1P[8], G9[8] y
G12P[8] de Europa, América, Asia y Australia, y una cepa G2P[6] africana.
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IV. Resultados

100 r @ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/GIP8
RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/G9P8 (HM773636)
RVA/Human-wt/AUS/CK00086/2009/G1P8 (JX027854)
RVA/Human-wt/KOR/Seoul1516/2011/G9P8 (KF812749)
RVA/Human/NCA/24J/2010/G1P8 (IN129074)
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1195/2009/G2P6 (KJ753790)
RVA/Human-wt/USA/VU12-13-84/2013/G12P8 (KT919945)
RVA/Human-wt/ZAF/2371WC/2008/G9P8 (JN013992)
RVA/Human-wt/TGO/MRC-DPRU5123/2010/GIP8 (KP752518)
100 L RVA/Human-wt/Bel/BE00092/2003/G1P8 (KC193635)
RVA/Human-wt/USA/DC4081/1988/G1P8 (KC579610)
RVA/Human-xx/XxxS T3/ XXXXIGXPX (AY 277919)
RVA/Human-wt/Bel/BE00068/2000/G1P8 (JN258822)
RVA/Human-wt/CAN/RT133-07/2008/G1P8 (JQ069754)
RVA/Human-wt/KEN/MRC-DPRU1608/2009/G1P8 (KP753259)
RVA/Human-wt/BGD/Bang-092/2008/GIP8 (KP882103)
RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P8 (EF583031)
RVA/Human-wt/HUN/ERN5184/2012/G4P8 (KJ919553)
991 4 RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406749)
75 RVA/Human-wt/CAN/RT031-07/2007/G1P8 (JQ069717)
= RVA/Human-wt/PRY/1815SR/2009/G4P9 (KJ412679)
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75
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75 99

RVA/Human-wt/AUS/CK00074/2007/G1P8

RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU2198/2003/G1P8 (KF752330)
RVA/Pig-wt/BEL/12R041/2012/G9P13 (KM820713)
RVA/Human wt/VNM/30378/2009/G26P 19 (HG513047)
RVA/Human-wt/COD/KisB332/2008/G4P6 (KJ870902)
RVA/Human-wt/PHI/TGE13-77/2013/GXP X (LC000535)
RVA/Human-wt/TWN/07-9651118/2007/G9P19 (KU740008)
RVA/Human-wt/CHN/E931/2008/G4P6 (KF726038)
RVA/Human-wt/THA/KKL-117/2014/G9P23 (LC190488)
RVA/Human-wt/TWN/103-701-D210/2014/G9P 19 (KU740028)
RVA/Human-xx/THA/Mc323/1989/G9P19 (IN104613)
100 RVA/Pig-wt/IND/HP113/2002/G6P 13 (KM393172)

0.1

Figura 51: Arbol filogenético del gen VP3.

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650118)
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3.2.10. Andlisis filogenético del gen NSP1

En la figura 52 se muestra un arbol filogenético del segmento NSP1 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 80% que pertenecen al genotipo
A1, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo A2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen NSP1 en la cepa
2008747307, con un 99,5% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia A1 Wa,
con la que mostraron una identidad nucleotidica del 84,6%. En el mismo cluster que las
cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos G1P[8], G3P[8],
G9[8] y G12P[8] de los cinco continentes, y una cepa G12P[11] de la India.
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100

100 RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/GIP8 (HM773638)
@ RVA/Human-w/ESP/P370/2010/G9P8
RVA/Human-wt/USA/CNMC125/2011/G1P8 (KT920679)
RVA/Human-wt/ZWE/MRC-DPRU1855/2011/GIP8 (KP753088)
RVA/Human-wt/ TGO/MRC-DPRU5153/2010/G1P8 (KP753207)
RVA/Human-wt/CHN/L1066/2009/G3P8 (KF371910)
RVA/Human-wt/IND/MCS-KOL-127/2014/G12P11 (KU292547)
RVA/Human-wt/ITA/PA144/12/2012/G12P8 (KU048662)
RVA/Human-wt/AUS/CK00086/2009/G1P8 (JX027847)
RVA/Human-wt/KEN/Keny-110/2009/G1P8 (KP882731)
RVA/Human-wt/ETH/MRC-DPRU5010/2010/G12P8 (KJ752624)
RVA/Human-wt/HUN/ERN5063/2012/G4P8 (KJ918790)
RVA/Human-wt/AUS/CK00103/2010/G1P8 (KP645284)
RVA/Human-wt/BRA/mal16055-09/2009/G1P8 (KM026599)
RVA/Human-xx/USA/DC2262/1976/G3P8 (FI947874)
RVA/Human-tc/AUS/McN13/1980/G3P6 (JX416222)

53|

96

100

RVA/Human-wt/Bel/BE00112/2009/G1P8 (JN258951)
ﬁ@maﬂ-\mluSA/DCZ73/1979/GIP8 (KC580521)
91 RVA/Human-wt/USA/DC4345/1988/G1P8 (KC580629)
RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P8 (EF672585)

83 RVA/Human-wt/BRA/df30733-86/1986/G1P8 (KM026542)
RVA/Pig-tc/VEN/A253/1988/G11P7 (EF990695)

5 — @ RVA/HUman-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406751)
—~ 4100(:(; RVA/Human-wt/ETH/MRC-DPRUA4970/2010/G12P8 (KP752785)
RVA/Human-wi/BRA/1j1363-97/1097/G1P8 (KM026553)

100 RVA/Human-xx/ XXX/ 16E/AG/XXXXGXP X (FJ361205)
RVA/Human-wt/PRY/124SR/2003/G4P8 (KJ626699)
RVA/Human-wt/CAN/RT059-07/2007/G3P8 (JQ069397)
RVA/Human-wt/AUS/CK00073/2007/G1P8 (KC769432)
RVA/Human-wt/BRA/ba6757-03/2003/G1P8 (KM026567)
RVA/Human-wt/CAN/RT188-07/2008/G1P8 (JQ069434)
RVA/Human-wt/CHN/E956/2008/G3P8 (KF371769)
RVA/Human-wt/USA2008747112/2008/G3P8 (HM773715)

l RVA/Human-wt/HUN/BP1227/2002/G4P6 (KF835939)

95

71

100 \—(: RVA/Pig-wt/IND/HP113/2002/G6P13 (KM393173)
78 RVA/Human-wt/CHN/LL3354/2000/G5P6 (KC139785)

0,05

Figura 52: Arbol filogenético del gen NSP1.

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650120)
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3.2.11. Andlisis filogenético del gen NSP2
En la figura 53 se muestra un arbol filogenético del segmento NSP2 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 86% que pertenecen al genotipo
N1, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo N2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen NSP2 en la cepa
2008747307, con un 99,7% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia N1 Wa,
con la que mostraron una identidad nucleotidica del 92,3%. En el mismo cluster que las
cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos variados de

América, Asia, Australia y Africa: G1P([8], G1P[6], G3P[8], G9[8], G11P[25] y G12P[8].
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IV. Resultados

RVA/Human-wt/AUS/CK00083/2008/G1P8 (JX027814)
RVA/Human-wt/JPN/UR14-16/2014/G9P8 (LC105441)
RVA/Human-wt/COD/KisB504/2009/G1P6 (KJ870929)
RVA/Human-wt/CAN/RT059-07/2007/G3P8 (JQ069313)
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka6/2001/G11P25 (EF560709)
USA2008747307/2008/G9P8 (HM773641)

100 L @ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P8

RVA/Human-wt/ THA/SKT-98/2013/G1P8 (LC086765)
RVA/Human-xx/XX}RMC321/XXXXGXPX (AF506293)
RVA/Human-wt/IND/N37/2003/G10P11 (KC175079)

88 RVA/Human-wt/PRY/324SR/2003/G1P8 (KJ626758)

—E RVA/Human-xx/USA/VU05-06-15/2005/G1P8 (JF490590)

75

RVA/Human-wt/HUN/ERN5063/2012/G4P8 (KJ918895)
ML RVA/Human-wt/BRA/ma19030-10/2010/G1P8 (JX683627)
RVA/Pig-xx/CHN/NMTL/2008/G9P23 (JF781165)
— RVA/Human-wt/BRA/1j9736-04/2004/G1P8 (KM026642)
—— RVA/Human-wt/PRY/1550SR/2008/G9P8 (KJ412549)
RVA/Pig-wt/VNM/14225 45/2012/GXP X (KX363385)

85

84

12 = RVA/Pig-tc/VEN/A253/1988/G11P7 (EF990696)

RVA/Human-wt/BEL/BE00013/2006/G1P8 (HQ392070)
RVA/Human-wt/AUS/CK00089/2009/G1P8 (JX027880)
RVA/Human-wt/CAN/RT101-07/2008/G1P8 (JQ069329)
RVA/Human-wt/ETH/MRC-DPRU5010/2010/G12P8 (KJ752625)

83

@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406754)
29‘; RVA/Pig-tc/ESP/OSU-C5111/2010/G5P7 (KJ450850)
RVA/Human-wt/BEL/BE00096/2010/G1P8 (KT223438)
RVA/Human-wt/CAN/RT070-09/2009/G1P8 (JQ069368)

RVA/Pig-wt/BEL/12R006/2012/G3P6 (KM820669)
RVA/Human-wt/RUS/Nov12-N5289/2012/G4P6 (KC822940)

82

RVA/Human-wt/KOR/CAU12-2/2012/G11P25 (KC140594)
RVA/Pig-wt/VNM/14150 53/2012/GXPX (KX363338)
53 RVA/Pig-wt/ZAF/MRC-DPRU1487/2007/G3G5P23 (KP753117)
99 RVA/Human-wt/RUS/Nov10-N806/2010/G4P6 (KC020033)
51 RVA/Horse-tc/GBR/H-1/1975/G5P7 (JQ309142)
RVA/Cat-wt/ITA/BA222/2005/G3P9 (GU827413)
100 mHuman-vvt/RUS/NO\ILO-N507/2010/GSP9 (KC020032)
73 RVA/Human-wt/TUN/17237/2008/G6P9 (JX271008)

45

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650123)

0.05

Figura 53: Arbol filogenético del gen NSP2.
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3.2.12. Andlisis filogenético del gen NSP3

En la figura 54 se muestra un arbol filogenético del segmento NSP3 de las cepas P369y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 86% que pertenecen al genotipo
T1, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo T2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen NSP3 en la cepa
2008747307, con un 99,9% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia T1 Wa,
con la que mostraron una identidad nucleotidica del 95,1%. En el mismo cluster que las
cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos G1P[8], G9I[8],
G12P[8], G1P[6] y G12P[6] de Africa, Asia y América.
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IV. Resultados

RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/G9P8 (HM773640)

@ RVA/Human-wt/ESP/P370/G9P8
RVA/Human-wt/MLI/Mali-136/2008/G1P6 (KP883195)
RVA/Human-wt/BGD/Bang-129/2009/G12P6 (KP882238)
RVA/Human-wt/BRA/es15221-08/2008/G1P8 (IX683629)
80 [— RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1554/2010/G12P8 (KJ753689)
82!

RVA/Human-wt/JPN/To14-32/2014/G9P8 (LC105355)
zf RVA/Human-wt/PRY/533SR/2004/G9P8 (KJ626532)
E RVA/Human-wt/AUS/CK00075/2007/G1P8 (IX027764)
— RVA/Human-wt/CAN/RT005-09/2009/G1P8 (JQ069269)
@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406753)
9 I‘rRVA/Human-V\lt/BEIJBE00048/2009/(31P8 (HQ392420)
RVA/Human-wt/IND/N375/2004/G10P11 (KC175069)
ﬂ RVA/Human-wt/IND/N155/XXXX/G10P11 (EU200801)
RVA/Human-xx/XXx/KU/XXXX GXPX (X81435)
£ RVA/Human-wt/USA/DC102/1974/G1P8 (KC580002)
RVA/Human-wt/USA/2007769947/2007/G1P8 (IN258402)

42

88

EE RVA/Human-xx/IND/mani-362/07/2007/GXPX (HM348727)

0.1

Figura 54: Arbol filogenético del gen NSP3.

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650122)

RVA/Human-wt/K OR/CAU12-2/2012/G11P25 (KC140595)
100 L RVA/Human-wt/IND/B08299/2008/G11P25 (KJ501690)
RVA/Pig-wt/BEL/12R006/2012/G3P6 (KM8206776)
RVA/Pig-xx/XXX GO GXPX (X81430)

67
54 RVA/Cow-xx/KOR/KJ59-2/XXXX/GXP X (FJ206179)

100 RVA/Pig-wt/BRA/ROTA10/2013/GXPX (KJ482306)

——— RVA/Human-wt/USA/12US1134/2012/G3P9 (KF500516)
RVA/Pig-wt/TWN/2-3/2015/G9P13 (KU739924)
RVA/Pig-wt/ITA/7RE/2009/G9P23 (KC610708)

49 RVA/Human-wt/CHN/R946/2006/G3P6 (KF726063)

RVA/Human-wt/VNM/NT0621/2008/G4P6 (LC095951)
RVA/Pig-wt/THA/CMP40/08/2008/G3P23 (AB779643)
RVA/Pig-wt/IND/RU172/2002/G12P7 (GU199196)
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3.2.13. Andlisis filogenético del gen NSP4
En la figura 55 se muestra un arbol filogenético del segmento NSP4 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 86% que pertenecen al genotipo
E1, ademas de un grupo externo perteneciente al genotipo E2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369, P370 y 2008747307 resultaron idénticas
para este gen, y mostraron una identidad de entre un 96,2% y un 98,5% con otras cepas
identificadas en Espafia en los afios 2007 y 2008 (cepas 617 _VLC 2007 vy
766_VLC_2008). A diferencia de lo que se observo en el resto de segmentos gendmicos
de las cepas estudiadas, las secuencias correspondientes al gen NSP4 se agruparon en
el mismo cluster en el que se incluye la cepa de referencia E1 Wa, con la que mostraron
una identidad nucleotidica del 96,6%. En el mismo cluster que las cepas P369 y P370 se
agruparon otras cepas humanas con genotipos G1P[8], G4P[8] y G9[8] de Australia,

Europa, Africa y Asia.
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IV. Resultados

RVA/Human-wt/PRY/1723SR/2009/G9P8 (KJ412518)

RVA/Human-wt/ESP/305 CS 2006/2008/GXP X (HQ595300)
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1923/2009/G1P8 (KP752980)
RVA/Human-wt/IND/946264/1994/G9P6 (GU815181)

99 RVA/Human-wt/BRA/BA20144/2011/G12P8 (KF907269)

RVA/Human-wt/KOR/Seoul1556/2011/G4P8 (KF812823)

RVA/Human-wt/BGD/Bang-116/2008/G9P8 (KP882217)

91

7 RVA/Human-wt/USA/CNMC15/2011/G12P8 (KT920858)

RVA/Human-wt/ITA/RG180/13/2013/G12P8 (KU048736)

@ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406756)

@ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P8

RVA/Human-wt/ESP/766 VLC 2008/2008/GXP X (HQ634587)
72
RVA/Human-wt/AUS/CK00084/2008/G1P8 (JX027827)

27 RVA/Human-wt/ESP/617 VLC 2007/2007/GXPX (HQ655277)

- RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1262/2004/G1P8 (KP752740)

RVA/Human-wt/DEN/Hv5345782/2010/G4P8 (KP013450)

RVA/Human-xx/BGD/BD524/XXXX/ GXP X (AJ400634)

47 RVA/Human-wt/VNM/16020 7/2013/GXPX (KX362698)
26 RVA/Pig-wt/TWN/3-17/2015/G9P23 (KU739935)

RVA/Pig-wt/ZAF/IMRC-DPRU1522/2007/G5G9P X (KP75292)

97

28

RVA/Human-wt/HUN/BP 1792/2004/G4P6 (KF835967)

2 7Y E— RVA/Pig-wt/ITA/7RE/2009/G9P23 (KC610709)
RVA/Human-wt/THA/KKL-117/2014/G9P23 (LC190495)

ERVA/Human—wl/BRB/2012821133/2012/G4P14 (KF035105)
RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU3713/2010/G12P6 (KJ751865)

84

RVA/Human-wt/USA/DC1127/1977/G1P8 (KC580277)
% T RVA/Pig-wt/IND/Por-32/2014/GXPX (KP868551)
53 RVA/Human-wt/ARG/Arg4671/2006/G4P6 (KC412040)

RVA/human-wt/IND/N-38/2009/G11P25 (JX040432)

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650125)

Figura 55: Arbol filogenético del gen NSP4.
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3.2.14. Andlisis filogenético del gen NSP5
En la figura 56 se muestra un arbol filogenético del segmento NSP5 de las cepas P369 y
P370, junto con cepas con una identidad minima de un 92% que pertenecen al genotipo
H1, ademds de un grupo externo perteneciente al genotipo H2 (cepa DS-1) que se ha
usado para radicar el arbol. Las cepas P369 y P370 resultaron idénticas para este gen, y
la secuencia del mismo resulté muy similar a la secuencia del gen NSP5 en la cepa
2008747307, con un 99,7% de identidad. Las secuencias se agruparon en un cluster
claramente diferenciado del cluster en el que se incluye la cepa de referencia H1 Wa,
con la que mostraron una identidad nucleotidica del 93,2%. En el mismo cluster que las
cepas P369 y P370 se agruparon otras cepas humanas con genotipos G1P[8], G3P[8] y

G9[8] de los cinco continentes.
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IV. Resultados

97| RVA/Human-wt/USA/2008747307/2008/GOP8

@ RVA/Human-wt/ESP/P370/2010/G9P8

RVA/Human-wt/BEL/BE00047/2009/G1P8 (HQ392446)
95

100 L RVA/Human-wt/BGD/Dhaka16/2003/G1P8 (DQ492679)

RVA/Human-wt/MLI/Mali-050/2008/G1P8 (KP883054)
RVA/Human-wt/BRA/QUI-152-F1/2010/G1P8 (KU361045)
RVA/Human-wt/ITA/PR348/2012/G3P8 (KT988239)
31 RVA/Human-wt/AUS/CK00026/2005/G1P8 (JF490328)
RVA/Human-wt/PRY/1679SR/2008/G1P8 (KJ412641)

RVA/Pig-xx/THA/CMP47/08/2008/GXPX (HQ268845)

78 RVA/Pig-wt/BEL/12R006/2012/G3P6 (KM820690)

RVA/Pig-wt/BEL/12R041/2012/G9P 13 (KM820692)
RVA/Pig-wt/THA/CMP-015-12/2012/G9P19 (KU363144)

RVA/Pig-tc/ESP/OSU-C5111/2010/G5P7 (KJ450852)
98 RVA/Pig-tc/VEN/A253/1988/G11P7 (EF990698)

RVA/Human-wt/HUN/BP1227/2002/G4P6 (KF835971)

RVA/Simian-wt/KNA/08979/2015/G5P X (KY053153)

¥ 57 RVA/Human-wt/CHN/E931/2008/G4P6 (KF726043)
% L RVA/Human-wt/CHN/R946/2006/G3P6 (KF726065)
48 RVA/Human-wt/AUS/CK00007/2004/G1P8 (JF490152)
o [ RVA/Human-xx/ XXX/ KUNOXXGXP X (AB022773)

ol [ @ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8 (JX406757)

s RVA/Human-xx/USA/VU06-07-10/2006/G1P8 (JF490900)

RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P8 (HQ392413)

RVA/Human-wt/KOR/CAU12-2/2012/G11P25 (KC140597)

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4 (HQ650126)

0.05

Figura 56: Arbol filogenético del gen NSP5.
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3.2.15. Diferencias en la proteina VP4 de las cepas P369 y P370 con
Rotateq®

La identidad aminoacidica entre las cepas P369 y P370y la cepa WI79-4 de Rotateq’ fue
del 95,0%. En la tabla 59 se identifican las diferencias en aminodcidos en los principales
epitopos identificados en la proteina VP4 de la cepa Rhesus rotavirus (RRV). Se observa
que sélo en los epitopos 8-1y 5-1 de la proteina VP4 se observan residuos distintos a los
de la cepa WI79-4 de Rotateq’. En concreto, en el epitopo 8-1 la serina ubicada en la
posicion 145 en la cepa WI79-4 es sustituida por una glicina en las cepas P369 y P370.
Por otro lado, en el epitopo 5-1 la arginina y histidina posicionadas en 383 y 385
respectivamente en la cepa WI79-4, han sido sustituidas por una serina y un aspartato

respectivamente en las cepas P369 y P370.

Tabla 59: Diferencias en los aminodacidos que componen la proteina VP4 entre las cepas P369y P370, vy la
cepa WI79-4 de Rotateq” (GU565044) y RRV (AF295303). En la primera columna se indica el epitopo al
que pertenece el aminoacido (McDonald et al. 2009). En la segunda, el tipo y la posicion del aminoacido
en la proteina VP4 de la cepa RRV. En la tercera columna el tipo y la posicién del aminoacido homdlogo
en la proteina VP4 de la cepa WI79-4 segun el alineamiento aminoacidico, y en la cuarta columna el tipo
y la posicién del aminoacido homologo en la proteina VP4 de las cepas P369 y P370. Se sefialan con un
asterisco los residuos en la proteina VP4 de las cepas P369 y P370 que resultan diferentes en los epitopos

de la misma proteina en la cepa W179-4 de Rotateq”.

8-1 Ti46* $145* G145*
8-1 G150 N149 N149
8-1 Y188 5187 5187
8-1 5190 N189 N189
8-1 Y194 L193 L193
8-2 N183 R182 R182
8-3 S114 P114 P114
8-3 T116 D116 D116
8-3 A133 D133 D133
8-3 Q135 D135 D135
8-3 T136 = =

8-4 T87 N87 N87
8-4 A88 T88 T88
8-4 A89 N89 N89
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5-1
5-1
5-1
5-1
5-1
5-1
5-3
5-4

D384*
$386*
A388
Q393
T398
T440
K459
R429
T306

R383*
H385*
S387
A392
N397
L439
N458
5428
L305

$383*
D385*
5387
A392
N397
L439
N458
5428
L305
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V- DISCUSION
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V. Discusion

Aunque se estima que todos los nifios seran infectados por el rotavirus antes de cumplir
los cinco afios de edad, sdlo una pequefia proporcion de los infectados desarrollaran
sintomas de gastroenteritis que motiven la asistencia a servicios médicos. Se ha
estimado que en 2013 fallecieron unos 215.000 nifios por gastroenteritis por rotavirus,
de los que el 90% procedieron de Africa y Asia (Tate et al. 2016). En los paises
desarrollados, las gastroenteritis por rotavirus provocan costes econémicos y sociales
debidos a la atenciones médicas y hospitalizaciones, y sélo raramente causan muertes
(Williams et al. 2009). Por todas estas razones, se han desarrollado vacunas seguras y
altamente eficaces en disminuir las consecuencias mas graves de la infeccién por
rotavirus, que se han ido implantando progresivamente en los calendarios vacunales de
un gran numero de paises en el mundo. La aplicacion de estas vacunas de forma rutinaria
ha disminuido la mortalidad y la morbilidad de las infecciones por rotavirus (lturriza-
Gdémara & Cunliff 2017). Espana es uno de los paises donde la vacuna contra el rotavirus
no se ha implantado en el calendario vacunal, y la OMS recomienda en estos casos
estudios para poder estimar los costes asociados a esta enfermedad, y la conveniencia
o no de laimplantacién de vacunaciones rutinarias. En Espafia no existe un programa de
vigilancia de la enfermedad por rotavirus ni de las cepas que la causan, ni tampoco existe
a nivel regional en la Comunidad Autdnoma. El trabajo presentado en esta tesis es el
primero realizado con objeto de mejorar el conocimiento de las caracteristicas

epidemioldgicas y viroldgicas de las gastroenteritis por rotavirus en la Regién de Murcia.

Incidencia de gastroenteritis por rotavirus entre 2010-2013

Un estudio multicéntrico, prospectivo y observacional realizado entre 2004 y 2005 en
varios paises europeos para el estudio de la incidencia de la gastroenteritis por rotavirus
en nifios menores de 5 afos (Van Damme et al. 2007) observé que el porcentaje de casos
de gastroenteritis positivas a rotavirus fue del 38% en Espafia en esos afos. En la
poblacién atendida por el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca entre 2010y 2013
tan solo un 21,2% de las muestras tomadas en casos de gastroenteritis fueron positivas
a estos virus. Este dato pude interpretarse como que solo alrededor de una quinta parte

de las gastroenteritis que llegan al hospital son causadas por estos virus en Murcia,
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aungue la disparidad respecto del dato del estudio de 2007 quizds se deba en parte a
gue en éste sélo se contemplaron las muestras procedentes de nifios menores de 5
afios, y en esta tesis se han tenido en cuenta todas las muestras remitidas para
identificacion de antigeno de rotavirus, incluidas las procedentes de pacientes mayores
de 5 afios. En esta tesis también se ha comprobado que la proporcion de muestras
positivas fue disminuyendo gradualmente afio tras ano, alcanzando casi la mitad en
2013 respecto a 2010. Sin embargo, al estudiar estos datos teniendo en cuenta la
poblacién de nifios menores de 5 afios en cada afo en el area | de salud, las tasas de
incidencia de gastroenteritis por rotavirus no siguieron estrictamente la misma
tendencia, ya que aunque en general fueron también disminuyendo desde los 1,57 casos
por cada 100 menores de 5 afios en 2010, hasta los 1,03 casos por cada 100 menores de
5 afios en 2013, presentaron un pico de incidencia de 1,88 casos por cada 100 menores
de 5 afos en 2011. Estos datos indican una incidencia en Murcia considerablemente
menor la encontrada en hospitales y servicios de urgencias en Espafia en el estudio de
2007 (Van Damme et al. 2007), donde la tasa de incidencia acumulada anual por
gastroenteritis por rotavirus se situa en 2,54 casos por cada 100 nifios.

En relacién a la estacionalidad de las gastroenteritis por estos virus, en los paises
desarrollados la curva epidémica de esta enfermedad esta caracterizada por un pico de
incidencia Unico en invierno, a diferencia de lo que ocurre en los paises en vias de
desarrollo en Africa y en Asia, donde se suceden mds de un pico de incidencia (World
Health Organization 2013). En los datos obtenidos en la presente tesis se observa que
las curvas epidémicas de los cuatro afios presentan un Unico pico de incidencia, excepto
durante el afio 2010, en el que se sucedieron varios picos secundarios. En el estudio
publicado como resultado de los trabajos de la red de vigilancia EuroRotaNet
(Hungerford et al. 2016), que los picos de incidencia en Espafia son variables afio tras
afo, habiéndose dado estos picos como muy pronto en enero en el afio 2008, y como
muy tarde en marzo en 2012 y en 2013. De los datos obtenidos en el presente estudio
se desprende que en Murcia la maxima incidencia de estas gastroenteritis se da con
cierto retraso con respecto al conjunto de Espafia, ya que los maximos de incidencia

ocurrieron como muy pronto en febrero (en 2011), y tan tarde como en abril (en 2013).
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V. Discusion

Los brotes de gastroenteritis por rotavirus suelen darse durante los meses mas frios de
afo y es posible que las caracteristicas climatoldgicas de la Regidn de Murcia, donde el
invierno llega mas tarde en relacién al resto de la peninsula ibérica, causen este desfase
de la curva epidemioldgica.

En relacién a la edad de los pacientes que desarrollaron una gastroenteritis por
rotavirus, el mencionado trabajo publicado por EuroRotaNet estima para Espafia que un
78% de las muestras procedieron de nifios menores de 2 afios entre 2007 y 2013,
mientras que los casos de nifios de entre 2 y menos de 5 afios representaron el 18% del
total. Adema3s, solo el 5% de las muestras procedid de pacientes (nifos o adultos) a partir
de 5 afios de edad. En estudio presentado en esta tesis se han encontrado resultados
similares a la distribucién de la enfermedad por edades. El 82,9% de las muestras
procedieron de niflos menores de 2 afios, tan solo ligeramente por encima del dato
encontrado en el conjunto de Espaiia. El 12,6% procedid de nifios de entre 2 y menores
de 5 afios, ligeramente por debajo del dato para el resto de Espaia; y finalmente el 4,4%
de los casos resultaron en pacientes a partir de 5 anos de edad. En resumen, de los datos
obtenidos en Murcia se puede deducir que la proporcion de casos en nifios menores de
2 afos aqui es ligeramente mayor que en el resto de Espafia, a costa de la proporcién
de casos en el resto de grupos de edad, especialmente por la menor proporcién de nifios
de entre 2 y menores de 5 afios en Murcia que acudieron al hospital con la enfermedad.
Este dato podria significar que en Murcia los nifios se infectan a una edad mas temprana
gue en el conjunto de Espaia, y a la edad de 2 afios estdn mas protegidos frente a la
gastroenteritis por el virus.

En relacion al sexo de los pacientes, en la bibliografia no se han encontrado datos que
indiquen que alguno de los sexos enferma con mas facilidad (Aristegui et al. 2016) y en
la presente tesis los datos apuntan en la misma direccidn, el sexo no parece influir en la

probabilidad de enfermar por el rotavirus A.
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Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las gastroenteritis por rotavirus
durante 2012

En 2012 pudo realizarse un estudio epidemiolégico mas profundo accediendo a la
informacién disponible sobre los casos de gastroenteritis por rotavirus para esta tesis.
Estudiando las historias clinicas de los casos positivos a rotavirus A se ha concluido que
el 21,4% de las muestras procedieron de casos que reunian las condiciones para
clasificarse como casos de origen nosocomial, mientas que el 80,2% resultaron de
adquisicion comunitaria. Estos datos concuerdan con los publicados en otros trabajos
(Gervasi et al. 2016) donde se habla de que alrededor de un 25% de todos los casos de
rotavirus detectados en el hospital suelen ser de adquisicion nosocomial.

En relacidn con los casos de adquisicién comunitaria, la tasa de incidencia en 2012 se
situd en 1,03 casos por cada 100 nifios menores de cinco afnos. Respecto a los casos de
gastroenteritis por rotavirus A de adquisicion nosocomial, los nifios tardaron una media
de 8,4 dias en enfermar desde su admisidon por otras causas. La mayoria de los casos
nosocomiales procedieron de la zona de lactantes, donde se ingresa a los nifios hasta
los dos afios de edad. Ademas, se identificaron casos nosocomiales en otras zonas
atendidas por el Servicio de Pediatria, como la zona de escolares, unidades de aislados
y neonatologia. Es especialmente notable el hecho de que se identificaran 5 infecciones
adquiridas en el hospital entre nifios ingresados por patologias oncoldgicas. Estos nifios
son especialmente sensibles a cualquier infeccidon oportunista, sobre todo cuando son
sometidos a quimioterapia. Cerca de la mitad de los casos de infeccidon nosocomial por
rotavirus estaban ingresados por afecciones respiratorias. Esto es consecuencia natural
de la alta proporcion de ingresos hospitalarios infantiles que estan causados por este
tipo de afecciones.

La estacionalidad de las gastroenteritis por rotavirus fue similar entre los casos
comunitarios y los de adquisicion nosocomial, con picos de incidencia en febrero y
marzo. Este hecho refuerza la idea de que los brotes nosocomiales se alimentan de los
casos comunitarios que van siendo introducidos en el hospital, bien de forma consciente
siendo ingresados por la gravedad de la propia gastroenteritis, o bien de forma

inesperada cuando los nifios son ingresados por otra causa, no tienen sintomas tipicos
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de gastroenteritis, pero aun asi liberan rotavirus en el medio. Por otro lado, la ausencia
de casos nosocomiales desde julio hasta noviembre coincidiendo con una incidencia
minima de casos en la comunidad, da mas fuerza a este argumento.

Por otra parte, los casos nosocomiales fueron mas frecuentes en los nifios mas
pequefiios, los menores de 6 meses, mientras que en los casos comunitarios el principal
grupo de edad afectado fue el de 6 meses hasta los 2 afios. Esta diferencia de afectacion
en los distintos grupos de edad puede ser consecuencia de que los nifios pequeiios
ingresados en el hospital suelen ser alimentados, con mayor frecuencia, con leches de
formula. Se cree que en la comunidad los nifios menores de 6 meses estan protegidos
frente a las infecciones graves por el rotavirus, gracias a los anticuerpos maternos que
toman con la leche de la madre. Por eso el principal grupo de edad afectado por las
gastroenteritis por rotavirus es el de entre 6 meses y menores de 2 afios. En esta edad
los nifios quedan desprotegidos al serles retirada la leche materna, y entonces se
encuentran con una primera infeccion que puede llegar a ser grave. En los casos
comunitarios los nifios mayores de 2 afios ya se han enfrentado a su primera infeccién
por rotavirus y estan parcialmente protegidos por anticuerpos propios, de modo que las
subsiguientes infecciones seran menos graves y su recuperacion sera mas rapida.

En relacion al sexo de los pacientes, se encontraron diferencias significativas en las
proporciones de casos entre hombres y mujeres segun si la infeccidn se produjo en la
comunidad o en el hospital. Mientras que en los casos comunitarios nifos y nifias se
infectaron por igual, en los casos nosocomiales se encontraron diferencias significativas
entre sexos, con el doble de casos en nifios respecto a las nifias. No se ha encontrado
una explicacion a estas diferencias en los casos nosocomiales.

Por el propio disefio del presente estudio no se han podido estudiar los casos de
infecciones adquiridas durante las visitas al pediatra en atencién primaria, ni las
infecciones adquiridas en el servicio de urgencias, cuando ambas deben ser infecciones

nosocomiales relativamente frecuentes.
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Estudio de genotipos en casos de gastroenteritis por rotavirus de adquisicion
comunitaria en 2012

El genoma segmentado de los rotavirus facilita reagrupamientos genéticos cuando una
célula epitelial es infectada con mds de una cepa con distinto genotipo. Esta propiedad
tiene el potencial para generar muchas combinaciones de las proteinas de superficie
VP7 (genotipo G) y VP4 (genotipo P) siendo en teoria posibles mas de 21! combinaciones.
Sin embargo, el nimero de combinaciones G y P mds comunmente identificadas es
significativamente menor que el nimero tedrico de posibles combinaciones, aunque
aparecen nuevos rotavirus A reagrupados regularmente (European Centre for Disease
Prevention and Control 2016). La monitorizacion de la emergencia de nuevos genotipos
de rotavirus y del potencial para el reemplazo de genotipos y la deriva genética es una
actividad esencial de la vigilancia de la enfermedad por estos virus. Esta tarea se ha
convertido en aun mads importante desde la introduccidon de las vacunas contra el
rotavirus, ya que hay algunas evidencias de que en paises como Australia, Brasil y Bélgica
la vacunacidon masiva puede haber contribuido a cambios en los genotipos
predominantes, aunque estos cambios pueden también ser el resultado de variaciones
naturales (Hungerford et al. 2016). La red de vigilancia EuroRotaNet, establecida en 2007
y que incluye a 16 paises, entre ellos Espafia, ha estado monitorizando la diversidad
genotipica de los rotavirus y las fluctuaciones de genotipos de afio en afio a lo largo de
Europa durante 8 afios. Conforme a los datos publicados por esta red, podemos ver
como en Espafia el genotipo predominante desde la temporada 2007/2008 hasta la
temporada 2012/2013 ha sido el G1P[8], con un 46% de las cepas tipadas, seguido por
el genotipo G12P[8] con un 13%, el G9P[8] con un 12%, y el G2P[4] con un 10%,
identificandose el genotipo G4P[8] tan solo en un 3% de los casos. En contraste, en el
estudio realizado en la presente tesis y teniendo en cuenta soélo los casos de adquisicidon
comunitaria en 2012, se pone de manifiesto que aunque el genotipo mas frecuente en
Murcia también fue el G1P[8], éste se encontré con una menor proporcién (un 30%), y
seguido muy de cerca por el genotipo G4P[8] con un 27% de los casos. También el
genotipo G2P[4] fue mas prevalente que en el conjunto de Espaia para todo el periodo,

con un 20% de las cepas presentando este genotipo. Estas diferencias apuntan a una
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mayor circulacion del genotipo G4P[8] en Murcia durante 2012, en comparacién con el
conjunto de Espafia, y serian convenientes estudios de genotipado de sucesivos afios
para comprobar si esta tendencia es constante afo tras afio o se tratd de una dispersién
puntual de este tipo de cepas en este afio. En Murcia, por otro lado, las infecciones
multiples, las cepas no tipables y las infecciones por cepas reagrupadas de forma
inusual, como aquellas con genotipo G9P[4], fueron bastante raras. Segun la red de
vigilancia EuroRotaNet, Espafia se situa en un término medio entre Francia y Suecia con
la minima diversidad de genotipos identificados afio tras afio, y Bulgaria con la maxima
diversidad (Hungerford et al. 2016). Las muestras en las que no se pudo identificar
ningun genotipo alcanzaron una proporcién considerable (un 15%) pudiendo ser por
tratarse de cepas no genotipables, por la presencia de inhibidores de la PCR en las
muestras, o por falsos positivos del test rapido VIKIA® Rota-Adeno. Para resolver este
problema y averiguar cudl es la razén de la negatividad en la prueba de genotipado de
muestras que fueron positivas con el test rapido seria conveniente analizar las muestras
mediante PCR en tiempo real, incluyendo un control interno en las muestras para
detectar un mal funcionamiento de la PCR. Si como consecuencia de la adicién del
control interno se determina que la PCR funciond correctamente, entonces la
negatividad en la amplificacion del ARN virico implicaria que el test rapido dio un falso
positivo. En cambio, si la PCR no funciond correctamente, pueden adoptarse otras
estrategias como la dilucién adicional de la muestra para diluir también los posibles
inhibidores.

Todos los genotipos presentaron su maxima incidencia en marzo, excepto el genotipo
GI9P[8] que solo se identificd en dos casos, uno en enero y otro en mayo, y el genotipo
G12P[8], que se identifico exclusivamente en el primer trimestre del afio, con dos casos
en enero, dos en febrero y sélo un caso en marzo. Los principales genotipos siguieron la
tendencia general de la estacionalidad de los casos de gastroenteritis por rotavirus A,
con mayor incidencia en el primer trimestre del afio disminuyendo drdsticamente en
abril, con la llegada de la primavera y los primeros calores. Pero los rotavirus se
mantienen circulando con un perfil bajo fuera de la estacidn fria, con casos esporadicos

gue actuan de reservorio del virus, y que actuardn como semilla para el brote del afio
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préximo. En este sentido se identificaron casos esporddicos en agosto y en septiembre
de los dos genotipos mas frecuentes en la temporada previa, el G1P[8] y el G4P[8]. Por
otro lado, se ha descrito que las cepas con genotipos raros y las infecciones multiples
son mas probables fuera de la temporada de maxima incidencia en Espafa (Hungerford
et al. 2016), sin embargo en el presente estudio la infeccion multiple, la cepa no tipable
(G1P[0]) y la cepa reagrupada de forma inusual (G9P[4]) se identificaron en el primer
trimestre del afio 2012, coincidiendo con la mdaxima incidencia de gastroenteritis por
rotavirus. Un tamafio muestral no demasiado grande puede estar limitando en todo
caso la interpretacion de los resultados en el presente estudio.

Respecto a la distribucidn de genotipos por grupos de edad se ha encontrado que la alta
prevalencia del genotipo G4P[8] en Murcia se puede atribuir a infecciones en los nifios
mas pequeiios, menores de 1 ano, donde supera significativamente en incidencia al
genotipo G1P[8]. Ocurre lo contrario en los nifios de entre 1 y 2 afios, en los que el
genotipo mas prevalente es el G1P[8]. Una posible explicacién de la alta incidencia del
genotipo G4P[8] en los nifios mas pequefios es que 2012 hubiese sido el primer afio de
la circulacién masiva de este genotipo en Murcia, de forma que las madres no habrian
ofrecido la suficiente proteccién con su leche materna a los recién nacidos.

La alta incidencia de muestras en las que no se pudo identificar ningiin genotipo entre
los mayores de 2 aiios, y en los menores de 6 meses, es coherente con el hecho de que
en estos dos grupos de edad son menos frecuentes las gastroenteritis por rotavirus, lo
gue indica que gran parte de estas muestras puedan haber sido falsos positivos del test
rapido VIKIA® Rota-Adeno.

En concordancia con lo publicado en la literatura cientifica no se encontré en Murcia
asociacion entre genotipos determinados y el sexo de los pacientes.

En relacidon con la procedencia de las muestras, se ha encontrado una gran proporcién
de muestras en las que no se ha podido identificar ningin genotipo, procedentes de
consultas externas pediatricas y atencion primaria. Procedentes de estos servicios
médicos externos se encontré una menor proporcidon de muestras con genotipo G4P[8]
gue en el servicio de urgencias pediatricas del hospital, lo que podria deberse a una

mayor severidad de las gastroenteritis causadas por este genotipo.

170



V. Discusion

Las gastroenteritis por rotavirus A se manifestaron con diarrea y vémitos en casi todos
los casos, con fiebre en cerca de tres de cada cuatro casos, y con signos de
deshidratacion en uno de cada tres. Mas del 27% de los casos presentaba sintomas
catarrales sin la identificacién de ningun patdgeno respiratorio. Se ha especulado que
quizas los rotavirus sean también causantes de este tipo de sintomas, aunque no se ha
establecido claramente su asociacién. Los sintomas catarrales pueden deberse a
infecciones respiratorias coincidentes en el tiempo, ya que no se analiza la presencia de
todos los posibles patégenos, ni se analizan estos en todos los nifios. Otros sintomas
secundarios encontrados con cierta frecuencia en el presente estudio han sido hiporexia
y decaimiento, mientras que sintomas mds raros como exantema, otitis y convulsiones
tuvieron frecuencias menores a cinco casos. La diarrea fue el sintoma indicador para el
médico de la presencia de gastroenteritis, y por tanto todos los casos identificados la
presentaron, excepto uno en el que no se pudo identificar ningln genotipo y que pudo
ser un falso positivo del test rapido VIKIA® Rota-Adeno. Respecto a los vémitos, se
encontrd asociacidon estadisticamente significativa entre la ausencia de vomitos en los
casos en los que no se pudo identificar ningun genotipo. Este dato implica que cuando
se presenta un caso de gastroenteritis sin vomitos hay mayor probabilidad de que el
agente causal no sea el rotavirus A. En relacién con los sintomas catarrales también se
encontrd asociacion entre una mayor presencia de estos sintomas en los casos en los
gue no se identificd ningun genotipo. Este hecho podria indicar que una parte de los
casos de gastroenteritis con sintomas catarrales son falsos positivos del test rapido
VIKIA® Rota-Adeno. No se ha encontrado asociacidon entre los sintomas de fiebre,
hiporexia y deshidratacion con ningun genotipo determinado.

Una revisidon bibliografica ha identificado 46 estudios llevados a cabo en 18 Estados
Miembros de la Unidn Europea, estimando que alrededor de entre 300-600 nifos por
cada 100.000 menores de 5 afos son hospitalizados anualmente debido a
gastroenteritis por rotavirus en Europa (European Centre for Disease Prevention and
Control 2016). En concordancia con estos datos, el presente trabajo ha identificado que
en el area | de salud de la Region de Murcia 452 nifios por cada 100.000 menores de 5

afios fueron hospitalizados por el rotavirus en 2012. Esta cifra se sitda en un valor medio
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de la cifra estimada por ese estudio, lo que indica que el nimero de hospitalizaciones
por estos virus en la Region de Murcia parece ser similar a lo que ocurre en el resto de
paises de nuestro entorno. El 42% de los casos requirieron hospitalizacién y no se
encontrd asociacion entre la necesidad de hospitalizacidn y el genotipo identificado. La
duracién media de la hospitalizacidn por gastroenteritis por rotavirus A adquirido en la
comunidad fue de 3,9 dias, que es similar a la duracidn reportada por otros estudios
realizados en Espafia, en los que se ha estimado desde 3,2 hasta 6,3 dias (Cilla et al.
2012)(Garcia-Basteiro et al. 2011). Es de destacar que los tres casos que presentaron
genotipo G12P[8] estuvieron hospitalizados mas de 4 dias, y uno incluso llegé a los 13
dias de hospitalizacion. En algunos estudios se ha especulado sobre una mayor
severidad asociada a las infecciones con este genotipo. Por otro lado, también es
importante resaltar el hecho de que cada paciente identificado en este estudio tuvo que
ser admitido en urgencias una media de 1,5 veces, y el 4% de los casos acudid a urgencias
hasta en cuatro ocasiones teniendo que ser hospitalizados la mayoria de estos. Esta
necesidad de ser atendido en urgencias mds de una vez puede haberse debido a una
infravaloracién del estado del paciente, o bien a infecciones mas insidiosas que
prolongaron en el tiempo los sintomas. Es posible que una segunda asistencia del
paciente al servicio de urgencias pueda servir al médico de indicador de una mayor
severidad de la gastroenteritis, y le permita valorar la gravedad de la enfermedad con
mayor facilidad.

Es de resaltar que durante el estudio realizado sobre los pacientes afectados por
gastroenteritis por rotavirus A adquiridos en la comunidad no fallecié ningun nifio por
esta causa y todos se recuperaron de manera satisfactoria. Conforme a estudios previos
se estima una tasa de mortalidad por rotavirus menor a 0,1 por 100.000 nifios menores
de 5 afios en paises de nuestro entorno como es Reino Unido (European Centre for
Disease Prevention and Control 2016).

La severidad de las gastroenteritis por rotavirus A fue mayor en el primer semestre del
afio, coincidiendo con la mayor incidencia de estas gastroenteritis. En el segundo
semestre del afo los casos identificados fueron considerablemente menos severos,

quizas debido a que los casos que ocurren en esas fechas pertenecen con mayor
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probabilidad a pacientes de mayor edad (Hungerford et al. 2016), y a que algunos de los
casos identificados pueden ser falsos positivos del test rapido VIKIA® Rota-Adeno, y por
tanto no estar causados por estos virus. Las gastroenteritis resultaron mas severas en
los nifios de entre 6 meses y 2 afios de edad, quizas debido a que los nifios pequenos
estdn parcialmente protegidos frente a gastroenteritis severas gracias a los anticuerpos
gue toman con la leche materna. Por otro lado, los nifios mayores de 2 afios suelen
haber tenido algun contacto previo con el rotavirus A, y por tanto también tienen cierta
proteccion por los anticuerpos generados durante esa infeccion. En el presente estudio
no se encontré asociacion de la severidad de las gastroenteritis con el genotipo de la
cepa que infectd al paciente. En este sentido, en la literatura se encuentran datos
contradictorios en los diferentes estudios, mientras que en algunos encuentran mayor
severidad asociada a determinados genotipos, en otros no se encuentra ninguna

asociacion.

Estudio de genotipos en casos de gastroenteritis por rotavirus de adquisicion
nosocomial en 2012

En los casos de gastroenteritis por rotavirus A adquiridos en el hospital la distribucién
de los genotipos identificados fue similar en términos generales a la encontrada en los
casos de adquisicion comunitaria, siendo las cepas con genotipos tipo Wa los mas
frecuentes. Aunque en los casos nosocomiales uno de cada cuatro casos fue causado
por una cepa de rotavirus con genotipo G4P[8], siendo el mas prevalente en este grupo
de enfermos, y seguido por el genotipo G1P[8], no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas proporciones. Las cepas con genotipo tipo
DS-1, en concreto el genotipo G2P[4], tuvieron una prevalencia parecida a la que
presentaron los enfermos por infeccidn adquirida en la comunidad, ocurriendo lo mismo
con las cepas pertenecientes a de casos en los que no se pudo identificar ningun
genotipo. Por otro lado, se ha encontrado una mayor diversidad genotipica que la
encontrada en los casos de adquisicion comunitaria, a pesar del menor nimero de casos
nosocomiales que comunitarios. En los casos nosocomiales se han encontrado mas

muestras con infecciones multiples y combinaciones inusuales de genotipos G y P. La
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mayor diversidad genotipica encontrada dentro del hospital sugiere que los rotavirus
son introducidos en las instalaciones de forma constante desde el exterior, provocando
pequefios brotes nosocomiales de cepas distintas, e infecciones multiples. Esta
explicacion, junto con el hecho de una menor incidencia de casos nosocomiales fuera de
la temporada de maxima incidencia de casos comunitarios, rechazaria la hipdtesis de
gue existen cepas intrinsecamente intrahospitalarias que circulan de forma constante
dentro del hospital. El hecho de darse infecciones multiples con mayor frecuencia es
importante desde el punto de vista de la aparicion de nuevas cepas, ya que la
coincidencia de dos o mas virus distintos en una misma célula puede producir una
progenie virica reagrupada con propiedades bioldgicas inesperadas. El servicio de
hospitalizacion pediatrica podria actuar como un crisol para la aparicion de nuevas cepas
de rotavirus que luego pueden escapar a la comunidad.

La maxima incidencia de los distintos genotipos fue diferente respecto a los casos
comunitarios. La maxima incidencia de casos nosocomiales con cepas con genotipo
GA4P[8] ocurrié en el mes siguiente al de maxima incidencia en los casos comunitarios,
para luego desaparecer. Este comportamiento de la curva epidémica de casos
nosocomiales parece haber seguido la tendencia de los casos comunitarios, pero con
cierto retardo. En cambio, los casos nosocomiales con genotipos G1P[8] y G2P[8] si
coincidieron en el tiempo con las mdaximas incidencias de los casos circulantes en la
comunidad. No esta claro si el hecho de que la distribucion de los casos nosocomiales
para cada genotipo siga curvas epidémicas con un solo pico de incidencia significa que
los brotes nosocomiales se producen por una misma cepa de rotavirus que circula
durante un tiempo dentro del hospital, o si esos brotes producidos por un mismo
genotipo estan compuestos por varias cepas que van siendo introducidas desde el
exterior de forma constante durante la temporada.

Aunque no han podido sacarse conclusiones estadisticamente significativas del estudio
de la relacién de los genotipos identificados en los casos nosocomiales con variables
como la edad o el sexo de los pacientes, debido al pequeiio tamafio muestral, se puede
resaltar el hecho de que la mayoria de muestras en las que no se pudo identificar ningin

genotipo pertenecié a ninos mayores de 2 afios, sugiriendo una mayor frecuencia de
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falsos positivos del test rapido VIKIA® Rota-Adeno en este grupo. Tampoco se identificé
ninguna cepa con genotipo G2P[4] en este grupo de edad.

El diagndstico principal por el que estaban ingresados casi la mitad de nifios que
enfermaron por rotavirus en el hospital fueron afecciones respiratorias mas o menos
graves. De forma similar a lo ocurrido en los casos de adquisicion comunitaria, los
pacientes de cancer son especialmente vulnerables a las infecciones oportunistas, y en
el presente estudio se identificaron cuatro casos de nifnos que estaban ingresados en el
hospital por una patologia de este tipo. El hecho de que en dos de los casos no se pudiera
identificar ninguin genotipo, con la consiguiente posibilidad de que sean falsos positivos
del test rapido, y de que en los otros dos casos las cepas fueran de genotipos distintos
hace pensar que la introduccién de los rotavirus en este area del hospital infantil es
bastante espordadica y no se perpetla. La zona de lactantes fue donde se dio la maxima
incidencia de infecciones nosocomiales de rotavirus, y en ella se han identificado los tres
casos nosocomiales de infecciones multiples por varias cepas simultaneas encontrados
en el presente estudio. Estos hechos, junto con la gran diversidad de genotipos
encontrada refuerza la hipdtesis de que los brotes nosocomiales se dan por la continua
introduccion de cepas desde la comunidad, que circulan temporalmente dentro del
hospital para ser luego reemplazadas por otras nuevas que llegan (Gervasi et al. 2016).
Seria necesario realizar estudios de caracterizacion de estas cepas de rotavirus que
circulan sincronizadas en el tiempo, secuenciando su genoma completo para establecer
su identidad, v filiar los brotes.

La introduccién de las vacunaciones contra el rotavirus en el calendario vacunal oficial
tendria un impacto especialmente beneficioso para evitar un primer contacto de los
ninos en las instalaciones sanitarias asistenciales cuando acuden a ellas por estar
enfermos, y ser mas vulnerables a las complicaciones. La vacunacion rutinaria de todos
los niflos programaria este primer contacto del niflo con el rotavirus a un momento
adecuado de la vida del pequefio, cuando éste se encuentra sano y preparado para

enfrentarse al virus.
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Estudio de gastroenteritis por rotavirus en nifios vacunados

Las vacunas contra el rotavirus son en la Regiéon de Murcia vacunas que no estan
recogidas en el calendario vacunal oficial y no son subvencionadas por la Seguridad
Social, por lo que son aplicadas de forma voluntaria a criterio de los padres que ademas
deben costearla por sus propios medios. La cobertura vacunal en la Regidon ha ido
aumentando ano tras afio desde el 2010 hasta el 2013, siendo de las dos vacunas
disponibles en el mercado Rotateq” la que se aplica con mas frecuencia, con entre un
64% y un 81% de todas ellas. Se han identificado solo cinco casos de nifios que fueron
vacunados adecuadamente con Rotarix’ y que aun asi enfermaron de gastroenteritis
positiva a antigeno de rotavirus A entre 2010 y 2013. En el caso de la vacuna Rotateq”
se han identificado trece casos de nifos que fueron adecuadamente vacunados con
Rotateq” y enfermaron de gastroenteritis positiva a rotavirus A en esos cuatro afios.
Estas bajas frecuencias de posibles fallos vacunales resultan aiin menores si tenemos en
cuenta que en el 44% de los casos no se pudo identificar ningiin genotipo en las muestras
procedentes de los mismos, lo que sugiere que en estos casos pudo haberse dado un
falso positivo del test rapido VIKIA® Rota-Adeno. En general, la baja incidencia de fallo
vacunal no ha permitido un estudio estadistico de las caracteristicas clinico-
epidemioldgicas de estos casos, por lo que sdlo se han podido sacar conclusiones del
estudio descriptivo de los mismos. Los genotipos de las cepas identificadas en los casos
de sospecha de fallo vacunal resultaron ser los genotipos mas prevalentes en la
comunidad o en el hospital como el G1P[8] y el G4P[8] alguno de cuyos antigenos estan
incluidos en ambas vacunas. Curiosamente, el Unico caso detectado de infeccion por una
cepa de rotavirus G2P[4] fue en un paciente que habia sido vacunado con Rotateq’, que
si incluye el genotipo G2 en una de las cepas que contiene. Los dos casos en los que se
detectaron cepas G9P[8] habian recibido las tres dosis de la vacuna Rotateq’
previamente, que no incluye el genotipo G9 en sus cepas pero si el genotipo P[8], y
estaban relacionados por haber compartido cama en el hospital y por haber contraido
el virus estando hospitalizados por otra causa distinta del rotavirus. El interés de estas
cepas motivd que se caracterizaran mediante la secuenciacion y el andlisis de sus

genomas completos.
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V. Discusion

Caracterizacion de una cepa que infecté en el hospital a dos nifios previamente
vacunados

Se identificaron dos casos de posible fallo vacunal relacionados entre ellos. Se trataba
de dos nifios que habian sido vacunados correctamente con las tres dosis de Rotateq”
alrededor de un afio antes, y acabaron ingresando en el hospital pediatrico ocupando
sucesivamente la misma cama, por un ataque de asma uno de ellos, y por una
inflamacidén en el ojo el otro. Ambos nifios desarrollaron una gastroenteritisalos5y 6
dias respectivamente desde su ingreso, identificAndose un rotavirus con genotipo
G9P[8] en los dos casos. El hecho de haber desarrollado una gastroenteritis nosocomial
por rotavirus a pesar de haber sido vacunados, ocurriendo en dos nifios que no tenian
vinculos familiares ni habiendo tenido contacto directo entre ellos, hizo pensar que una
misma cepa habia infectado primero a uno de los nifios, y después a través de una via
de transmision desconocida al otro. El tiempo que ocurrid entre el alta del primer nifio
y el ingreso del segundo nifio en la misma cama fue de dos dias. Se establecid la hipétesis
de que el primer nifio se contagié de este virus (cepa P369) estando ingresado
desarrollando la enfermedad. Una vez curado y dado de alta, el segundo nifio también
se contagio (cepa P370) estando asignado a la misma cama y enfermando de
gastroenteritis igualmente. Para caracterizar estas dos cepas y averiguar si eran la
misma se secuencio el genoma completo de las dos cepas mediante técnicas de
secuenciacion masiva. La constelacidén de genotipos de ambas cepas fue tipicamente Wa
en todos sus segmentos gendmicos e igual entre ellas. La identidad genética ente las
cepas P369 y P370 mostrd una identidad de secuencia nucleotidica del 100% en todos
los segmentos excepto en el segmento que codifica la proteina VP7, en el que la
identidad fue del 99,8%. Respecto a la identidad aminoacidica entre ambas cepas todas
las proteinas codificadas fueron idénticas excepto la proteina VP7 de la capa externa del
virién, que en la posicidn 221 es una asparragina en la cepa P369 y una serina en la cepa
P370. En ambos casos el residuo es un aminodacido neutro polar. La alta identidad entre
las dos cepas demostré que se trataba de la misma cepa que habia infectado a los dos
ninos. Del analisis filogenético de los 11 segmentos gendmicos se encontrd una cepa

humana aislada en Estados Unidos en 2008 con una alta identidad de secuencia genética
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en todos sus segmentos, siendo casi idéntica a las cepas aisladas en el presente estudio.
Esta cepa denominada 2008747307 present6 identidades de secuencia con las cepas
identificadas en el presente estudio por encima del 99,3% en todos los segmentos del
genoma, siendo el segmento NSP4 completamente idéntico. En el analisis filogenético
se comprobd que estas cepas constituyen cepas tipicamente humanas, cuyas cepas
emparentadas han sido identificadas en los cinco continentes en repetidas ocasiones.
No se trata por tanto de cepas zoondticas, ni reagrupamientos originales con
propiedades bioldgicas inesperadas, sino cepas adaptadas al ser humano que circulan
de manera habitual por el globo. De las dos proteinas mas inmunogénicas que poseen
los rotavirus, VP7 y VP4, el genotipo P de las cepas que enfermaron a los dos nifios
vacunados fue el P[8], estando incluido este genotipo en la vacuna Rotateq®. Por este
motivo se estudiaron las diferencias aminoacidicas en los epitopos inmnogénicos
neutralizantes de la proteina VP4 de las cepas P369 y P370, y de la proteina VP4 con
genotipo P[8] presente en la cepa WI79-4 en la vacuna Rotateq®. Se encontraron dos
sustituciones aminoacidicas en dos epitopos distintos en las proteinas VP4 de las cepas
P369 y P370 y la de la cepa WI79-4. En el epitopo 5-1 la cepa WI79-4 presentd una
arginina en la posicion 383, mientras que las cepas P369 y P370 presentaron una serina.
Este cambio significativo en un epitopo de un aminoacido béasico por uno neutro polar
puede estar afectando a la efectividad de los anticuerpos en la neutralizacién de las
cepas P369 y P370. El otro cambio fue en el epitopo 8-1, que en la cepa WI79-4
presentaba una serina, y en las cepas P369 y P370 presentd una glicina. Esta sustituciéon
también resulta notable, pasando de un aminoacido polar a uno sin grupo lateral y
lipofilico. Serian necesarios estudios adicionales de neutralizacion con anticuerpos
monoclonales para demostrar que esta cepa es capaz de escapar a los anticuerpos

generados por el sistema inmunoldgico contra la cepa W179-4 de Rotateq”.
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VI. Conclusiones

El porcentaje de casos de gastroenteritis causados por rotavirus A en el
periodo 2010-2013 fue de un 21,2%. El 82,9% de los casos de
gastroenteritis por rotavirus A diagnosticados microbiolégicamente se
detectaron en pacientes menores de 2 aifios.

La tasa acumulada anual de incidencia de gastroenteritis por rotavirus A
en este estudio oscilé desde los 1,03 hasta los 1,88 casos por cada 100
menores de 5 afos.

Los picos de incidencia de gastroenteritis por rotavirus A se produjeron
entre febrero y abril en los cuatro afios del estudio.

El 77,3% de los casos detectados fue de adquisicidon comunitaria,
mientras que el 21,4% de los mismos fue de adquisicién nosocomial.

El 58,2% de las infecciones comunitarias se dio en nifios de entre 6 meses
y 1 afo de edad, y no hubo diferencias significativas entre los sexos. En
las infecciones nosocomiales el 40,4% de los casos se dio en ninos
menores de 6 meses de edad, y el 68,1% se dio en nifios de sexo
masculino. El 55,3% de las infecciones nosocomiales se produjeron en el
area de lactantes del hospital pediatrico.

El genotipo mas prevalente en 2012 en los casos comunitarios fue el
G1P[8] con un 30,4% y el G4P[8] con un 26,8% de todas las muestras,
siendo este Ultimo especialmente prevalente en menores de un afio, con
un 36,7-37,8% de todos los casos en este grupo de edad. En los casos
nosocomiales se encontrd que el genotipo mas frecuente fue el G4P[8]
con un 25,6% de todas los casos, seguido del G1P[8] con un 20,9%.

Las gastroenteritis por rotavirus A comunitarias en 2012 fueron mas
severas en el primer semestre del afio (OR ajustado entre 15,61y 25,67),
y en los ninos de entre 6 meses y 2 afios de edad (OR ajustado entre 9,09
y 10,26). No se encontrd asociacién entre severidad y genotipo de la

cepa.
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8.

10.

La proporcion de infecciones multiples e infecciones con combinaciones
inusuales de genotipos G y P fue mayor en los casos nosocomiales que en
los comunitarios.

Se detectaron dos casos de infeccion nosocomial en dos nifios
previamente vacunados con Rotateq®, que habian compartido cama en
el hospital con dos dias de diferencia entre ellos. Mediante secuenciacion
del genoma completo de los rotavirus de las dos muestras y el posterior
analisis filogenético se demostrd que se trataba de la misma cepa. Esta
cepa fue una cepa tipicamente humana con constelacién genotipica Wa,
cuyas cepas mas proéximas habian sido identificadas en los cinco
continentes.

La comparacion de la proteina VP4 de la cepa transmitida entre los nifios
vacunados y la proteina VP4 de la cepa WI79-4 incluida en la vacuna
Rotateq®, ambas con el mismo genotipo P[8], mostré dos sustituciones
aminoacidicas en los epitopos 5-1 y 8-1. Esto implica cambios

significativos en la polaridad de los residuos en esas posiciones.
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