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RESUMEN

El Rotavirus es el mayor agente etioldgico de dainfantil a nivel mundial. La mortalidad es
especialmente alta en paises en vias de desarkgsiladécadas pasadas, la diarrea y la
desnutricién (patologias relacionadas) han contitbwsignificativamente a la mortalidad
infantil (Berois, 2003). La diarrea sigue siendonlayor causa de morbilidad en nifios.

Rotavirus del grupo A se encuentra clasificado ensserotipos de acuerdo a las diferencias
de los antigenos neutralizantes de las proteinag YPVP4. Ademas, las secuencias
nucleotidicas que codifican para estas proteinassido usadas para clasificar al rotavirus
dentro de G y P genotipos.

El presente trabajo abarco el estudio en tres zgeagraficas del Ecuador: Sierra, Costa y
Oriente. Los participantes fueron nifios de ceranaocafos previamente vacunados contra
rotavirus y que presentaban un cuadro de diarredaayg sintomas de deshidratacion, estos
asistieron a una casa de salud publica para skraeles y atendidos, dando lugar a la recepcion
de una muestra de heces para su andlisis en ehtabo de la institucion. Dada la alta
concurrencia de pacientes de variadas localidagleEaliador a las instituciones participantes
se pudo obtener muestras de las tres regionesraatesonadas, ya que este trabajo tuvo como
objetivo identificar las cepas de rotavirus cirotés en la poblacion ecuatoriana; se realizé un
genotipado de las proteinas VP4 y VP7, para detammia predominancia de las cepas
circulantes. De esta forma se evaluo la accidmd@duna Rotarix aplicada por el Ministerio de
Salud Publica, ante la presencia de los genotiposlantes en nuestra poblacion.

Las cepas de mayor predominancia son G2P[4] sedei@?P[NT], con predominancias de 27
y 15% respectivamente.
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ABSTRACT

The Rotavirus is the principal etiologic agent woffantile diarrhea world-wide. The Mortality
rate is especially high in developing countrieslast decades, diarrhea and undernourishment
(related pathologies) have contributed significamdl child mortality (Berois, 2003). Diarrhea
continues to be the principal cause of morbiditypagchildren.

Rotavirus A is classified in G and P serotypes aliog to the differences of the antigen
neutralizing of proteins VP7 and VP4. In addititine nucleotide sequences that they codify for
these proteins have been used to classify theirosawithin G and P genotypes.

The study comprehended three geographic zonesuafdéc. Mountain range, Coast and Orient.
The participants were children from zero to fiveange old previously vaccinated against
rotavirus who presented acute diarrhea and symptindehydration, they attended a public
clinic to be evaluated and taken care of healtstpal sample was provided for analysis in the
laboratory of the institution. Given the high atlance of patients from various localities from
Ecuador to the participant institutions it was [alssto obtain samples from all three regions
mentioned above, since this work had as objectivddntify the circulating stocks of rotavirus
in the Ecuadorian population; genotyping of praeifP4 and VP7 was realized to determine
the predominance of the circulating stocks. Thawkthe results the effectiveness of Rotarix
vaccine, administered by the Ministry of Public Hleawas evaluated against the presence of
the circulating genotypes in our population.

The stocks of greater prevalence are G2P[4] foltbeeG2P[NT], with prevalence of 27 and
15% respectively.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Introducciéon

La diarrea neonatal es una de las principales salsanorbilidad y mortalidad
en niflos menores de 5 afos a nivel mundial. Det#ros posibles agentes causales de
esta enfermedad el rotavirus (RV) es la segundsacaias importante y la primera de
origen viral. EI material genético del este virus sncuentra compuesto por 11
segmentos de RNA de cadena doble, los cuales cadlifpara doce proteinas, seis
estructurales y seis no estructurales. Dos prae¥ird y VP7 recubren la superficie
externa del virus y son los principales blancoseemomento de generar respuesta

inmune adaptiva por parte del huésped.

La variabilidad genética de estas proteinas conmmam&mo de evasion de dicha
respuesta inmune ha determinado que hasta hoyrseaan mas de 15 genotipos
distintos de VP7 (G-tipos) y mas de 21 variablesvé (P-tipos) en humanos. La
mayor parte de los estudios epidemiolégicos de RV han centrado en la
genotipificacion de estas dos proteinas principatsméde VP7 con el fin de evaluar los

G vy P tipos predominantes y su posible evolucidelgiempo.

A nivel mundial los genotipos predominantes en humsason G1, G2, G3 y G4
asociados principalmente a los P tipos P[8] y P[4].

En el presente estudio se pretende determinargémetipos de rotavirus
circulantes en la poblacion ecuatoriana en el perid008-2010, aplicando como
metodologia una Semi-nested PCR, seguida de undifieagion y andlisis de

secuencias de los genes VP7 y VP4.
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1.2. Formulacion del Problema

La diarrea neonatal es una de las principales sailesanorbilidad y mortalidad
en nilos menores de cinco afios a nivel mundialy(@ral, 2008). La causa mas
comun de gastroenteritis en nifios es de origeh \isagastroenteritis virica puede ser
causada por un gran namero de virus como rotawalgjvirus, astrovirus, adenovirus,
etc. Los rotavirus producen una inflamacién debmsigo y del intestino con las
consecuentes diarreas, vomitos, dolor abdomindbr die cabeza y fiebre. Para la
mayoria de las personas no se trata de una enfadngedve, pero para aquellos que no
tienen acceso a liquidos para poder reemplazg@elakdas de fluidos por los vomitos y
diarreas, puede convertirse en una enfermedaddeiédio a la deshidratacion (Villena,
2003).

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostraedog rotavirus son una
de las principales causas de gastroenteritis gravefios y en animales, tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarfalltgue la diarrea es una de las
enfermedades mas comunes en este grupo de edadiceeltmundo, tiene especial
importancia en los paises en vias de desarrolldedoonstituye una de las principales
causas de mortalidad infantil. Se calcula que 13®mes de nifilos menores de 11
meses de edad y 450 millones de nifios de entré afps residen en paises en vias de
desarrollo. La incidencia de diarrea es 3,8 epasogdor nifio menor de 11 meses y 2,1
por nifio entre 1 y 4 afios de edad. La gastroeistestuna de las seis principales causas
de muerte y una de las tres primeras causas deenpaer enfermedad infecciosa
(Villena, 2003).

Los sintomas clinicos asociados con enfermedadtiogateriticas producidas
por virus entéricos no son suficiente caractedgtigra distinguir entre una enfermedad
causada por virus u otra causa de gastroentdrisconsiguiente, los procedimientos
de laboratorio como microscopia electronica (EM)zyene linked immunosorbent
assays (ELISA), passive particle agglutination t€BPAT), poliacrylamide gel
electrophoresis (PAGE), o reverse transcriptionsperase chain reaction (RT-PCR),

18



son necesarios para confirmar un diagnéstico dide una gastroenteritis causada por
un virus (Grayet al, 2008).

El fuerzo por entender la biologia molecular defavous ha llevado al
desarrollo de procedimientos que pueden usarse estadiar la replicacion y
transcripcion del este genoma viral, la estructiglarotavirion, y la estructura y funcion

de sus proteinas (Villena, 2003).

Por este motivo se ha planteado como problema:
¢El rotavirus es el causante de la mayoria de csadiarreicos en nifios

ecuatorianos menores de cinco afos, a los cuales ba administrado la vacuna contra

este agente?
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1.3. Justificacion del Problema

Se estima que a los tres afios de edad virtualntedte nifio habra sido
infectado al menos una vez por rotavirus, siend@abk la consecuencia clinica de
estas infecciones. El mayor causante de patolagfaumanos es el rotavirus del grupo
A. Estos agentes han sido reconocidos como la dadsadual mas importante de
diarrea severa en nifios pequefios causando graalidemten paises en desarrollo y
siendo la causa de ingentes gastos asociados adidaatlen todo el mundo (Castello,
2004).

La infeccién por rotavirus produce un espectro dmifestaciones que va
desde lo subclinico a la diarrea severa con dedhion grave y en ocasiones fatal,
producida por un desbalance de electrolitos. Eh@riepisodio de gastroenteritis por
RV (primoinfeccion) es el que se presenta con magoeridad clinica, disminuyendo
la gravedad en los episodios subsiguientes. Lasgéidnes asintomaticas son frecuentes
en los recién nacidos, en los niflos mayores y €adaltos. La re-infeccidon, en general
asintomatica, se presenta en los contactos aduttogeriodo de incubacion, por lo
general, es de 1 a 3 dias (Castello, 2004; Socidghtina de Pediatria, 2003).

Se produce una menor deshidratacion en nifios antades) las posibles
explicaciones a este hecho son la transferenciantieuerpos IgA, la provision de
vitamina A y la mas importante el aporte de laatade la cual protege contra la
infeccidén sintomética por RV. Esta protecciéon esd%% en los menores de 6 meses y
40% en menores de 1 afio. También se ha correla@gdagroteccion contra rotavirus
con la presencia de anticuerpos IgG provenientgzadaje trasplacentario en nifios no

alimentados con leche materna (Castello, 2004 e8adi Argentina de Pediatria, 2003).

Un escollo importante en el desarrollo de vacuoasra rotavirus es la falta de
un conocimiento adecuado de los mecanismos queamdalinmunidad. Esto a pesar

del gran esfuerzo dedicado a ese objetivo y elrd@lsade varios modelos de estudio
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en animales. La infeccion por rotavirus no genemaunidad especifica, por lo que las
re infecciones son posibles a lo largo de todaida.vSin embargo, se ha observado
tempranamente que la primo-infeccion hace que tzbahilidad de presentar la
enfermedad con cuadro grave se reduzca en lagiofes subsiguientes. De esta forma
se comprende la logica de la estrategia utilizadalee mayoria de las vacunas
desarrolladas contra rotavirus que tienen como tigbjedisminuir o eliminar la

enfermedad severa pero no evitar la infeccion @las2004)

Un estudio de prevalencia de la infeccion diagraiausada por rotavirus en
los hospitales pediatricos del Ecuador en 1080snifienores de 5 afios realizado por el
Ministerio de Salud Publica del Ecuador a cargo laleDireccion de Control y
Mejoramiento de la Salud Publica, Programa Amplidddnmunizaciones, demostro
gue la prevalencia de rotavirus era del 40.8 %,w@nincidencia alta, afectando a 1 de
cada 3 nifios menores de 5 afos, con una tasa dalidaat de 4,0 por mil nifios.
(Ministerio de Salud Publica, 2006). Un estudidizealo por la Pan American Health
Organization nos indica que las cepas con mayadencia son P[8]G9 y P[4]G2;
seguidas por las cepas P[6] G4; P[8] G2; P[6] G8] B11; P[6] G12, indicando de
esta manera los serotipos mas virulentos circuidaenuestra poblacion.

Es por esto que se debe considerar de maneraridestal la importancia de
conocer las cepas de Rotavirus circulantes en naupsblacion y el origen de las
mismas, para poder comprobar el impacto de la \zente las cepas circulantes y de
esta forma poder verificar la proteccion heterotipicontra los serotipos presentes en
las vacunas. Sin embargo el trabajo de investigadébe continuar con la verificacién
del surgimiento de nuevas cepas 0 recombinacioorspatrones muy distintos de
genotipos a nivel regional y entre los paisesnas;i desarrollando de esta forma

vacunas especificas para los serotipos regionales.

Este proyecto de investigacion permitird el avarieatifico y el desarrollo de
conocimientos basados en las realidades de la gy@blacuatoriana en el area de

biotecnologia humana, para de esta forma disclEsmimedicamentos o vacunas a ser
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aplicados segun nuestras necesidades. Por otrpoléadomunicacion entre laboratorios
gue realicen caracterizacion molecular de rotavérufa region ayudara a sistematizar y

ampliar la base genética de los rotavirus circeant
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General
Identificar los genotipos de rotavirus circulantes la poblacién infantil

ecuatoriana que ha sido previamente vacunada ceaclana monovalente y

presenta diarrea aguda causada por el mismo.

Objetivos Especificos

Optimizar la técnica de aislamiento de acidos noa$ea partir de muestras de

heces.

Determinar mediante la técnica de RT- PCR los gar®tde rotavirus presentes
en la poblacion infantil ecuatoriana que recibiefanvacuna monovalente

contra el rotavirus y que presentan diarrea agodagie agente.

Evaluar el impacto de la introduccién de la vacommovalente en la poblaciéon

infantil ecuatoriana.
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1.5. Marco Tebrico

1.5.1. Historia

A pesar de la magnitud del problema de la diamémtil, no se empezaron a
conocer los agentes causantes de tales diarre@slbsainios 70 del pasado siglo. Los
virus entéricos fueron descubiertos en los afioy 80n siendo posible el cultivo in
vitro de algunos de ellos, se tardaron varios agioncontrar su conexion como

importantes agentes infecciosos causantes deai@fileena, 2003)

Con el descubrimiento del virus de Norwalk y su césnon a una
gastroenteritis epidémica viral en jovenes y adudws 1972 por Kapikian y
colaboradores, seguido del hallazgo de rotavirusamo y su asociacién con una grave
gastroenteritis endémica en nifios en 1973 por Bighaolaboradores, se empezo a ver
por vez primera la importancia de esos agentesesirdmbos fueron identificados
mediante visualizacion directa en el microscopiectebnico. El virus Norwalk fue
identificado en heces mediante microscopia, misrgtee los primeros rotavirus fueron
visualizados a partir de cortes ultrafinos de macdsodenal. Inmediatamente, otros

rotavirus fueron identificados en heces por miavpsz electronica (Villena, 2003)

Pronto se establecié que los rotavirus eran un iitapt® agente etioldgico de
diarrea en nifios y jovenes, causante de entre gl=Bo de las hospitalizaciones por
gastroenteritis durante los dos primeros afosake Willena, 2003)

En la actualidad, el agente viral mas frecuent®minado en nifios menores de
5 afios con gastroenteritis aguda son los rotagiugo A, causantes del 25 al 65% de
gastroenteritis graves infantiles. El segundo agentontrado corresponde a calicivirus
(7-22%), y el tercer lugar se lo disputan astraviyuadenovirus, con un 2-9% y 2-6%

respectivamente.
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1.5.2. Generalidades familiaReoviridae

Los rotavirus integran uno de los nueve génerostralede la familia
Reoviridae, sus miembros poseen un genoma formppaddO, 11 o 12 segmentos de
RNA de doble cadena, comparten una morfologia éaréza, con un diametro entre 60
y 85 nm, tienen tres cubiertas proteicas, distdasien capas conceéntricas siguiendo
una simetria icosaédrica. La replicacidén tiene duga el citoplasma, formandose
viroplasmas en las células infectadas. Dentro deglneros que se agrupan en esta
familia (Tabla 1.1) Orthoreovirus, Orbivirus, Rotas y Coltirus infectan a mamiferos
y aves (Villena, 2003).

Tabla 1.1: Géneros clasificados dentro de la familia Reoagid

Familia Género Especie tipo Huésped

Reoviridae | Orthoreoviruss Mammalian orthoreovirus  Vertebrados
Orbivirus Bluetongue virus Vertebrados
Rotavirus Rotavirus A Vertebrados
Coltirus Colorado tick fever virus| Vertebrados
Aquareovirus| Aquareovirus A Vertebrados
Cypovirus Cypovirus 1 Invertebrados
Fijivirus Fijivirus 1 Plantas
Phytoreovirusg Rice dwarf virus Plantas
Oryzavirus Rice regged stunt virus Plantas

Fuente: Villena, 2003
Cabe destacar que de las 6 familias viricas exesecon genoma dsRNA

(Reoviridae, Birnaviridae, Totiviridae, Partitidae, Hypoviridae y Cystoviridae),
Reoviridae es la que posee mayor diversidad depkdés (Villena, 2003)

25



1.5.3. Rotavirus

Los rotavirus son particulas virales de forma iédsiga y sin cubierta lipidica
mide entre 60 a 85nm, su genoma se encuentra forp@adnce segmentos de RNA de
doble cadena, cada segmento codifica para al manasproteina. Se encuentra
conformado por tres capas proteicas a las cuakeseferiremos como capside externa,
capside interna y core (Fig.1.1) (Castello, 2004)capside externa estad compuesta por
las proteinas estructurales VP7 y VP4, mientrasequia capside interna se encuentra
principalmente VP6. El core, localizado dentro dechpside interna, contiene el
genoma viral, compuesto de 11 segmentos/de RNAadena doble (Wihelmgt al,
2003), con un peso total de 6120kDa o 18555 bralpside contiene todas las enzimas
necesarias para la replicacion del RNA (Ceiaal, 2008).

Figura 1.1 Representacion esquematica de un virién de romvitlvirus esta
compuesto por tres cubiertas proteicas, la cagsitégna, la capside interna y el core
gue contiene la doble cadena de RNA (Dennehy, 2008)
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Figura 1.2.-Izquierda: Electroforesis en gel de poliacrilam({BAGE) de los 11
segmentos de RNA de doble hebra que componen ehgedel rotavirus. Centro:
Esquema de la ubicacién de las proteinas y segmgat®micos a partir de los cuales
se originan. Derecha: Reconstitucién tridimensiaigala particula a partir de imagenes
obtenidas por criomicroscopia electrénica. Proteim@ortantes desde el punto de vista
de su antigenicidad: en azul VP6, en amarillo \@7rojo VP4 (Castello, 2004)

Cada gen codifica para una proteina, siendo unl t¢a 6 proteinas
estructurales (VPs) y 5 proteinas no estructudl&$s). Los genes del 1 al 6 codifican
para las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3, YRAP6 respectivamente, pero la
proteina VP7 puede ser codificada por los gené&sé79. Los genes 5, 7, 8, 10y 11
codifican para las proteinas no estructurales (NP2, NSP3, NSP4 y NSP5)
respectivamente. (Gray al, 2008 & Boket al, 2001)

1.5.4. Morfologia

Mediante técnicas de microscopia electrénica esiblgosobservar tres

morfologias distintas de viriones de rotavirusg(ffa 1.3)
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Particulas de triple capa. Particulas de doble capa. Particulas de capa simple.

VP:1,2,3,46y7 VP:123y6 VP:1,2y3
Infecciosa, polimerasa No Infecciosa, polimerasa No Infecciosa, polimerasa
inactiva activa inactiva

Figura 1.3 a) La particula completa (triple capa) tiene yreato similar a una rueda. b)
La particula carente de la capa externa, conocid@@articula de doble capa, presenta
una morfologia muy rugosa debido a que la perifedastra subunidades triméricas de
la capside interna. c) La particula de capa sint@leyal solo muestra el core.
Normalmente se encuentra agregada y no preseraangen
Fuente: Villena, 2003

1.5.5. Proteinas Estructurales

Los 11 segmentos de dsRNA han sido numerados st@iiden de migracion
en geles de poliacrilamida al 10%, siendo el 1 & tento y el 11 el mas rapido. En la
tabla 1.2 se muestran las caracteristicas y fuesi@onocidas de cada uno de los
productos proteicos codificados por cada uno dedgsnentos (Arguellest al, 1999).

El patron migratorio de cada uno de los aisladosotiersirus serogrupo A puede variar.
En los RV del grupo A (como por ejemplo Wa) se nex@n normalmente 3 segmentos
de gran peso molecular (7-9) y 2 de incluso memsopmolecular (10 y 11) (Figura

1.4). Sin embargo, algunos RV del grupo A poseepatron migratorio diferente. Por

ejemplo, en los RV de origen avicola el quinto segim migra muy cerca del cuarto y
los segmentos 10 y 11 son muy dificiles de distmdtn algunas cepas de origen
humano el onceavo segmento migra mas lentameritehdditual, encontrandose entre

el noveno y el décimo segmento. Este ultimo pag®mronocido como electroferotipo
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corto (RV DS-1), que casi siempre corresponde &lgiypo antigénico | de RV
humano. El electroferotipo largo (RV Wa) es candstieo de RV humano de subgrupo
antigénico Il (Villena, 2003).

El analisis del electroferotipo es relativamentacgk, rapido y una técnica
muy popular para la deteccion de RV y para estutioteculares epidemiologicos
donde es posible observar reorganizaciones gensmBia embargo, no es posible
utilizarlo como unico método de clasificacion de t@pas de RV, ya que cepas muy

diferentes pueden compartir el mismo patrén elémtético. (lturrizaet al, 2004).

Segmentosde ARNdc
—

——t

e LB =

— K

W 00—~

10

1

Figura 1.4 Patron de migracién de rotavirus

Los 11 segmentos de dsRNA se encuentran dentroodelde las particulas
virales y no son infecciosos por si solos. Lasipalds virales poseen su propia enzima
RNA polimerasa RNA dependiente, la cual transcehda segmento individual en
MRNA. Cada cadena positiva del segmento de RNA ezapcon una guanidina,
seguida de una secuencia conservada que formadgattea region no codificante del
extremo 5 5’GGCUUUUAAA3 (Figura 1.5). Posterioente hay una region
codificante con una Unica pauta de lectura (a exéepdel gen 7, 9, 10 y 11) que
finaliza con un codén stop. Seguido se encuentassegunda region no codificante que

contiene una secuencia conservada 3’ terminal, fiuediza con dos citosinas:
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*UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC?®. La longitud de las secuencias no
codificantes varia para cada uno de los genessé@agencias de RNA gendmicas de RV
son ricas en bases A+U (58-67%) y no presentansefial de poliadenilacion final
(Villena, 2003)

5 3
|:G-GCL‘L‘L‘L‘AAA UUAAGTTUAGAACT GUATGATGUGACT ]
ORF
Regidn no ERegiin no
codificante codificante

Figura 1.5 Estructura general de un segmento gendmico deimasav

Tabla 1.2Asignacion Gen-Proteina, Localizacion Proteica gdian del Rotavirus-

Grupo A

Segmento o
Tamarfio | Producto | Peso L Caracteristicas y
de ARN e Localizacion y

(pb) Proteico™ | (kDa) Funcién
(Gen)

RNA polimerasa, unién
al ssRNA, union a VP3.

1 3302 VP1 125.0 core

Union al dsRNA,
requerida para la
2 2690 VP2 102.7 core o )
actividad replicasa de

VP1

Guaniltranferasa,
3 2591 VP3 88.0 core metiltransferasa, uniéon a
ssRNA, unién con VP1

Hemaglutinina,
Antigeno neutralizante,
capside potenciacion infectividac
4 2362 VP4 86.7 externa por proteasa, virulencia

region de fusion,
adhesion a la célula,
induce proteccion.

' Los productos proteicos han sido denominados aupstp de Mason y modificados
por Lui y Mattion y colaboradores (1994).
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NSP1 proteina no | Dedos de Zinc, unién a
5 1611 58.6
estructural SSRNA.
capside Hidrofébica, Trimérica,
6 1356 VP6 44.8 . ]
interna. antigeno de subgrupo.
Acida, dimérica, unién a
proteinano | extremo 3’ del mMRNA
7 1104 NSP3 36.7 o y
estructural. | viral, inhibe la traducciorn
del huésped.
proteina no Bésica, oligomérica,
8 1059 NSP2 34.6 y
estructural union al ssRNA.
Glicoproteina integrada
VP7 (1) | 374 en la membrana del RE,
o trimérica, antigeno
capside ) )
9 1062 neutralizante, 2 regione
externa _ .
hidrofébicas NH
VP7 (2) | 33.9 terminales, union al G§
induce proteccion.
Glicoproteina
transmembrana del RE
proteina no participa en la
10 751 NSP4 20.3 i )
estructural morfogénesis,
enterooxina, induce
proteccion.
proteinano | Bésica, fosfoproteina,
NSP5 - ]
estructural. | unidon al ssRNA, protein
quinasa, interaccion con
NSP2 y NSP6.
11 667 21.7
Interaccion con NSP5,
roteina no | presente en viroplasmasg
NSP6 P P ] P Y
estructural. | en la mayoria de cepas.

o

Fuente: Villena, 2003; Gragt al, 2008
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VP1 se encuentra en el core, tiene actividad potisge en una célula infectada
esta enzima produce la transcripcion del ARNm persintesis de proteinas virales y
produce copias de los segmentos del genomaeflade2001)

VP2 Se encuentra localizada en el Core, e intezaz el ARNds de manera
inespecifica y se cree gque es este hecho el chectaindispensable en el momento de
la replicacion. Ademas se sabe que de todas lasipas estructurales, VP2 es la Unica
que tiene la capacidad de auto ensamblarse enrsa foosahédrica nativa, cuando es
expresada en células de insecto, lo que sugier&Bagugaria un rol importante en el
ensamblaje del virién interactuando con el resttaderoteinas estructurales (Chandra
et al, 1999).

VP3 se encuentra localizada en el core, poseeidadivmetiltransferasa y al
mismo tiempo es una guanidiltransferasa. La misnmenucleétidos GTP e incorpora
los CAPs a los extremos 5’ del ARNm viral, el cesla desprovisto de cola poliA en su
extremo 3’; ademas protege al ARN de las nucle@sdhsrti, 2007; Villena, 2003).

La proteina VP4 es el producto proteico del segmeggnomico 4, no
glicosilado, que se encuentra en la capa mas extira capside. Constituye un 1.5%
de la proteina viral. En muchas cepas es una hatiragh, responsable de la adhesiéon
a la célula (Villena, 2003)

Esta proteina se ha definido como determinanteiéerncia en ratones y
cerdos. Induce anticuerpos neutralizantes y anmposedirigidos contra VP4 neutralizan
la infectividad del virus in vitro y pasivamenteofgge a ratones de la infeccion virica
heterologa in vivo. Posteriores estudios han mdstrgue es capaz de inducir
proteccion inmunitaria en animales, y es inmunagg®in nifios y animales. (Villena,
2003)
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Una division proteolitica de VP4 genera dos pegsegfaipéptidos designados
como VP5* y VP8*. Andlisis antigénicos han demadtrgue la subunidad VP8* posee
el mayor epitope responsable de la especificidad garotipo, mientras que la
subunidad VP5* contiene lugares responsables dealecion cruzada entre diferentes
VP4. Solo la variacidon nucleotidica existente etfdseaminoacidos de las posiciones 84
y 180 de la subunidad VP8* ha sido util para defivé epitopos especificos del tipo P.
La poca disponibilidad de anticuerpos y antisueps reconocieran especificamente
los diferentes serotipos de la proteina VP4, llavia necesidad del estudio de sus
propiedades basandose en la secuencia nucleotldicgen que codifica para ésta.
(Mascarenhast al, 2007).

En la mayoria de aislados de RV animales la prat&R4 contiene 776
aminodacidos. En cambio todos los aislados de RVamanpresentan un aa menos entre
las posiciones 134 y 136 de la proteina VP8*. Rar lado, la secuencia nucleotidica y
el andlisis directo de la secuencia aminoacidigaehn@anitido conocer los lugares exactos
de procesamiento proteolitico. Se han identificteds lugares de corte para la tripsina
(arginina 231, arginina 241 y arginina247) siends rgininas 241 y 247 altamente
conservadas en todas las cepas de RV senalada&igoia 1.6

1 m 04 2 236 257 27 3 4 494 554 578 608 776

B s 28 B Z?F’m o
4

1 YW |
RV RC RC Dominio de fusion RC av

i

vpg" VPs*

‘ Lugares de corte de la tripsina

) |V
Regitn variable (RV)

[|:|] Reqitn conservada (RC)

Figura 1.6 Esquema de la estructura de la proteina VP4 ba&saldasecuencia
nucleotidica de diferentes aislados de rotavirde ynutantes que escapan a anticuerpos

monoclonales neutralizantes. Se muestran los domdé hemaglutinacion y de unién
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al acido sialico (HA/SA). En el coddén 394 se endragenn epitope neutralizante por

anticuerpos monoclonales. (Villena, 2003)

La region comprendida entre los aa 384 y 401 es rneg&n altamente
conservada entre todas las cepas de rotavirusiendpr que podria encontrarse
involucrada en una funcién importante en el cidoreplicacién del virus. Esta region
también comparte una alta homologia con lugardggi@n interna encontrados en otros
virus como en el virus Semliki Forest y en el vigiadbis especulandose su posible
implicacidon en el proceso de entrada del virus@lala o en el proceso de maduracion
de la particula virica durante su gemacion de lmibnana del reticulo endoplasmaético,
o ambos (Villena, 2003). La mayor variacion se entta entre los aminoacidos 71 y
240 de la subunidad VP8* y los andlisis de secaenan correlacionado el tipo P con
los aa 84 y 180 (Villena, 2003).

VP4 crea 60 estructuras en forma de pico (espicqgles se proyectan mas de
10 nm desde la superficie viral. VP4 es la hemagha viral (Rondon, 2006) y tiene
funciones esenciales en el ciclo de vida del vimdpyendo la unién al receptor y la
penetracién a la célula que infecta; por lo tatdas,propiedades de esta proteina son
importantes ante la célula huésped, la virulergi&ropismo, e induccion de inmunidad
protectora (Rojast al, 2008)

La proteina VP6 es el principal componente estrattde los viriones.
Interacciona simultdaneamente con la proteina del ¢®2 y con las dos proteinas de la
capside mas externas VP4 y VP7. La proteina VR@ddrimeros espontaneamente y
es extremadamente estable. Estos pueden ser ds®giaeasociados con cambios de
pH. Si se elimina esta proteina de los virionelmsebierden la actividad polimerasa
aungue no se sabe el motivo de tal fendmeno. Rergipal antigeno utilizado en las
pruebas de diagndstico debido a que presentarpepitouy conservados entre muchas
de las cepas de rotavirus. Es una proteina hidaHEpbaltamente antigénica e

inmunogénica, que puede inducir proteccion inmuait@/illena, 2003)
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Figura 1.7 Esquema de las propiedades estructurales de kEimao?P6 (Villena, 2003)

El dominio de trimerizacién se encuentra entreal@246 y 314, y un dominio
necesario para la formacion de particulas de dudpp@ se encuentra entre los residuos
353 y 397. Los residuos 296-299 y 305 son impoetapbrque determinan el epitopo
del subgrupo | reconocido por el anticuerpo monwalld®55/60. El residuo 315 se
encuentra implicado en la especificidad del sybgil La prolina 308 esta implicada
en la estabilizacion del trimero. La region N-teraties crucial para el ensamblaje del
virus. Se cree que estad implicada en el transpdetda proteina VP6 hacia las
inclusiones viroplasmaticas. Estudios con anticoermonoclonales han puesto de
manifiesto que los aa 58-62 no son accesibles ypgddan encontrarse en la interfase
con VP2 (Villena, 2003).

La proteina VP7 es la segunda proteina mas abundhabtviribn ya que
constituye el 30% de la proteina viral. Es unaaogiioteina presente en la capside
externa (Cooney et al, 2001). Es traducida y gii@da con oligosacaridos de manosa
mienras es insertada en la membrana del reticdlopdesmatico, una insercion dirigida
por una secuencia sefal de corte encontrada emtrelm® amino terminal de la
proteina. Inicialmente se pensd que era el Unitigemo que contenia determinantes
neutralizantes (VR5, VR7, VR8 y VR9), y esto esfilmmuchos estudios de su

estructura, biosintesis y funcién. (Villena, 2003)
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serotipo

Figura 1.8 Esquema de la estructura de VP7 (Villena, 2003)

Comparando la secuencia aminoacidica deducida degram numero de
aislados tanto de origen animal como humano se ubescon importantes
caracteristicas biolégicas. El ORF de 326 aa erapten un coddén de iniciacion con
una secuencia consenso debil (Cooney et al, 200i)segundo ORF con una
secuencia consenso fuerte se encuentra a 30 codewkstancia (Figura 1.8). A ambos
codones de iniciacion preceden regiones de amitogdiidrofébicos (H1 y H2) que
podrian actuar como secuencias sefial para diagprdteina VP7 hacia el reticulo
endoplasmatico (Figura 1.8). En algunas cepas @eeatra un tercer ORF después del
segundo dominio hidrofébico (H2). El lugar de gitacion en SAl1l es en el
aminoacido 69, pero otras cepas pueden llegar seqer hasta 3 lugares diferentes

(Villena, 2003)

VP7 constituye el 90% de la superficie lisa de dpaside externa, la cual es
perforada por 132 canales que penetran el viri@ttgnzan el centro viral. VP7 puede

también jugar un papel en la absorcion viral yeepdnetracion en las células epiteliales

(Rondon, 2006).
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1.5.6. Proteinas no estructurales

Se piensa que éstas pueden facilitar la replicacical y asi aumentar la

eficiencia de la formacion del virus (Matial, 2002)

NSP1, el producto del gen 5, es una proteina poasetvada, se asocia con el
citoesqueleto celular y con el extremo 5 del ARKalv Se postula que formaria un
complejo NSP1-ARNviral-NSP3 que facilitaria la Beta del material genético a los
viroplasmas, donde a partir de ellos se llevartal®o la sintesis de ARN doble hebra
gue va a formar parte de las particulas viraleentes (Alberti, 2007).

NSP2 es una proteina oligomérica con actividad N&Pque se une
preferentemente al ARN de cadena simple e intayaacicon otra proteina no
estructural del virus como es NSP5. Se sabe qué MSRna fosfoproteina que se auto
ensambla en dimeros y posee actividad quinasaty pon NSP5 y NSP6 forman la
estructura basica de un viroplasma. Se cree guexpeesion de NSP2 y NSP5 es
suficiente para la formacion de al menos los vasplas. Por tanto, si bien el
mecanismo por el cual estas proteinas interactdize ellas y con el ARN no se conoce
muy bien, se cree que cumplen un rol fundamentatlereclutamiento de los ARN
doble hebra y de otras proteinas desde su sitidndesis, el encapsulamiento del ARN
y la traslocacion de las particulas virales nae®rtesde los viroplasmas al reticulo
endoplasmatico (Berogt al, 2003).

NSP3 se encuentra en el citoplasma, y se le a#tbwarias funciones.
Ademas de facilitar la funcién conjunta con NSkdne la capacidad de interactuar con
elF4GI el cual es un factor de iniciacion de laltrecion eucariote y también con una
proteina que se une a las regiones poli-A del exir8’ de los mensajeros celulares
(PABP, poli-A binding protein). Se ha postulado gunediante esta interaccién, NSP3
puede desplazar la union simultanea de la PABPetdactor elF4GI in vivo, lo que
favoreceria la sintesis de proteinas virales efartda con la traduccion de los ARNm
celulares (Alberti, 2007).
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NSP4 es codificada por el gen 10, tiene 22 residecaminoacidos, reside en
el reticulo endoplasmatico, posee un dominio tramsbrana mediante el cual se
mantiene unida a dicho organelo y un dominio catboxinal orientado hacia el
citoplasma a través del cual NSP4 interactia cofi YRnedia la transicion de las
particulas de doble capa desde los viroplasmatialito endoplasmatico. Por otra parte
se sabe que NSP4 actia como una enterotoxina wiiéhdose a un receptor de
membrana celular y aumentando asi los nivelesceltrkares de calcio, lo que genera la
liberacion de cloro y concomitante disminucion debsorcion de sodio y agua. (Mori
et al, 2002)

Ademas es una proteina multifuncional ya que adetighsmecanismo de
induccion de diarrea por liberacion de cloro sattéuyen otras actividades que se cree
convergen en el mismo evento. Se ha visto que N®Rd la capacidad de bloquear
transportadores de membrana de la familia de IdsTSIGlos cuales son responsables
del co-transporte de sodio y glucosa al interiolodeenterocitos, evento que contribuye
a la pérdida de agua como consecuencia de un anreerf presion osmatica en el
lumen del intestino. EI mecanismo de induccion @eréa por la enterotoxina es el
utilizado para explicar la accion patoldgica denfaccion por RV cuando no hay dafios

histopatoldgicos observables (Alberti, 2007).

1.5.7. Clasificaciéon del rotavirus

Los rotavirus se clasifican en grupos, subgrupos figalmente,
serotipos/genotipos segun las propiedades ant@ggenomicas de las proteinas VP4,
VP6 y VP7 (Grat al, 2008)

La proteina de la capside interna, VP6, es la chetante de las reactividades
de grupo dependiendo de los diferentes epitopeemies en esta proteina, habiéndose
constatado hasta ahora 7 grupos (A, B, C, D, E&.\Los grupos A, B y C han sido
aislados tanto en humanos como en animales, nseqii@ los grupos D, E, Fy G han
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sido aislados solo en animales. La mayoria dedidaes por rotavirus en humanos son
causadas por rotavirus del grupo A. Este virusapaz de intercambiar segmentos de su
genoma entre miembros de su mismo grupo (Ville@@3p

De entre todos, el rotavirus del grupo A es el megracterizado y de mayor
repercusion clinica, ya que es a nivel mundiabeh#e infeccioso mas prevalente en la
gastroenteritis aguda infantil, se lo asocia tipieate a diarreas en personas y animales
jovenes. Los rotavirus B han sido identificados lemotes epidémicos y casos
esporadicos, pero con epidemias extensas de emnfadmdiarreica grave, tanto en
adultos como en nifios en Asia. Finalmente, losviata del grupo C son patégenos,
principalmente del cerdo, pero se ha reportadocgqusan enfermedad diarreica poco
frecuente, esporadica, entre niflos, en USA, Jag&ino Unido, y Espafa con
frecuencias del 1-7% de los casos de gastroent@Pdichoret al, 2006; Villena, 2003)

Dentro del grupo A se han definido diferentes supgs (SG) atendiendo a la
presencia o ausencia de distintos tipos de epitapesinoreactivos frente a
determinados anticuerpos monoclonales. Se conasesubgrupos, I, II, I+1l, no |y
noll segun sean reactivos 0 no a los anticuerposooionales 255/60 y 631/9. El
subgrupo | es el mas frecuente entre las cepasrasnmientras que el subgrupo Il es

el mas frecuente entre las cepas de origen anifikna, 2003).

Los rotavirus del grupo A comprenden gran numercseé®tipos definidos
mediante ensayos de neutralizacidon. Estos ensayoddsenmascarado la existencia de
dos proteinas externas de la capside, altamentetivieea frente a anticuerpos
neutralizantes de la infeccién: las proteinas VR/Py¢ (Fig. 1.2). El hecho de que los
genes que codifican para ambas proteinas puedeggaegse independientemente da la
posibilidad de la existencia de antigenos de nizacion heterdlogos (Villena, 2003).
Ademéas determinan la clasificacion de rotavirus das denominados
serotipos/genotipos “G” y “P” respectivamente. Qilmrel método de deteccidén es
inmunologico se habla de serotipos, mientras quel smétodo de deteccion es

molecular se habla de genotipos. A pesar de lateexim de la correlacion entre
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serotipos y genotipos virales, en la actualidadundmlmente se prefiere utilizar los
métodos de biologia molecular para la caractednag@enotipado) de cepas circulantes
(Pachoret al, 2006)

Considerando las diferencias en la proteina VPHasecaracterizado al menos
quince genotipos G (denominados asi por la nataaiticoproteica de VP7), de los
cuales diez de ellos afectan al ser humano (G1,a8586 G10 y G12). Los genotipos
G1 a G4 son los responsables de la mayoria defisciones en el humano (97,5%).
(Ramirezet al, 2007; Grayet al, 2008)

Las diferencias antigénicas frente a la proteind dBterminan los tipos P,
denominados asi por su sensibilidad a la proté&aséa actualidad se conocen al menos
veinte y un serotipos P, de los que nueve handgtiectados en humanos (P1A, P1B,
P2A, P3A, P3B, P4, P5A, P8 y P11). Todos los geostiG han sido caracterizados
como serotipos, sin embargo, éste no es el casotpdos los genotipos P (Villena,
2003).

Por tanto, la nomenclatura designada se ha basagloeecada virus tiene un P
tipo, indicado por un orden numérico para el spopty por un orden numérico entre
corchetes para indicar el genotipo, y para el Gtgmy, se indica con un orden
numerico que coincide con el numero del genotipsl. ALA[8]G1 (P-serotipo 1A, P-
genotipo 8; G-sero/genotipo 1); P[6]G4 (P-genofipd’-serotipo no determinado; G-
sero/genotipo 4) y asi sucesivamente. Varias camhines de G y P pueden ser
observados in vivo e in vitro, tanto en humanos@em animales. (Gragt al, 2008)
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Tabla 1.3Serotipos G de rotavirus del grupo A.

Serotipo

Humanos

Animales®

G1

G2

G3

G4
G5

G6

G7
G8

G9

G10

G11
G12
G13
G14
G15

Wa, KU, RV-4, K8, D, M37, Mont, WI7S9,
AU32, HN-1, GR475/87

DS-1, 82, RV-5, RV-6, KUN, HN-126,
1076, E201, E210, HUS, TA3, TA20

Ito, YO, P, M, Nemoto, AU-1, RV-3, W178,
AK-35, 5T8, MO, McN13, McN14, HCR3,
CHWO27A, Ro1845, 0264, AU228, PAT10,
02/92, CH-32, CHW2, CHW17, CH-55, Al-
75, J-12, TKO8, TK28

Hochi, Hosokawa, ST3, 57M, ST4, VA70
IAL28°, BR1054

PA151, PA169, MG6

69M, B37, HAL1166, HAL1271, HMG89

WI61, F45, Mc523, AU32, US1208, Mc345,
116E
1321, Mc35, A28, A64

L26, L27

Bo/T449, Po/C60, Po/C91, Po/C95, Po/CN117, Po/C86,
Po/57, Po/S8

SI/SA11 CI3, SiSA11 4fm , Si/SA11-SEM, SiSA11-FEM,
SRRV, CalK9, CalCU-1, CalA79-10, CalLSU79C-36,
Ca/RS15, La/ALA, La/C-11, La/R2, La/BAP-2, Eq/H-2,
Eq/Fi14, EqMHO-5, Eq69, Eq124, Eq/K1673, Eqi31i,
FelCatd7, FelCat2, FelCat22, Feltaka, Fe/FRV64, FelFRV-1,
Mu/EW, Mu/EB, MWEL, MuEC, MWEHP, Mu/YR-1, Po/CRW-
8. Po/A131, Po/A138, Po/LCA843, Po/A821, PolAd1d,
Po/BEN-307, Po/PRV 4F, Po/AT/76, OV/LRV1, Po/MDR-13"
PolGottiried, Po/SB-1A, Po/SB-2A, Po/BEN-144, Po/BMI-1
PolOSU, Po/EE, PolTFR-41, PolA34, Po/Ad6, Po/C134,
Po/CC17, Po/S8, Eq/H-1

Bo/NCDV-Lincoln, Bo/UK, Bo/B641, Bo/RF, Bo/CA486,
Bo/WC3, Bo/KN-4, BofIND, Bo/BRV033, Bo/B-60,
Bo/CR231/39, OVILRV2, Cap/Cap455

Ch/Ch-2, Ty/Ty-1, Ty/Ty-3, PilPO-13, Bo/993/83

Bo/678, Bo/A5, Bo/NCDV-Cody, Bo/J2538, Eq/26/94

Po/ISU-64, Po/S8, OV/ILRV

Bo/B223, Bo/61A, Bo/v1005, Bo/KK3, Bo/B-11, Bo/Add4,
Bo/CR129, Bo/BR65/255, Eq/R-22, Ov/Ip14, Ov/K923
PolYM, Po/A253

Eqg/L338
Eq/FI23, Eq/FR4, Eq/FR5, Eq/FR8, Eq/EQ431, Eq/CH3
Bo/Hg18

“ Aislados de origen animal indicados por las abreviaciones: Si, simio; La, conejo; Po, porcino; Ca, canino; Mu, murino;

Ty, pavo; Ch, pollo; Pi, paloma; Eqg, equino; Fe, felino; Bo, bovino; Ov, ovino; Cap, cabrio.
® Po/MDR-13 tiene reactividad serotipica dual (G3 y G5) (Nagesha ef al., 1990).
 Hu/IAL28 tiene reactividad serotipica dual (G5 y G11) (Timenetsky et al., 1997).
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Tabla 1.4Genotipos P de rotavirus del grupo A

Genotipo  Serotipo

Humanos

Animales®

Pl

P2

P3]

P4l

P[]

PLe]

P71

P8

P[E]
P[10]
P[11]

P[12]

P[13]
P[14]

P[15]
P[16]
P[17]
P[18]
P[19]
P[20]
P[21]

P&

P5B

P5B

PSA

P1B

P7

P2A

P2B

p2C
P9

P1A

P3

P4

P8

P4

P13
P11

P12

P10

P12

MP409

Ro1845, HCR3

RVS5, DS-1, S2, L26, KUN, E201, E210,

CHW17

M37, 1076, RV-3, ST3, McN13, US1205,

NnB1, $12/85

AU19

Wa, KU, P, YO, MO, VA70, D, AU32, CH-
32, CH-55, CHW2, CH927A, CH927B,
WI61, F45, Al-75, Al-53, Al-36, Al-39,

Hochi, Hosokawa, BR1054, TK-08, TK-28,
TK-15, 97'B53, J-12, CJN, 95-91, 95-87, Ito
K8, AU-1, PA151, M318, AU228, 02/92

68M, 57TM
116E, 1321

PA169, HAL1166, HAL1271,
Mc35, MG6, GR475/87

HALB8590,

Bo/C486, Bo/NCDV, Bo/BRV033, Bo/BRV16, Bo/A5,
Bo/CR231/39, Bo/J2538, Bo/RF, Si/SA11 4fm, SI/SA11-FEM,
Eq/26/94, OvILRV1

Si/SA11 CI3, Si/SA11-SEM

SIlRRV, FelFRV64

Ca/K9, Ca/CU-1, Ca/RS15, Fe/Cat97

Bo/UK, Bo/WC3, Bo/Bt41, Bo/61A, Bo/678, Bo/V1005,
Bo/IND, Po/PRV 4S5

Po/Gottfried, Po/BEN-144, Po/S5, Po/S7, Po/SB-2A

Po/OSU, Po/TRF-41, Po/C60, Po/AB21, Po/A138, Po/YM,
Pol/A253, Po/BMI-1, Po/AT/76, Po/SB-2A, Po/C95, Po/C134,
Po/CC117, Po/CN117, Po/SB-1A, Po/CRW-8, Po/BEN-307,
Po/A131, Po/EE, Po/ISU-64, Eq/H-1

Po/S8A, Po/S8B, OvILRV

Fe/FRV-1, Fe/Cat2

Eq/H2. Eq/FI23, Eq/FI14

Bo/B223. Bo/Ad4, Bo/KK3, Bo/B-11, Bo/KN-4, Bo/CR129,
Bo/BR65/255, Eq/R-22, OVILRV2

Eq/H-2, Eq/FI14, Eq/FI23, Eq/FR4, Eq/FRS, Eq/69, Eq/124,
Eq/EQ431, Eq/K311, Eq/K1673, Eq/CH3

Po/MDR-13, Po/A46, Po/Clon8

La/ALA, La/C-11, La/BAP-2, Cap/Cap455

La/R-2

Ov/lp14, Ov/Ip16

Mu/Eb, MWEW, MWEC

Pi/PO-13, Bo/993/83, ChiCh-1, Ty/Ty-1, Ty/Ty-3
Eq/L338

Po/PRV 4F

Mu/EHP

Bo/Hg18

# Aislados de origen animal indicados por las abreviaciones: Si, simio; La, conejo; Po, porcino; Ca, canino; Mu, murino;

Ty, pavo; Ch, pollo; Pi, paloma; Eq, equino; Fe, felino; Bo, bovino; Ov, ovino; Cap, cabrio.

Fuente Villena, 2003.
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La homologia entre diferentes aislados represesgtade casi todos los
serotipos de VP7 conocidos se muestra en la Tablébg aprecia que incluso aislados
gue comparen el mismo G serotipo presentan un gdeddmomologia a nivel de
secuencia de aminoacidos no mayor al 94.5% (Vill2aaa3).

Tabla 1.5Porcentaje de homologianto a nivel de secuencia nucleotidica como d nive
de secuencia aminoacidica entre diferentes aistielGstipos.

0 4ERDIEYPE 1 2 3 | | a ] ] T 1] ] m 11 12 13 14
Strain Wa D51 F S5A11 RAV ST3 OSU UK Ch2 GOM WiE1 B223 YM L26 L338 Fl23
1 Wa 1"‘*-\1:.& 783 758 748 TBB 76.6 T4.0 B25 722 T5B T4T 740 748 T2 733
2 D51 T&3 '-\-..,_H:-'EI‘ 42 742 713 729 7B 614 736 TR 731 789 73T M3 M2
P 828 749 ““‘\vﬂﬂ' B2.6 756 7.2 792 636 763 TDI TP 7B TS5 TGO TEO
3 BAI B1.6 7E2 814 S 844 T4T 764 T7.4 B1.5 TH4 TAT 774 780 773 760 788
3 RRV B0.T 749 923 §45 ""-..?51 776 7TB1 836 770 TOS TTE 782 TEY VAT 814 &
4 ST 767 T.B TAT 773 TO.T ‘H“\_‘NTGE- 745 B3B8 7.8 TH4 TII 752 TIT T1A TAT g
& OSU 782 7325 G50 B44 BED THE . 7EE6 B46 TH2 TAS 742 829 755 TA2 TiA i—
§ UK B1.6 76.% BA4 B53 B850 7B BIR HH_F:’.‘ 6.0 75,9 755 T4B 753 729 T3a i
7 Ch2a 583 575 6585 6AS 588 625 581 585 "~ _ 61.3 618 632 611 825 628 62.2
B oM JEE PEE B34 BAT B4AT 743 P13 A2 B '.'nE.DH-\-\.\_ ™1 762 7RG TAT 723 T2 i
9 WiG1 788 TEt BAT BGE 871 TBS5 B1.3 B34 5OE 51,-:'“3_“‘_-.-.15 78.0 762 734 767 =
10 B223 781 713 B4T B4 BED T45 B0 A2E GOBE B1O BB _\\xmg 733 7TA3 T20
i1 Y 785 758 B8 BT.T @7.7 75E BROD B34 584 B4.f P44 B1.G “\\\.-':4.| 24 181
12 L26 783 Téa THE 80 810 TED B0 TB2 GB4 Th B0M4 TBE B0 N TIA T42
13 L33 748 724 BYE B13 A22 Ta2 779 TR2 BB4 TTO TTE TE4 TRS 77.9‘\\1{14
14 F23 786 73% B44 BEE 871 773 795 80T 559 BO.Y B44 775 B34 TBE TTE

% aening acsd |dentity

Fuente: Villena, 2003.

En el caso de la proteina VP4, el grado de hommlegiistente entre diferentes
genes pertenecientes al mismo genotipo es sueidd®o (Villena, 2003)
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1.5.8. Diversidad de rotavirus

La epidemiologia de las infecciones por RV es cefaplLa mayoria de las
infecciones en humanos esta causada por el grupm &mbargo los rotavirus son mas
diversos y presentan mayor tendencia al cambio kpueque se consideraba
anteriormente. Las asociaciones G/P predominamestdvirus humanos son: G1, G3
y G4 con P[8] (también denominado P1A, y G2 con REimbién denominado P1B).
En los dltimos afios han emergido por todo el mutigos antes infrecuentes,
especialmente el G9, con dos genotipos P difereP{@& y P[6] (Moriet al, 2002;
Miren et al, 2000).

Los primeros estudios que examinaron la diversakaths cepas identificaron
cinco genotipos claramente preferentes a nivel mun@1, G2, G3, G4 y P[8]. Estos
representan mas del 90% de los circulantes, pguéose consideraron como la base de
las vacunas recombinantes que incorporaron cepaaras y animales (Pachénal,
2006)

La variabilidad antigénica de los rotavirus ha meio la realizacion de
multiples ensayos para identificar los genotipadpminantes en los diferentes paises.
De esta manera se ha podido comprobar que seateiegbortantes variaciones en la
distribucion de los tipos antigénicos circulantesree diferentes poblaciones y/o
periodos de tiempo. Recientemente se ha publicath revision en la que se
documentan mas de 40.000 cepas segun la combindeitas proteinas de superficie.
Como ejemplo de esta diversidad se encuentra ekigenG9, que en los ultimos ocho
afos ha emergido mundialmente y ya represental& del total de infecciones por
rotavirus, por delante del G3 (3,8%), con lo quéae&onvertido en el cuarto genotipo
mas detectado globalmente (América, Australia éa)nd&En Europa se ha detectado en
diversos paises (Italia, Gran Bretafia, Franciaa®ilp Holanda, Hungria, Alemania,
Irlanda) a partir de 1990 y en Espafia desde 19@arie el 2005 se ha detectado una

prevalencia elevada del genotipo G9 en muestroané@achoret al, 2006)
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1.5.9. Tropismo de rotavirus

Los rotavirus tienen un tropismo muy especificoqye Unicamente infectan
las puntas de las vellosidades del intestino delgadto sugiere que deben existir
receptores especificos que permitan su entradaéuk huésped. In vitro, estos virus
también muestran un tropismo restringido ya quegae pueden unirse a la superficie
de una gran variedad de lineas celulares, solccapaces de infectar eficientemente
aquellas derivadas de epitelio renal o intestiBsie tropismo es debido, cuando menos
en parte, a la interaccion del virus con sus receptcelulares; aparentemente, la
entrada de estos virus a la célula huésped esamegw que se lleva a cabo en varios
pasos, en los cuales estan involucrados diferedtasinios de las proteinas de
superficie del virus, asi como varios receptordslaees, que incluyen a las integrinas
a2bl, a4bl, axb2, avb3 y a la proteina hsc70. Adelm&stas proteinas, se ha sugerido
que las balsas lipidicas (microdominios ricos elesterol y esfingolipidos) tienen un
papel importante en la infeccion. Aun se descom@cda de internalizacién del virus,
aunque se ha propuesto que podria ser a travésdoei®sis dependiente de balsas
lipidicas 0 mediante un mecanismo de penetraciéectdi a través de la membrana
plasmatica (Rojast al, 2008)

1.5.10Ciclo Replicativo

Durante el proceso de entrada, la particula viebp las proteinas de la capa
externa y se activa la trascripcién que dependa &NA polimerasa viral (VP1). Los
transcritos virales recién sintetizados tienen flosiones; por una parte funcionan
como mRNAs que dirigen la sintesis de las seiepras estructurales (VPs) y las seis
proteinas no estructurales (NSPs) del virus y pastia, sirven como blancos para la
sintesis de la cadena negativa (que es complerieeatanRNA) y da lugar al RNA de
doble cadena (dsRNA) que constituye el genoma. \(Raljaset al, 2008)
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Una vez que se acumula una masa critica de preteirades, de 3 a 4 horas
después de la infeccion, se forman en el citoplasehalar estructuras electrodensas
llamadas viroplasmas (Fig. 1.9), en donde se hauesio que se lleva a cabo la
replicacion del genoma viral. En estas estructtaa®ién se ensamblan las particulas
de doble capa que posteriormente geman al intet&brreticulo endoplasmico y
adquieren durante este proceso la tercera capeaigqaotdando lugar a la particula
madura (Fig. 1.10). Las proteinas NSP2 y NSP5 senatales para la formacién de los
viroplasmas, ya que en ausencia de cualquierala®ere se forman estas estructuras y

el ciclo replicativo del virus se interrumpe. (Masenhast al, 2007)

Poco tiempo después de su entrada, el virus seeapae@ la maquinaria de
sintesis de proteinas de la célula, de modo quealgoria de las proteinas que son
sintetizadas durante la infeccidn son las proteiirates y la sintesis de proteina celular
se ve casi abatida completamente. Los mRNAs vitgdeg una estructura Cap- en el
extremo 5’, pero a diferencia de la mayoria deni®NAs celulares, no contienen poli-
A en el extremo 3, y en su lugar, tienen una seciaeconsenso (GACC3’) que esta

conservada en los once segmentos del ARN virajagebal, 2008)

Ciclo replicativo

Nicleo

Figura 1.9 Ciclo replicativo de rotavirus. El virus interaceacon sus receptores en la
superficie de la célula y penetra por un mecanigamodesconocido. En el interior de la
célula se activa la transcriptasa viral y los ARBNingen la sintesis de proteinas virales.
Las proteinas se acumulan en estructuras llamaagdasmas donde se replica el ARN
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viral y se ensamblan las particulas de dos capaBgDpara proseguir la morfogénesis

en el reticulo endoplasmico. (Rogisl, 2008)

Figura 1.10Célula infectada con rotavirus. En verde se tifiéas fibras de actina, en
azul los nucleos y en rojo los viroplasmas utild@muoin anticuerpo contra la proteina
NSP2. (Rojast al, 2008)

1.5.10.1. Replicacion

En los viroplasmas, o fabricas virales, es donderiensajeros virales cumplen
su segunda funcién, servir como templado paragbcexion del genoma. La serie de
eventos necesarios para este proceso no se comopéetamente, sin embargo, se han
descrito complejos de ARN con proteinas virales fae sido propuestos como
intermediarios de replicacion (IRs). La unidad mmaiesta formada por las proteinas
VP1 y VP3 en asociacién con el ARNm. El siguiemtizimediario se define como el
pre-core, en el que ademas de VP1 y VP3, se afiasdgmoteinas NSP2 y NSP5, las
cuales probablemente ayudarian a un proceso adé@ventrada del ARNm hacia el
interior del core, al que se ha agregado VP2; esstos IRs donde se lleva a cabo la
replicacion del genoma viral. Posteriormente, VIe6essambla sobre el core, para
formar a la particula de dos capas o DLP, la caatgntiene los elementos necesarios

para llevar a cabo una nueva ronda de transcrig@bgenoma (Rojaat al, 2008).
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La falta de un sistema eficiente de genética ravpesa rotavirus ha hecho
muy complicada y limitada la investigacion acereala funcion de cada una de las
proteinas virales durante el ciclo replicativo delis. Recientemente, se ha utilizado el
sistema de interferencia de ARN como una alteragigra inhibir de manera especifica
la traduccion de cada una de las proteinas visal@salizar el fenotipo resultante en

células infectadas.

1.5.11 Morfogénesis Viral

La morfogénesis viral es el proceso que compreadestlos pasos necesarios
para el ensamble de las particulas virales infeasioLa morfogénesis de los rotavirus
inicia en los viroplasmas, con el ensamble de hiermediarios de replicacion que
posteriormente dan origen a las DLP’s. En célutdsctadas, la proteina VP7 y la
proteina no estructural NSP4 son glicoproteinasdguante su traduccién se insertan y

modifican en la membrana del reticulo endoplasriki®) (Figura 5).

Las DLP’s presentes en los viroplasmas (que seeetran alrededor del RE),
geman hacia el lumen del RE y se ha propuesto ajyzoteina NSP4 funge como
receptor de la DLP en la membrana del RE y favoscegemacion; durante este
proceso, las DLP’s adquieren una membrana lipittarasitoria que contiene, ademas
de NSP4, a la glicoproteina VP7 y a VP4 que esdtefna que forma las espiculas del

virus.

Finalmente, las particulas envueltas pierden la Ion@na lipidica, NSP4 se
disocia y la capa externa, formada por VP4 y VRIuare su conformacion final
(Figura 5). El mecanismo por el cual se lleva aagdie ultimo paso en la morfogénesis
no esta claro; en estudios previos se habia olukemyae in vitro, tanto VP4 como
NSP4 tienen actividad desestabilizante de membnamas lo mismo, estas proteinas
habian sido propuestas como las responsables dweeta membrana lipidica de las

particulas presentes en el lumen del RE. Por arge,pse habia propuesto que las
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proteinas VP4, VP7 y NSP4 formaban un receptorrévtinérico que permitia el
proceso de gemacion de las DLP’s, hacia el inteiebRE (Rojast al, 2008)

T VP4

Citoplasma j
Viroplasma nert

VPT

@ VP66

\VP2

P-/mRNA

et dSRNA

Reticulo

Figura 1.11Morfogénesis de rotavirus. 1) Replicacion del RNralven el core dentro
del viroplasma; 2) Adicion de VP6 al core; 3) liaiezion DLP-NSP4 y gemacion hacia
el lumen del RE; 4) Particula viral inmadura commheana lipidica y NSP4; 5)

Particula viral madura o TLP. (Rojetsal, 2008)

1.5.12 Variabilidad Genética

El rotavirus tiene una alta capacidad de mutacarvprios factores. Primero,
la enzima responsable de su replicaciéon, ARN pohsetiene baja fidelidad; por otro
lado debido a su organizacion segmentada que ranesis genes, se pueden presentar

una gran combinacion y diversidad en las cepastdeveus. (Ramireet al, 2007)

En los rotavirus, al igual que en otros virus deNAR la polimerasa del virién
le falta la actividad de exonucleasa 3’-5’, poglee no tiene la funcién de reparacion

que presentan las polimerasas de los virus de Al@Noyden de mutacién por la falta
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de este mecanismo se encuentra en el orden deal@¥5 errores por nucleotido
incorporado y si consideramos que el genoma completotavirus es de 18,556 nt, la
potencialidad que presentan de generar mutantés esa mutacion por cada copia del
genoma. (Ramiregt al, 2007)

Existen otros mecanismos que provocan variabilgimetica: la capacidad de
recombinacion y los rearreglos genéticos, los sus¢emanifiestan en las coinfecciones
(introduccion de cepas de rotavirus animal a ldgmén humana) con diferentes cepas
de rotavirus. Sin embargo, de estos mecanismosglimportante en la generacion de
nuevas variedades es la denominada recombinaciomepaoeglos génicos, también

llamada reordenamientos genéticos. (Rangrak, 2007)

1.6. Relacion de Genotipos en el Mundo

A la fecha se han reportados 15 genotipos G (giatea) y 21 genotipos P
(actividad proteolitica). El rotavirus humano praseenorme diversidad, las proteinas
G y P pueden ser segregadas independientementelo dpor lo menos 42
combinaciones diferentes G-P, los genotipos emleicddn mas comunes resultan de la
combinacion con los genotipos P1A[4] y P1A[8] cos benotipos G1, G2, G3, G4 y
G9. P1A[8]G1 es la cepa predominante a nivel munaipresentando sobre el 70% de
las infecciones de rotavirus en Norte América,opary Australia; 30% de las
infecciones en América del Sur y Asia, y 23% enioifr G9 constituye la cepa
predominante en muchas partes de Asia y Africa, €88proporcionalmente mas
frecuente aislada en Africa. En América del Sucdpa G5 ha emergido en nifios con
diarrea, y G9 es aislada con mas frecuencia enscdsoenfermedad severa en
Latinoamérica. Simultaneamente, la distribuciéadeepa P2A[6] difiere de acuerdo a
la region, ahora sobrepasa el 50% de las cepadatites en Africa, considerando que
la cepa P1A[8] esta asociada con una mayor predmui@ en el mundo (Ramiret
al, 2007; Dennehy, 2008)
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Se ha reportado que el genotipo de las cepas ar en circulacion en un
area geografica puede variar de una temporadaalatranterior se puede deber a que
el genoma del rotavirus est4d continuamente sufientbdificaciones debido a
mutaciones y rearreglos de los genes que codifieaa las proteinas externas VP4 y
VP7 desencadenando nuevas combinaciones que sgame#n nuevos genotipos.
(Ramirezet al, 2007)

Aunque las vacunas estan elaboradas para protegracserotipos mas
frecuentes en brotes epidémicos, las mutacionessguecumulan en el genoma y se
expresan en los sitios antigénicos de las protelaasuperficie externa VP4 y VP7 de
rotavirus pueden limitar su efectividad, ya queacaelz es mas frecuente la falla de los
anticuerpos que se producen para reaccionar cehs@rotipo correspondiente, por lo
que aparecen cepas de rotavirus que pueden esaafmrneutralizacion por los
anticuerpos y continuar diseminandose entre lagogish humana. (Ramireat al,
2007)

Es por esto que se hace necesario el desarrolestdelios epidemiolégicos
acerca de los genotipos presentes en nuestra reglénla identificacion de las cepas
prevalentes segun la situacion geografica. De #staa, la documentacion que se
genera de estos sera de gran utilidad para el tdiiisde Salud Publica, y se podra
verificar la eficacia de la vacuna adquirida am® ¢enotipos circulantes, ya que las
vacunas comerciales estan producidas con gengiigo®minantes en otras partes del
mundo. Ello provocara una modificacion del compaorénto natural de la evolucion
del rotavirus, pudiéndose provocar de esta formgel@eracion de nuevas cepas del
virus. Otro punto que se debe considerar es largapoa de enfocarnos a obtener una

vacuna con genotipos que sea especifica paraftoges de la region.

51



1.7. Proteccion Inmune contra la Infeccién Natural

La mayoria de las infecciones sintomaticas, casspdarotavirus ocurre entre
los 3 meses y los 2 afos de edad, con una maydenaia entre los 7 y los 15 meses
siendo éstas mas severas que las infecciones agsnad infantes mas jovenes 0 nifos

mayores de 2 afos y adultos. (Dennehy, 2008)

El amamantamiento es la mejor proteccion inmunetuesfiere la madre al
nifio, ya que la leche materna es la fuente deumarpos, vitaminas y proteinas que
protegen al neonato de ésta y otras enfermedadeno Cesultado, la mayoria de
neonatos infectados por rotavirus tendrdn una mef@ad asintomética o el curso de
esta sera apacible. Una excepcion en el infante-4épmino es que tendra un mayor
riesgo de contraer una enfermedad severa, debid®@ falta transplacentaria de

anticuerpos. (Dennehy, 2008)

Después de la primera infeccion natural por roteyifos infantes desarrollan
una respuesta de anticuerpos neutralizantes en soatra el serotipo G de la cepa
infectante y en menor medida contra otros tiposj@damente estan protegidos en un
40% contra una enfermedad sintomatica subsecusnteduce la frecuencia de ataques
de diarrea y el 88% de los nifios estan protegidwstra gastroenteritis severa
indiferentemente si la primera infeccion fue sinftice o asintomatica (Dennehy,
2008). Esta primera exposicion induce no solo uespuesta inmune al serotipo
especifico involucrado (inmunidad homotipica), sine también induce inmunidad a
un alto porcentaje de serotipos de rotavirus adates (inmunidad heterotipica). Una
segunda, tercera y cuarta infeccién confieren poode progresiva, sin embargo si la re
infeccién es por una cepa con el mismo tipo G gu@rimera, su curso sera muy
probablemente asintomatico sugiriendo protecciémditpica. Con esto en mente, es
claro que la meta de la vacunacion contra rotavdelse ser imitar y hasta exceder la
respuesta inmune a la infeccidon natural. (Cast@0f4; Rondon, 2006 & Dennehy,
2008)
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VP6 es el antigeno inmunodominante ante la respueshunologica del
anticuerpo por una infeccion de rotavirus humare ptesencia de anticuerpos IgA e
IlgG en suero, estd considerada como un indicadommenidad después de una
infeccidbn o de la vacunacion. Altos niveles deliarmrpo IgA en el suero actian
intracelularmente en células de rotavirus infectadanticuerpos neutralizantes contra
antigenos VP7 y VP4 claramente juegan un papelaeprdteccion después de la
infeccidén del rotavirus natural (19), pero su pagrella inmunidad vacuna-inducido es
menos claro. Las vacunas de rotavirus tipo oral wous vivo actuales utilizan el
concepto que la inmunidad a los antigenos de sagede rotavirus es esencial o
importante para proteccion vacuna-inducido. Sin @&y, las vacunas que inducen
niveles bajos de anticuerpos en suero han sidcaces en ensayos de campo (Villena,
2003)

1.8. Relevancia de la Inmunidad Serotipo Especifica

Los seguimientos por periodos prolongados demunegtra un genotipo puede
predominar por largos periodos en una poblaciéouéb pareceria incompatible con un
rol exclusivo de anticuerpos tipo-especificos erprateccion. Sin embargo, algunos
estudios han sugerido que variaciones intragemasppodrian explicar este fenomeno
por lo que son necesarios mas estudios sobre ikadantigénica de los serotipos en
periodos prolongados. Desde un punto de vista mypidiggico, la aparicion de
especificidades emergentes sin causar enfermegadialsnente severa o desplazando
completamente a los serotipos previos ha sido pre&do como evidencia de
mecanismos protectores de reaccion cruzada enmoépss (inmunidad heterotipica)
(Castello, 2004).

Un caso especial lo representan las cepas P[4#52&;Uales causan brotes de
diarrea en nifios en edad escolar y en adultos &praporcidon mayor a la esperada de
acuerdo a su frecuencia epidemioldgica. Se ha islaggue estas diarreas se producen

por falta de proteccion heterotipica de largo téomya que los genotipos que con
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mayor probabilidad infectan a los individuos enposneros afios de vida (P[8]G1, G3,
G4) no comparten los antigenos de neutralizaciéd YR/P7 con los virus P[4]G2.
Alun mas, ambos conjuntos de virus son incluso niergkntes ya que pertenecen
generalmente a genogrupos distintos. El genoagougaduna técnica que permite
evidenciar relaciones de homologia entre distinggmas. Por este método los rotavirus
humanos se asignaron a tres grupos cuyos miemlmogparten gran homologia
(genogrupos): Wa like, DS-1 like y AU-1 like. Lagpas P[8]G1, G3, G4 y G9
pertenecen generalmente al tipo Wa y las P[4]GZysoeralmente tipo DS-1 por lo que
todas las proteinas de éstas ultimas (no solonlidgegmos de neutralizacion) comparten
bajo nivel de homologia con las primeras. Por estoconsidera que los rotavirus
humanos del tipo P[4]G2 podrian constituir un despéra las vacunas monovalentes.
(Castello, 2004)

En resumen, podria decirse que la inmunidad serafpecifica jugaria un
papel importante aunque no exclusivo ya que exastdencia de que la inmunidad
heterotipica es clinicamente significativa. El casés importante en el cual los
mecanismos inmunes serotipo especificos seriamntdatntes para la proteccién son
las cepas P[4]G2 del genogrupo DS-1. (Castello4200

1.9. Epidemiologia y Mecanismos de Transmision

1.9.1. Epidemiologia

El reservorio de la enfermedad son probablemente ks humanos no
habiéndose encontrado patogenicidad por virosieanexcepto para los grupos By C.
Los rotavirus de los grupos B y C detectados eaesskumanos son, al parecer, muy

diferentes de los encontrados en animales. (Paattadn2006)
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1.9.2. Mecanismos de Transmision

La forma primaria de transmision es fecal-oral,caumse han notificado bajos
titulos del virus en secreciones respiratorias rpsofluidos corporales. El virus es
estable en el medio ambiente por lo que la tranémiguede ocurrir a través de la
ingestion de agua o comida contaminada y mediahteomltacto con objetos o
superficies contaminadas. También la transmisideaaéor las gotas respiratorias, ha
sido sugerida ya que puede explicar algunas stinasien las que no hay transmision
fecal-oral durante brotes de diarrea por rotavilidemas, a pesar de que es raro,

también se puede producir la transmision a tragésamito. (Francat al, 2006)

El virus es transmisible durante la fase aguda y ta@&e mientras persiste la
excrecion y diseminacion del virus. Generalment@ dke detectarse a los 8 dias
después de la infeccion aunque, en pacientes intepnianidos, la excrecion se ha
notificado incluso pasados los 30 dias. La dosectiva es muy pequefia y el rotavirus
es excretado en grandes cantidades en las hecéss dafos infectados. Ambos
elementos contribuyen de forma importante a la atiatagiosidad del rotavirus.
(Pachoret al, 2006)

El patron de transmisidn nosocomial es por contdotrto o indirecto fecal-
oral. El principal vector de transmision son l@bajadores sanitarios. Los rotavirus se
encuentran en las manos en un 76-78% de los tcidvegmencargados de los nifios con
infeccion comunitaria por rotavirus. Ademas, elusires capaz de sobrevivir durante
dias en las manos y durante 1 a 10 dias en supsrfiecas y poco porosas en ambiente
con poca humedad. La elevada proporcion de podgadasintomaticos contribuye a la
rapida diseminacion del rotavirus (Pachebral, 2006). Su resistencia a la inactivacion
fisica mostrada en experimentos con rotavirus hosignanimales frente a diferentes
temperaturas puede ser una de las causas de mtefiransmisién. Un rotavirus de
ternera retuvo su infectividad en heces durantee3esia temperatura ambiente. Otras
observaciones que sugieren la contaminacién anabiemtno fuente de infeccion son la
persistencia de infecciones en guarderias. TamBi¢nhabilidad en retener su
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infectividad una vez desecado en superficies bajeremhites condiciones puede
contribuir a su transmision. Una humedad relatitea @uperior al 80%) resulta en una
rapida pérdida de infectividad en rotavirus humardsa desinfeccion efectiva del
material contaminado y una cuidadosa limpieza dentanos constituye de las mas
importantes medidas para evitar la transmisionadmfleccion por rotavirus (Villena,
2003).

Ciertos rotavirus animales comparten antigenosedéalizacion con rotavirus
humanos y que ciertos rotavirus animales hayanctede® humanos refuerza esta
hipétesis. De todas formas este tipo de transmisi@nespecie parece ser muy rara en
la mayor parte del mundo, aunque la cepa humanadbaeassortant 1321 o una
humana-porcina reassortant parecen ser endémica@eas como India y Brasil

respectivamente. (Villena, 2003)

El periodo de incubacion es de 24 a 72 horas, mdoidas manifestaciones
clinicas desde infeccidén asintomatica a enfermegade. La enfermedad se caracteriza
por vomitos y diarrea acuosa que dura unos 3 asf§ don presencia con frecuencia de
fiebre y dolor abdominal. La duracion de la enfetatkes de 3 a 9 dias y la estancia
media de hospitalizacion requerida en los casodedhidratacion severa es de 4 dias.
(Pachoret al, 2006)

1.10. Poblacién en Riesgo

La poblacién en riesgo son los nifios entre 0 yds afé edad, pero el riesgo de
deshidratacion es mayor en los 2 primeros afosidie €omo demuestran muchos
estudios de prevalencia de anticuerpos en suermalgoria de las infecciones por
rotavirus ocurren durante los primeros 3 afios da,\8iendo la maxima incidencia de

infeccidn entre los 6 y 24 meses de edad. (Gla&8)2
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El riesgo de hospitalizacion en la infeccion neahasta asociado con el bajo
peso al nacer y la prematuridad; otros factoregiados son el género masculino,
madre fumadora y madre menor de 20 afios. (Pattabn2006)

El riesgo no parece variar segun diferentes zoeagrgficas, pero se sugiere
gue las desventajas socioecondmicas y la prematlisdn un riesgo afadido a la
hospitalizacion por diarrea, siendo mucho mas &etm ésta Ultima en el caso de la
infeccidbn nosocomial, donde una de los factoregielyo asociado es la infeccion
cruzada entre el personal sanitario, y el incremdatinfeccién por personal no médico
en los hospitales (Pachénal, 2006).

La higiene ambiental es también un factor a consideEomo se demuestra en
el caso de la infeccidon cruzada nosocomial (Paeh@h, 2006). Entre los adultos se
han descrito brotes en centros geriatricos, faresiy personal sanitario que trabaja en
maternidades y unidades neonatales y personas aueprimidas. (Pachéet al,
2006).

1.10.1 Morbilidad y Mortalidad

Hasta el descubrimiento de los rotavirus, solo eguefia porcion de
gastroenteritis graves en nifios y neonatos podiaredacionada con un agente
etiolégico. Sin embargo, con la acumulacion de digtu epidemiolégicos tanto en
paises desarrollados como en vias de desarroligué@dado establecido que RV es uno
de los principales agentes etioldgicos de gasteoéistgrave infantil en todo el mundo
(Villena, 2003).
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1.11. Estacionalidad

En los paises de clima templado la enfermedad tienpatron estacional de
predominio en invierno, con epidemias anuales gémente entre los meses de
noviembre y abril. En climas tropicales, los brosesproducen todo el afio, con un

ligero ascenso en los meses mas frios y secosig¢igesd, 2003).

1.12. Curso Clinico de la Infeccion

La infeccidn por rotavirus esta precedida por uriopge de incubacion de 24-
72 horas. Los sintomas oscilan desde fiebre, voynitiarrea acuosa sin sangre de corta
duracién, hasta gastroenteritis severa con desaaiba considerable y acidosis, que
pone en peligro la vida, secundaria a pérdidawdd$ gastrointestinales. La infeccion
también puede estar acompafada por sintomas tespisa como tos y resfrio. La
deshidratacion severa puede causar la muerte spaelente no es tratado
adecuadamente. También son comunes fiebre y dottumainal. EI vomito y la fiebre
ceden dentro de los primeros 2-3 dias de la enfladiemientras que la diarrea suele
persistir por 5-8 dias. La infeccion es usualmeant®limitada en nifios con un sistema
inmune normal y saludable y un nivel de nutricidie@ado (Rondon, 2006; Sociedad
Argentina de Pediatria, 2003)

La infeccion primaria por rotavirus frecuentemepte la mas severa y las
infecciones subsiguientes, causan sintomas pregmasnte mas benignos. En realidad,
después de una segunda infeccién, virtualmentes tledonifios estan protegidos contra
gastroenteritis severa por rotavirus y la mayostare protegidos contra cualquier
gastroenteritis por rotavirus. Aparte de la gastremtis, otros rasgos clinicos de la
enfermedad por rotavirus incluyen la exacerbac®anbrexia y depresion. También se
ha observado una elevacion transitoria en las exwinepaticas con la infeccion por
rotavirus. Ademas, han sido asociados con las difiees por rotavirus sintomas

sistémicos, circulatorios y respiratorios (Rond2006)
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1.13. Diagnostico

Para el diagnéstico, al no haber ningun rasgocdi caracteristica de las
deposiciones que sea especifico de este agernitegetiy es necesario la confirmacion
de la infecciobn con la deteccion del rotavirus as heces. Los nifios infectados
eliminan un alto nimero de particulas virales enHeces, pudiendo haber excrecion
viral en pacientes inmunocompetentes hasta 10 déspués de la aparicion de
sintomas. El diagnéstico de gastroenteritis poaviais se realiza mediante diversas
pruebas comerciales de ELISA y de aglutinacion, dasles tienen como base la
deteccion de un antigeno especifico, comun a témgotavirus del grupo A, las
pruebas de latex son mas sencillas y econOmicas gmseen baja especificidad y
sensibilidad. Por tal motivo, las técnicas de ELEA las pruebas de eleccion. (Pachon
et al, 2006 ; Sociedad Argentina de Pediatria, 2003)

Otras técnicas, como aislamiento viral, microscegbéetronica, amplificacion
e hibridacion de acidos nucléicos, electroforesisiltvo, se usan normalmente sélo en

investigacion debido a su complejidad y altos cogiRachoret al, 2006).

1.14. Exadmenes Complementarios

Los inmunoanalisis enzimaticos (EIA, PCR) nos ptemiidentificar los
rotavirus del grupo A, con una especificidad y #@ldad de un 90%. A través de
ELISA se pueden identificar antigenos del virudigina de capside VP6) en muestras
de materia fecal. También se puede conocer la igéigatcion por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para los genotipos G y B.dasos dudosos se pueden estudiar
con microscopia electronica de heces, electro®m@si RNA e hibridacion de acidos
nucléicos (Tamayet al, 2007).
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1.15. Tratamiento

El tratamiento de la gastroenteritis por rotaviegssintomatico, encaminado a
prevenir y tratar la deshidratacion secundariar@tgso. Para ello se indica el inicio de
forma precoz de aporte de liquidos en forma decgwiurehidratante oral, que, ademas
de corregir el déficit hidrico existente, aseguneaporte adecuado de electrolitos frente
a las pérdidas mantenidas por vomitos y diarrealo&ncasos con incapacidad de
ingesta de liquidos por boca, deshidratacion goaaéectacion clinica importante sera
necesario el ingreso hospitalario y la administnaae fluidoterapia intravenosa y, en

ocasiones, alimentacion parenteral (Paci@h, 2006)

En la actualidad se indica el comienzo precoz daitaentacion habitual del
nifo para favorecer la nutricion y la recuperacfancional del enterocito. En los
estudios realizados administrando inmunoglobulinesles y probidticos como los
lactobacilus se ha objetivado un efecto beneficamsoacortamiento del cuadro clinico

y del periodo de excrecién viral (Khetawat, 2002)

Como en todas las infecciones virales, los aniimét son inapropiados y
actualmente no hay agentes antivirales efectivo@el rotavirus (Rondon, 2006).

Se han realizado estudios en los que se ha usaldidfiros en el tratamiento y
prevencion de las diarreas, con resultados prometsd(Sociedad Argentina de
Pediatria, 2003).

1.16. Prevencion

Se cree que la inmunidad pasiva por la transfesetheianticuerpos maternos
transplacentarios y la lactancia materna juegarpajel en la proteccion contra la

enfermedad por rotavirus en recién nacidos. Edtgea es apoyado por hallazgos de
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numerosos estudios que indican que los lactantesualen desarrollar enfermedades
severas por rotavirus durante sus primeros seiesnds vida. Por esta razén es
altamente recomendable la lactancia materna, paitaid la exposicion a rotavirus (y

otros patdégenos que afectan el tracto intestigaljjue se considera que la alimentacion
con biberén en lactantes ha sido asociada con mer#o en el riesgo de infeccion, en

un estudio realizado en Inglaterra. (Rondon, 2006)

Rigurosas practicas de control de infecciones éeljmnes de hospital pueden
ayudar a prevenir infecciones intrahospitalarias n@bavirus en pacientes jévenes o
susceptibles por otras causas. En centros de auidianino y jardines de nifios, la
desinfeccion rutinaria de areas de juego Yy juguleteta los riesgos de exposicion, lo
mismo que el lavado frecuente de manos del persolaal nifios. (Rondon, 2006) Los
nifos con diarrea por RV, en los que sus hecesiadgn ser retenidas por los pafales o
por el uso del bafio, deben ser excluidos de caneula guarderia hasta que finalice la
diarrea (Sociedad Argentina de Pediatria, 2003)

Aungue el mejoramiento en la higiene, abastecimieet agua y eliminaciéon
de aguas residuales puede llevar a una reducciéhreimero de casos de la infeccion
severa por rotavirus, COmo se expuso previamemtsgrhejanza en la incidencia de la
enfermedad en paises en desarrollo y paises désdososugiere que el problema no
sera controlado por esas medidas. Realmente, a daua magnitud de la carga para la
salud mundial atribuida a la enfermedad por roteyiel desarrollo de vacunas contra
rotavirus es la estrategia de primera linea pamdaencion (Weekly epidemiological
record, 2006)

Hoy en dia existen sobradas evidencias de que éaamsmos de prevencion
de las diarreas son distintos para las diarreasdesiry las de origen bacteriano. Estas
tltimas pueden ser controladas mejorando el madlmemte y la calidad de agua que
se consume. En cambio, las de origen viral no exténiadas a la calidad de vida y la

proteccion contra ellas surge de la memoria innagica.
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1.17. Problematica de la Vacunacion

En primera instancia, los motivos para lograr launizacion contra rotavirus
esta dado porque la infeccién ocurre por igual aisgs desarrollados y en vias de
desarrollo, controles y mejoras en la higiene anthleno controlan la infeccion, la
mayor mortalidad ocurre en comunidades pobres soasa cobertura meédica. Es una
enfermedad de alto impacto familiar, social y eeoiwd y no hay disponible un
tratamiento antiviral efectivo (Sociedad ArgentiteaPediatria, 2003).

Con base en esta epidemiologia y debido a la gmatidad de muertes a nivel
mundial a causa de la gastroenteritis severa ihfeanisada por rotavirus, la Unica
medida de control que tendria realmente un impsigtdficativo en la incidencia de la
enfermedad seria el uso de una vacuna efectivae{&hgl, 2007). De entre todos los
serogrupos, los rotavirus grupo A son los realmenportantes desde el punto de vista
de la salud publica, ya que infecta a nifios y ascidle muchos animales. La
recomendacion de la OMS y de otras instituciones da favorecer fuertemente el
desarrollo de una vacuna contra rotavirus; sin egthaino de los factores limitantes
para el éxito de una vacuna es la inestabilidaslidgenoma, ya que se inducen cambios
constantes de serotipo/genotipo, ademas existeideacruzada entre algunos antigenos
de rotavirus de diferentes serotipos (Ramétett, 2007; Villena, 2003)

Se ha demostrado que solo los virus de cadenas |bgesd replican
eficientemente, por lo tanto, con base en el grinclener, se ha experimentado con
cepas de rotavirus vivos, atenuados y antigéniceamretacionados pero de origen no
humano. Esta aproximacion se baso en la teoriaieléag cepas de rotavirus de origen
animal y humano compartian un antigeno de grupounom conferia proteccién
heterotipica (Villena, 2003).

La primera vacuna desarrollada en bovinos fue R3T4Que contenia la cepa
combinada P6[1]G6, mostrando un alto nivel de pmésm en Finlandia; sin embargo,
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Su proteccion contra la diarrea severa por rotavira fue eficaz en paises en vias de
desarrollo. Una segunda vacuna bovina (WC3) sgidlidontra el serotipo P7[5]G6 y
mostré buena tolerancia en infantes entre 5 y l$emale edad, no obstante se
observaron niveles variables de proteccion depeddiale la region geogréafica en
donde fue probada. Posteriormente, una terceransactal tetravalente, generada por
coinfeccién de cultivos celulares con cepas devims de simios MMU18006
conteniendo la combinacion P5B[3]G3que compartigpeeificidad neutralizante con
las cepas de RV humanos G3, ademas crecia facgneentcultivo celular, pero los
nifos vacunados presentaban una gran reacciod (fas de fiebre tras la vacunacion)
(Ramirezet al, 2007; Villena, 2003 & Castellet al, 2006).

Actualmente, una vacuna atenuada monovalente PID2§8 produjo a partir
de un ovino en Lanzhou, China. Esta cepa se atdesigués de varios pasajes en un
cultivo celular. Un ensayo de pre licenciatura sigid contra esta vacuna, la cual fue
administrada a nifios de 6 a 24 meses en una ssig, gose observo una respuesta
inmune favorable sin efectos adversos. No hay mirdato disponible a cerca de los

ensayos aplicados después de aprobar esta va@astel(oet al, 2006)

Las siguientes generaciones de vacunas fueron adiaefide manera que
incluyeran mas de un serotipo. La capacidad deokasirus de mezclar sus fragmentos
gendmicos (reassortar) durante infecciones mixtagitro permitia la produccién de
vacunas reassortar o aproximaciones de vacunagrignas modificadas (Villena,
2003)

En Agosto de 1998 se licencié en Estados Unidosalzuna tetravalente
reassortant de rotavirus humano y simio RRV-TV.aBsicuna se componia de una
mezcla de cuatro cepas de virus, representandeefms mas comunes de los G-tipos
vistos, entre ellas, las cepas de origen humanpGRl G4 fueron sustituidas en el gen
VP7 de la cepa RRV, y la cuarta cepa era el gemdBf de simio. RRV-TV fue
extensamente evaluada en los programas de vaconatamtiles en Estados Unidos,

Finlandia y Venezuela y después de la inmunizadéncasi 1 millon de nifios, la
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eficacia de esta vacuna fue determinada de 88% gdemmedad grave y 48% para
enfermedad leve. Entre las reacciones adversastal@as se encontraba hipertermia
mayor a 28°C en el 15% de los pacientes y mayd@°@ 8n 1 a 2% de los mismos,
diarrea en el 3% de los casos e intususcepciorrgobsn del intestino debido a una
invaginacion de éste) en el 0.05% de los nifiosunados. El riesgo mas grande de
intususcepcion se encontraba entre los dias 3wad@a primera de las tres dosis orales.
La vacuna fue retirada del mercado 9 meses desgj@ldsicio de su comercializacion
por la FDA por su probable asociacion con invagioragntestinal. (Villena, 2003;
Sociedad Argentina de Pediatria, 2003, & Denneb382

Esta situacion llevd a que para la aprobacién devami vacunas contra
rotavirus se exigiese que los estudios incorporasEnde 65000 voluntarios antes de su

aprobacién por los organismos de control (Socigdgéntina de Pediatria, 2003).

1.17.1Vacuna Monovalente Rotarix

Es una vacuna atenuada de RV, originalmente fuar#iada en Cincinati,

OH, por un pasaje de cultivo de células de undastie rotavirus humano tipo silvestre
(89-12), la cual contenia el serotipo G1 y el gguoP1A[8]. La vacuna ademas fue
desarrollada por Avant Immunotherapeutics y licedaipor la compafia farmacéutica
Glaxo SmithKline Biologicals S.A, quien la modifip@ra clonarla por pasajes en tejido
celular, resultando la vacuna, RIX 4414 (RotareQuitando mas atenuada que la cepa
original (89-12). Los ensayos de seguridad, inmashig eficacia fueron desarrollados
en Finlandia. (Pachdat al, 2006; Dennehy, 2008)

Posteriormente fue probada en 11 paises de AmEaittaa y Finlandia. La
vacuna fue administrada en dos dosis orales & lpsa los 4 meses de edad, con

reacciones similares a las del placebo en térnmdad&bre, diarrea y vomito.
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Un subconjunto de 20000 infantes del ensayo fueitoreado para evaluar la
eficacia de la vacuna. Los resultados demostraromproteccion de 85% ante una
gastroenteritis severa por rotavirus, y de un 1G0%e episodios de deshidratacion
severa. La vacuna demostro ser eficaz ante la pegwrede gastroenteritis de cualquier
severidad causada por el serotipo G1 predomin@a8 de eficacia), G3, G4 6 G9
(88% de eficacia) y para el serotipo G2 (44% deaefa). Aunque Rotarix no era eficaz
contra el serotipo G2 en la fase lll del ensaygnificé una proteccion cruzada contra
los serotipos no-G1 y no-P[8] mostrando mayor efec#81%) contra la cepa P[4]G2.
Este hallazgo fue confirmado por un reciente ensayopeo. En ese estudio, la eficacia
contra el gastroenteritis del rotavirus de cualqueeveridad fue del 79%, contra
rotavirus severo fue del 90%, y contra la hosgitalion debida a rotavirus fue del 96%.
La vacuna tiene una eficacia de 96% contra la €JR[8] y 88% contra no-G1P|[8]
(Dennehy, 2008).

Rotarix fue licenciada en México y Republica Doroaria en el 2004. En
Mayo del 2007 fue aceptada en América Latina, Eardysia y Africa. Adn no se
aprueba en los Estados Unidos; sin embargo, eétéaite se encuentra en discusion de
la fase tardia con la FDA con respecto a la liGede la vacuna para el mercado de los
EE.UU (GlaxoSmithKline, 2007)

El esquema de vacunacidén son dos dosis dadas raaiote de al menos 4
semanas, la segunda dosis debe ser administraeka dalas 24 semanas de edad. La
vacuna no debe administrarse a nifios inmunodeposr(idcluidos en este grupo nifios
infectados con VIH) ni tampoco a nifios con unadhigtprevia de intususcepcion
(GlaxoSmithKline, 2007). Deben extremarse las meslide precaucién en los nifios
que vayan a ser vacunados y que convivan con @esomunodeprimidas, por la
posibilidad de transmision del virus vacunal. Law@acion debe posponerse en el caso
de que el sujeto presente fiebre o vomitos en ehembo de la vacunacion. La lactancia
materna puede reducir la respuesta inmunitaria Rowadente, sin embargo no existen

evidencias clinicas que demuestren una reducciden gi®teccion (Pachaet al, 2006).
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La vacuna monovalente puede administrase concaertemte con cualquiera
de las siguientes vacunas monovalentes o combinadzsidas las vacunas
hexavalentes (DTPa-HBV-IPV/Hib)]; DTPw, DTPa, HiBV, HBV. No obstante, no
se han presentado resultados de la administra@aosomitante con la vacuna de
meningitis C (Pachod al, 2006).

Con respecto a las reacciones adversas observadas @listintos ensayos
clinicos, tanto si la vacuna era administrada eata-administrada con las vacunas del
calendario vacunal, la incidencia de diarrea, vosjitpérdida de apetito, fiebre e
irritabilidad no resulté diferente en el grupo geeibié la dosis y el grupo placebo.
Tampoco se encontré un incremento en la inciden@averidad de estas reacciones

tras ser administrada la segunda dosis (Aetgal 2006).

1.17.2Vacuna Pentavalente RotaTeq

Actualmente la reasociacion de rotavirus humanoiahipara el uso como
vacunas incluia ambos genes VP7 0 VP4. Inicialmgifé era considerada como el
antigeno mas importante para la induccion de peaiiec por consiguiente la re
asociacion de rotavirus humano-animal para el mseagunas como RRV-TV incluia
solo el gen VP7 humano para proveer respuesta ienRosteriormente, VP4 también

fue considerada como inductora de proteccion. (Beyn2008)

RotaTeq es una vacuna atenuada pentavalente gtieneocepas re asociadas
de RV humano y bovino. Cuatro cepas de rotaviruedmo expresadas en la proteina
VP7 (G1, G2, G3 y G4) y la proteina de atadura PA¢5RV bovino de la cepa WC3.
La quinta cepa expresada en la proteina de ataui1A[8] de RV humano y la
capside externa conteniendo G6 de RV bovino. (Denri008) Figura 1.12

66



Bovine (WC3) Rotavirus

G1,.P[B] Human G2 Human G3 Human G4 Human
Rotavirus Rotavirus Rotavirus Rotavirus

; {8
| Yaa st
ik

P[8]

Figura 1.12Gréfica de la reasociacion cepas de RV humano ybaorcluidas en la

vacuna pentavalente RotaTeq. Fuente: (Dennehy,) 2008

La vacuna es producida por la Compafia FarmacéMearak Research Co,
fue probada en 356 sitios del mundo durante 20@%:2fdrmaron parte del estudio los
siguientes paises; Bélgica, Costa Rica, Finlad@mnania, Guatemala, Italia, Jamaica,
México, Puerto Rico, Suiza, Taiwan y Estados Unidoas del 80% de los sujetos
pertenecian a Estados Unidos y Finlandia. El ensayoyd mas de 70000 nifios y fue
disefiada principalmente para evaluar la segurdtada vacuna con respecto a la
intususcepcion pero también para evaluar la indathly eficacia de la vacuna con
respeto a la severidad de la enfermedad y al nunderchospitalizaciones por
gastroenteritis viral. El riesgo de intususcepcide evaluado 42 dias después de la
primera dosis en la fase lll del ensayo. Seis cdeastususcepcion fueron observados
en el grupo RotaTeq, comparado con los 5 casastalguscepcion en el grupo placebo.
Los datos no sugirieron un aumento en el riesgoidiisuscepcion por la vacuna
relacionados con el grupo placebo. No se confirmaesos de intususcepcion antes de
los 42 dias, periodo en el cual se encontré efjoigsas alto para la vacuna RRV-TV
previamente autorizada. (Pactebal, 2006; Angekt al, 2006 & Dennehy, 2008)
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RotaTeq demostré aumentar el titulo de IgA en sudroual fue un referente
de la inmunogenidad de la vacuna, también indic@feaz previniendo gastroenteritis
de rotavirus de cualquier severidad causada predo@mente por el serotipo G1
(75% eficacia) y G2 (63% eficacia). Habia una tewcde hacia la proteccion de
serotipos restantes, (83% de eficacia para G3, d@%ficacia para G4, y 65% eficacia
para G9) (PATH, 2006).

Aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentte EE. UU (FDA) en
Febrero del 2006., es una vacuna de virus vivoseptada en un tubo pre-cargado.
Cada dosis esta constituida en un volumen de 2 falnyinima potencia por dosis de
cada uno de los reasociados es 2.2 x106 unida@esimsas (IU) para G1, 2.8 x106 U
para G2, 2.2 x106 IU para G3, 2.0 x106 IU para G2.3 x106 IU para P8. La
administracion es por via oral. La vacuna tienepenodo de validez de 2 afos
almacenada entre 2-8° C (Paclebal, 2006).

El esquema de vacunacion son tres dosis dadasm@alus de al menos 4
semanas, con la primera dosis administrada ersti@ yal2 semanas de edad. La vacuna
no debe administrarse a nifios inmunodeprimidosbemlextremarse las medidas de
precaucion en los nifios que convivan con personasunodeprimidas, por la
posibilidad de transmision del virus vacunal. Lawsa no estéa indicada para nifios que
tengan hipersensibilidad a cualquiera de los compi@s de la vacuna. Los nifios que
tras recibir la primera dosis de vacuna desarraliea sintomatologia sugestiva de
hipersensibilidad no deben recibir mas dosis deaRs. Tampoco debe ser
administrada a nifios con una enfermedad agudal,felora nifios mayores de 12
semanas ya que no hay datos suficientes que aeaseguridad de la vacuna después
de la primera dosis (Franas,al 2006).

Al analizar los datos, la gran mayoria de casosespondieron al serotipo G1
y por lo tanto, no es muy sorprendente que la @fcestimada para G1 estuviera muy
cercana a la eficacia calculada para todos los scade gastroenteritis

independientemente del serotipo encontrado. Coiesigmente, aunque la indicacion
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es la prevencion de gastroenteritis causadas porséwotipos G1P1[8], G2P[4],
G3P1[8], G4P1[8] y G9P1[8], unicamente puede afiemajue existe eficacia frente al
serotipo G1 puesto que para el resto de serotipcseraportan casos suficientes que

puedan justificar la misma (Merck, 2006).

La eficacia para las diarreas graves producidafkpoiue del 85%, llegando a
ser del 100% en los casos mas severos. 91% pa@6@ilpara G3, 100% para G9. Se
observé un 86% de eficacia contra hospitalizacigoeggastroenteritis de RV y el 42%
de reduccién global de hospitalizacion por odas#asas de diarrea. La eficacia es del
90% para la diarrea grave en general y 70% parastéas diarreas por rotavirus
(Sociedad Argentina de Pediatria, 2003).

Tabla 1.6 Comparacién entre vacunas licenciadas.

ROTARIX ROTATEQ
« Vacuna monovalente G1[P8] « Vacuna pentavalente P8, G1,
e Virus vivos atenuados humanps G2,G3,G4.
antigénica de 5 virus humana|— < Virus atenuados genética
bovina recombinante.
e 2dosis. * 3dosis.

» Eficacia contra cualquier forma de < Eficacia contra cualquier forma de
diarrea 73 a 90%. diarrea 74%.

» Eficacia contra gastroenteritis por < Eficacia contra gastroenteritis por
rotavirus grave 85%. rotavirus grave 98%.

» Virus que se excreta en las heces. ¢ Excrecion en las heces del 6,8%

* Respuesta inmunoglobulinas IgA ¢ Respuesta inmunoglobulinas IgA
sérica y en heces. sérica y en heces 94% de respuesta

y 83,8% incremento de 3 veces |os

niveles de IgA después de |al

menos la primera dosis.

Fuente: Tamayet al, 2007
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1.18. Situacién en otros paises

Con respecto a la vacuna monovalente, ademas dke |l autorizacién
europea, se han obtenido otras 33 licencias en ébdoundo (16 de ellas en paises
Latinoamericanos incluyendo Brasil; Filipinas y @pur son los primeros paises
asiaticos en conseguir la autorizacion). Recienteendrasil, Panama y Venezuela han
incluido la vacuna frente a rotavirus en sus cadéod de vacunacién nacionales al
igual que hizo México en el afio 2005. (Glakal, 2006) En Ecuador esta vacuna se la

administra desde hace 6 afios.

Con respecto a RotaTeq, ademas de la de la awidnizauropea, ha sido
autorizada su comercializacién en los Estados Wnmw la American Food and Drug
Administration (FDA). Asimismo la compafiia ha praselo en mas de 50 paises del

mundo las correspondientes solicitudes de liceleachoret al, 2006)

Evaluando la accién de las vacunas que se enconestr&l mercado, se ha
realizado un gran progreso en el campo virolodimobstante, el desarrollo de nuevas
vacunas que complementen los desafios actualegyrarigj la calidad de vida y
ayudaria a disminuir la mortalidad en paises es @édesarrollo; sin embargo no son
suficientes los conocimientos acerca de los meeerssde patogénesis del rotavirus.
(Angelet al, 2007)

Por otra parte, se estan estudiando estrategedativas de nuevas vacunas
para rotavirus, como inmunizaciones parenteralggmngnteral-mucosal (mixtas) en
monos y cerdos, y vacunas intra-rectales en ratdfredablemente, estas estrategias
eviten o disminuyan el riesgo de intususpeccionigas en periodo neonatal (Hbal,
2007).

Como desafié futuro se puede pensar en el desadelvacunas quimicamente
definidas, ya que se podria entender el funcionatmiele las células T las cuales
confieren proteccion ante este virus. Estimulaadd la inmunidad de la mucosa

intestinal y linfocitaria. (Parez, 2007)
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Participantes

La presente investigacion fue realizada dentroaderistalaciones del Centro
de Biomedicina de la Universidad Central del EcuaBacultad de Ciencias Médicas;
se contd con el uso de las instalaciones, equipagigtacion de materiales y reactivos
necesarios para el desarrollo del estudio; se ammda participacion de: Dr. Enrique
Teran, Dr. Juan Arbiza como colaboradores cientficadicionalmente se tuvo la
colaboracion de diferentes casas e institutos lde gablica.

3.1.1. Instituciones

Centro de Biomedicina, Universidad Central del ElonaQuito- Ecuador.

Hospital “Enrique Garcés”, Quito- Ecuador.

Hospital de las “Fuerzas Armadas”, Quito- Ecuador.

Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo”, Quiodador.

Instituto de Medicina Tropical “Leopoldo Izquietérez”, Quito- Ecuador.
Hospital Materno Infantil “Patronato San José”, iQuEcuador.

Hospital de “Los Valles”, Quito- Ecuador.

Hospital “Alfredo Dominguez”, Santo Domingo de bsachilas- Ecuador.
Laboratorio Certificado “NetLab”, Quito- Ecuador.
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3.2. Zona de Estudio

3.2.1. Trabajo de Campo

Dada la alta concurrencia y diferente procedeneipatientes a cada una de
las instituciones participantes, se han podidoleetar muestras de heces diarreicas de
nifios de 0 a 5 afios de diversas provincias deldecuabarcando asi las regiones costa,
sierra y oriente. El periodo de recoleccion de nrasse efectud desde Enero del 2008
a Marzo del 2010.

3.2.2. Trabajo de laboratorio

El almacenamiento de las muestras de heces, agsitomde su RNA y proceso
de amplificacién se realiz6 en el Laboratorio del&jia Molecular del Centro de
Biomedicina, Universidad Central del Ecuador, SmdN14-121 e Iquique, Quito,

provincia de Pichincha, Ecuador.

3.3. Periodo de tiempo de Investigacion

Las muestras han sido recolectadas desde Ener2008| hasta Marzo del
2010. Todas las muestras han sido extraidas sdesaciucléicos y corridas por
electroforesis, y de un total de 168 muestras, &2 $ido procesadas por RT-PCR,
tomando un tiempo de un afio para la obtencion sidtaglos e interpretacion de los

mismos.

Fecha de inicio: Julio 2009
Fecha de término: Abril 2010
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3.4. Disefno Bioestadistico

Los datos obtenidos, seran ingresados en una legjiémica desarrollada en
Microsoft Excel, a partir de la cual se procederéa aealizacion de la estadistica

descriptiva de las variables cualitativas y cuattias.

Para el desarrollo de la estadistica inferencte,datos seran trasladados al
paquete para analisis estadistico Instat GraphPa8.05, teniendo planificada la
utilizacién de la prueba t de student para lasabdes cuantitativas y de Chi cuadrado
para las variables cualitativas.

Se propone un estudio de tipo descriptivo, en al sa incluiran un total de
115 muestras fecales de nifios previamente vacurmads rotavirus, y que presenten

la reincidencia de la enfermedad.

3.5. Tamano de la muestra

Para la determinacion de este grupo de estudiajle® la formula de tamafio
de muestra para la estimacion de proporciones giobkles, tomando en cuenta una

precision del 95% y un poder del 80%

Cuadro 2.1Férmula para determinar el tamafio de la muestra

N*p*q*zz
n=
(N—1) % al $psgqsz’
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Donde:

N = poblacion ecuatoriana (300000)2

p = proporcidon sujetos vacunados con rotavirsstivo (8%)
q= 1-p

z = nivel de confianza (1.96)

e = error maximo (5%)

300000+ 0.08+0.92 +1.96°
n=
(300000 — 1)+ 0.05% +0.08 =+ 0.92 = 1,967

n=115

3.6. Hipotesis

Nifios menores de 5 afios previamente vacunadosacartavirus, presentan
reincidencia de la enfermedad, debido a un serdligtinto al contenido en la vacuna

“Rotarix”.

> Datos obtenidos seguin revisién bibliogréfica prefmrada segln experiencia.

74



3.7. Operacionabilidad de variables

VARIABLES
MODULADORAS

Edad

Severidad gastroenteritis

Tiempo postvacunal

|

VARIABLE VARIABLE

INDEPENDIENTE >

Diarrea por rotavirus

DEPENDIENTE

Serotipos rotarivus

3.8. Procedimientos

El estudio se inici6 con la informacion basica pielyecto de investigacion y
el pedido formal para la recoleccion y preservadémuestras a los directores de cada
institucion participante. Las muestras de inteugsdn heces diarreicas de nifios de 0 a
5 afios de edad. Las jefaturas de cada institu@éticipante se encontraban provistas
del material de recoleccion estéril. Las muestnasron guardadas en una caja
etiquetada con el nombre del proyecto y almacenadé€.
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3.8.1. Codificaciéon de los individuos participantes

Los cédigos se asignaron en forma ordenada y asetmdde acuerdo al
avance en la recoleccion de las muestras. El codegignado para cada paciente

consistié en una numeracion arabiga de tres djglesie 001 hasta 168.

3.8.2. Conservacion y transporte al laboratorio

Las muestras fueron conservadas en refrigeracioal éaboratorio de cada
institucion hasta retirarlas, los viales se transpon en un contenedor aislante del
calor, conteniendo paquetes de gel congelanteekpropésito de garantizar la cadena
de frio (4°C) hasta llevarlas al Centro de Biomiadic

3.8.3. Almacenamiento de las muestras

El almacenamiento de las muestras fue diferenciaa® muestras sin disolver
fueron etiquetadas y colocadas en una caja en agtemdente, conservandolas a -70°C
para posteriores investigaciones. Mientras que maraliagnostico molecular, se

resuspendio las muestras en PBS 1X y se las alac&9°C.

3.9. Extraccion de Acidos Nucléicos

Para la extraccion de acidos nucléicos de las mase$ecales, primero se
rotulo el vial con el codigo del paciente; se sumgjo la materia fecal al 15% en PBS,

se homogenizo en vortex hasta obtener una solucidarme, se recolecté 200 ul de la
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suspension en un tubo eppendorf, se agregé 500 Tulizbl® y 100 ul de Cloroformo,

se mezcld por 15 segundos y se dejo 3 min en rgmusteriormente se centrifugd por
15 min a 12000rpm. Se recupero la fase acuosaretutto (sin recoger interfase) y se
agrego 250ul de isopropanol, se mezclo gentilmgrde dejé en reposo durante 10
minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugante 10 minutos a 12000rpm, se
descarté el sobrenadante y se afiadio 1 ml de efb¥l, se realizd una nueva
centrifugacién durante 2 minutos a 12000rpm, dedret sobrenadante y se deshidraté
la muestra a 3T por 10 minutos, se resuspendié en 30 pl de agpédled agua DEPC

previamente pre calentada £#65

3.10. Electroforesis de la extraccion de acidos nucléices gel de Agarosa al 1%

Para la deteccion del ARN viral de rotavirus sect@®8pl de la extraccion con
2ul de buffer de carga (Blue Juice, PCR buffer)sembrd la mezcla en un gel de
agarosa (Ultra Pure Agarose, Invitrogen) al 1% quobn un marcador de peso
molecular de 100pb (Tracklt™ 100pb DNA Ladder), realiz6 la electroforesis
(GelXLUIltra V-20, Labnet) en buffer TBE 1X a 100Wmnte 30 minutos. De esta
forma de identific6 la presencia del ARN genomiamn csu patron de migracion

caracteristico.

3.11. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction parVP7

3.11.12 Primer Round

Se mezcld 5ul de la extraccion de &cidos nuclétoos 1l de la mezcla de
primers (Beg+ y End-) cada uno a una concentraciénlOuM (IDT) para la
amplificacion de una region de la proteina VP7 @a2.1); se incubd a 97°C por 7min
en un termociclador Perkin Elmer 2400; inmediatai@ee llevo a hielo por 3 minutos,

y se mezclo con 44ul de la Mix que consistia dem®® Buffer PCR 10X Tris-HCI,
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1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTPs, 0.1M DTT, 200U/ul Supeift Ill Reverse
Transcriptase (Invitrogen), 5U/ ul Tag polymeragevifrogen) y RNAase OUT
(Invitrogen). Las condiciones de reaccion fuerama vetrotranscripcion a 42°C por 60,
seguida de 94°C por 3 minutos; 30 ciclos de deaeitum a 94°C por 1 minuto,
alineamiento a 50°C por 1 minuto, y extension a&7@8r 2 minutos y una extension
final a 72°C por 7 minutos (Gouvetal, 2006).

Cuadro 2.1Secuencias de los primers, posiciones de alineégomnyeongitud del

fragmento amplificado para la proteina VP7.

. , Posicion | Fragmento
Primer Secuencia o
Nucleotidica (pb)

°GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT

Beg (+) , 1lal28
CTG G
- 1062
GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT
End () AAGS 1036 - 1062

3.11.2.Segundo Round

Luego de realizar la retro-transcripcion (primeunnd) de la proteina VP7, se
obtiene un producto amplificado (1062bp), el cualvsa de blanco para la siguiente
PCR; se diluye el producto del primer round 1/EXexolecta 2ul de la dilucién en otro
tubo PCR estéril y se mezcla con 48ul de la Mix comsiste de: 20 mM Buffer PCR
10X Tris-HCI, 1.5mM MgCI2, 0.2mM dNTPs, 5U/ ul Taglymerase (Invitrogen) y el
pool de primers (Cuadro 2.2) cada uno a una coram@oh de 10uM (IDT). Las

condiciones de reaccion fueron las mismas del pimend (Gouveat al, 2006).
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Cuadro 2.2Secuencias de los primers de tipificacion par&3iysos, posiciones de

alineamiento y longitud del fragmento amplificado.

Primer Secuencia Posicion Fragmento
Nucleotidica (pb)
9Conl (+)] °TAG CTC CTT TTAATG TAT GG 37 al 56
G1(-) TCT TGT CAA AGC AAA TAA TG® 176 al 195 158
G2 (-) >GTT AGA AAT GAT TCT CCACT 262 al 281 244
G3(-) >GTC CAG TTG CAG TGT TAG € 484 al 503 466
G4 (-) GGG TCG ATG GAA AAT TCT 423 al 440 403
G5 (-) CAT GTACTC GTT GTTAGC TE€ 760 al 779 779
G9 (-) >TAT AAA GTC CAT TGC AC® 131al 147 110

Una vez realizada la genotipificacion para los &di descritos; obteniéndose
un producto amplificado en la RT, pero en la PCRsaaevela un tipo especifico, se
procede a correr la muestra por G12. Se conseodas fos parametros en la Mix para
el segundo round, lo que cambia son los primerdasspara determinar el genotipo
G12 (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3Secuencias del juego de primers para la tipificad® G12, posiciones de

alineamiento y longitud del fragmento amplificado.

_ . Posicion | Fragmento
Primer Secuencia o
Nucleotidica (pb)
G12 (+) TCG TCA TGC TGC CAT TTA 173-190 175
G12 (-) >GTC CAG TCG GGA TCA GTY 327-344
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3.12. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction par VP4

3.12.1 Primer Round

Se mezcld 5ul de la extraccion de acidos nuclécoos 1l de la mezcla de
primers (Con2dg y Con3dg) cada uno a una conagdirale 10uM (IDT) para la
amplificacion de una region de la proteina VP4 @a2.4); se incubd a 97°C por 7min
en un termociclador Perkin Elmer 2400; inmediatai@ee llevo a hielo por 3 minutos,
y se mezclo con 44ul de la Mix que consistia dem2® Buffer PCR 10X Tris-HCI,
1.5mM MgCI2, 0.2mM dNTPs, 0.1M DTT, 200U/ul Supenft Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen), 5U/ pl Tag polymeragevifrogen) y RNAase OUT
(Invitrogen). Las condiciones de reaccion fuerama vetrotranscripcion a 42°C por 60,
seguida de 94°C por 3 minutos; 30 ciclos de deaeitum a 94°C por 1 minuto,
alineamiento a 50°C por 1 minuto, y extension &7@8r 2 minutos y una extension
final a 72°C por 7 minutos (Gouvetal, 2006).

Cuadro 2.4Secuencias de los primers, posiciones de alineégonyeongitud del

fragmento amplificado para la proteina VP4.

_ _ Posicion Fragmento
Primer Secuencia o
Nucleotidica (pb)
Con2dg(-) | *ATT YCN GRC CAY TTATAH CC 868-887 576
Con3dg (+)| >°TGS YKW SBY TMA TTT ATA GACA® 11-32

3.12.2.Segundo Round

Luego de realizar la retro-transcripcion (primeunnd) de la proteina VP4, se
obtiene un producto amplificado (876bp), el cualisé de blanco para la siguiente

PCR; se diluye el producto del primer round 1/EXexolecta 2ul de la dilucién en otro
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tubo PCR estéril y se mezcla con 48ul de la Mix coesiste de: 20 mM Buffer PCR
10X Tris-HCI, 1.5mM MgCI2, 0.2mM dNTPs, 5U/ ul Taglymerase (Invitrogen) y el
pool de primers (Cuadro 2.5) cada uno a una cora@6h de 10uM (IDT). Las

condiciones de reaccion fueron las mismas del pniomend (Gouveat al, 2006).

Cuadro 2.5Secuencias de los primers de tipificacién pard@ltipos, posiciones de
alineamiento y longitud del fragmento amplificado.

. _ Posicion | Fragmento
Primer Secuencia o
Nucleotidica (pb)

Con3dg(+)| TGS YKW SBY TMA TTT ATA GAC A® 11-32

P4(-) CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC 474-494 483
P6 (-) *TGT TGA TTAGTT GGA TTC AA 259-278 267
P8 (-) >TCT ACT GGG TTA ACG TGE 339-356 345
P9 (-) >TGA GAC ATG CAA TTG GAC 385-402 391
P10 (-) >ATC ATA GTT AGT AGT CGG 575-594 583

3.13. Visualizacion de las amplificaciones

Para la deteccion de los genotipos amplificadoseszclé 8ul del producto de
la PCR con 2ul de buffer de carga (Blue Juice, BGffer), se sembré la mezcla en un
gel de agarosa (Ultra Pure Agarose, Invitroger).36 junto con un marcador de peso
molecular de 100pb (Tracklt™ 100pb DNA Ladder), realiz6 la electroforesis
(GelXLUIltra V-20, Labnet) en buffer TBE 1X a 100MWmnte 30 minutos. De esta
forma de identificé los G y P tipos.

81



3.14. Métodos

3.14.1.Genotipificacion de RV

La Genotipificacion de G y P pueden ser realizgoms RT-PCR usando la
extraccion del ARN viral de heces fecales. Par@daotipificacion de G se amplifica
el gen 7 que codifica para VP7 usando primers cem@htarios a las seis regiones
variables que son distintas entre los diferentéipd@3, pero altamente conservadas entre
cada G tipo. De igual forma para la Genotipificacide P se usan primers
complementarios a las cuatro regiones variablegeel4 que codifica para VP4, los
cuales son altamente conservados en cada P tifistjitas entre los diferentes P tipos.

3.14.1.1. Genotipificaciéon del Gen 9 (VP7)

La Genotipificacion puede ser realizada directameat partir del ADNCc
obtenido después del primer round de RT, dondemgifeca la region entera del gen
VP7, y el segundo round es una reaccion multipke igaluye seis diferentes G tipos,

con primers especificos para G1, G2, G3, G4, GB wI primer comun.
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Sezmento 9 (VPT): RAL-RA4: 1062 pb
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- . = - -® - ! Eas

G9: 306 ph

= G3: 374 pb
g G4: 583 pb »
= X
= G2: 652 pb = : ~
3 G1: 749 pb = :
G8: 885 pb . -
. 9T1-deg? s
9¢onl 9T9-B oT2 O9T4 9T3 Geon2

i o 4= 4 L Fas

e (39 110 ply

-a_p('.]: [F.H ]'ﬂ'.

Pool Humano Das

= (il: 244 pb
é= (34 403 ph
# (33: 466 ph
E.:E RA1 re226  jre227 RA2 RA4
3 5 5 >
%2 G120 175 ph g nested VP7; 257 pb-+ -
. B

Figura 2.1 Comparacion entre los primers para la amplificagidipificacion de VP7 y
nested PCRs de Gouvea y HDRara cada amplicon obtenido con cada primer se
muestra su tamafio y el tipo al que correspondel(emso de la tipificacion de G12 y de

la nested PCR los primers se muestran juntos peemgplean en reacciones separadas).

Fuente: Esteban L, 2008

3.14.1.2. Genotipificacion del Gen 4 (VP4)

De forma similar a la Genotipificacion de VP7, I&stipos pueden ser
realizados directamente a partir del ADNc obterddspués del primer round de RT,

donde se amplifica un fragmento del gen 4, y elisdg round es una reaccion multiple
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que incluye cinco diferentes P tipos, con primeyseeificos para P4, P6, P8, P9 y P10,

y el primer coman.

Segmento 4 (VP4): 2359 pb, con2gd-con3dg: 876 pb

conddg 3T-1 IT-1D 47-1 27-1 5T-1 con2dg
=+ i Ekad - N

—

P[6]: 267 pb

o= P[R]: 345 ph

= P[9]: 391 pb

«P[4]: 483 pb

=t = P[107]: 583 pb

Pool 1 Humano

Figura 2.2 Representacion de la proteina VP4, mostrando &itacion de las

regiones consensus: Se muestra el amplicon empbeado sustrato para el
secuenciamiento de la region 9conl1-9con2 juntoetpool de primers usados para la

Genotipificacion de los P tipos.

Fuente: Esteban L, 2008
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CAPITULO IlI

RESULTADOS

3.1. Procedencia de los individuos participantes ezl estudio

Para llevar a cabo el estudio epidemiolégico davinis se partié de un total de
168 pacientes menores de 5 afios con diarrea agodangentes de 16 diferentes
provincias de Ecuador: Bolivar, Chimborazo, Cotépambabura, Loja, Pichincha y
Tungurahua (Region Andina), Esmeraldas, Los Ri@a¥di y Santo Domingo (Region
Costa), Napo, Morona Santiago, Orellana, Pasta3acymbios (Region Amazonica)
entre Enero del 2008 a Marzo del 2010. Figura 3.1

Figura 3.1 Distribucién geogréfica de la procedencia de lasgrdes incluidos en el

estudio.
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Tabla 3.1.Cuadro porcentual de muestras analizadas poraieesis.

Individuos participantes
n= 168
RV positivo 17%
ND 7%
vacias 76%

Tabla 3.2.Analisis de las muestras que no presentan ninigatr@ferotipo.

Vacias 76%
n=128
128 muestras 97% RV
3% negatival

V)

Tabla 3.30rigen de las muestras

Individuos participantes L
= 168 Regidon
No. de casdsNo. de caso$Costgd Sierrp Orienfe
estudiados| genotipificadog
Instituto de Medicina Tropical
“Leopoldo Izquieta Pérez” 68 30 2 2y 1
Hospital “Enrique Garcés 45 13 13
Hospital de “Los Valles” 34 11 2| 8 1
Hospital “Alfredo Dominguez” 16 6 6
Hospital de Especialidades
“Eugenio Espejo” 2 0
Hospital Materno Infantil
“Patronato San José” 2 0
Hospital de las “Fuerzas Armadgs” 1 1 1
Total 168 61 61

Los pacientes participantes fueron 78 mujeres ya®0nes, con un rango de
edad de 0 a 60 meses, con una edad promedio destnfTabla 3.2)
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Tabla 3.4Género de los individuos participantes en el estudi

Individuos participantes
n= 168
Mujeres 78
Varones 90
Edad promedio 21.6 mesgs
Rango de edad 0 a 60 mepes

3.2.  Electroforesis de la extraccion de acidos néitos (RNA viral)

El ARN gendmico fue extraido de las muestras y sadtben un gel de
agarosa al 1%. Del total, 27 de estas (17%) pudiser confirmadas como positivas

por medio de electroforesis. (Figura 3.2)

MM 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 24

Figura 3.2 Perfiles de Rotavirus en agarosa al 1%. Los clsist@racteristicos de este
virus permiten la deteccion mediante este métwiiia. Marcador molecular de 100pb.
Electroferotipos cortos: extracciones pertenecgeati®s pacientes 2, 5y 10. Electroferotipos
largos: extracciones pertenecientes a los paciégtek3, 14, 17, 19 y 22. Las muestras 24y 25
no muestran patron tipico de migracién de Rotaysedas ha catalogado como no
determinadas (ND).

87



La visualizacion de la extraccion de ARN por eleitiresis permitio
determinar los electroferotipos de las muestras presentaban una carga viral alta.
(Tabla 3.2)

Tabla 3.5Determinacion de electroferotipos segun su patedmigjracion.

Individuos participantes
n= 168
Electroferotipo corto 6
Electroferotipo largo 22
No determinado 12
Vacias 128
Total 168

3.3.  Genotipificacion de la proteina VP7 por RT-PCR

Se determind los genotipos de 62 especimenes $epalela técnica de RT-
PCR. Las muestras a incluirse en el estudio de tgp#ficacion fueron las que
presentaron un electroferotipo corto o largo (1786)determinado (7%) y 31 muestras
aleatorias (76%)’

*Tamario de muestra obtenida mediante férmula uléizsra el calculo del universo.
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Figura 3.3 Distribucién porcentual de serotipos G analizadwsRT-PCR. Muestras
recolectadas de nifos ecuatorianos con cuadreeitiarentre Enero del 2008 a Marzo
del 2010.

Las muestras que presentan un serotipo mixto remiaas una infeccion mixta,

es decir presentan un doble serotipo G. (Tabla 3.3

Tabla 3.6 Serotipos mixtos para la proteina VP7

Serotipos Mixtos
G1/G2
G2/G3
G3/G5

Tabla 3.7 Porcentaje de patrones electroforéticos segleretigo

Individuos participantes
n= 62
Electroferotipo corto G2 (100%)
Electroferotipo largo G1(45.5%)
G9 (31.8%)
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3.4. Visualizacion de las amplificaciones para VP7

L1 L2 L3 L4 5L L6 L7 L8

Figura 3.4 Visualizacion de los productos de amplificaciori@aBCR para la proteina
VP7. L1: Marcador molecular 100pb. L2-L6 produatiesamplificacion de las muestras
26, 27, 31, 33 y 39 respectivamente. L7: contraitpm, L8: control negativo. G1: 26 y

33; G9: 27, 31y 39.

3.5.  Genotipificacion de la proteina VP4 por RT-PCR

Se determind los P tipos correspondientes a lasstnase previamente

analizadas por RT-PCR para la proteina VP7.
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Figura 3.5 Distribucion porcentual de serotipos P analizadosRr-PCR. Muestras
recolectadas de niflos ecuatorianos con cuadreeitiarentre Enero del 2008 a Marzo
del 2010.

Las muestras que presentan un serotipo mixto reeas una infeccion mixta,
es decir presentan un doble genotipo P. (Tabla 3.4

Tabla 3.8 Serotipos mixtos para la proteina VP4

Serotipos Mixtos
P4/P6
P4/P8
P4/P9

P4/P10
P6/P8
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3.6. Visualizacién de las amplificaciones para VP4

Figura 3.6 Visualizacion de los productos de amplificaciori@a®CR para la proteina
VP4. L1: Marcador molecular 100pb. L2-L4 produatiesamplificacion de las muestras
31, 33 y 39 respectivamente. L5: control posith@, control negativo. P8: 31y 33; P9:

39; Control positivo: P10.

3.7. Genotipificacion de las muestras identificadascomo ND mediante
Electroforesis.

Segun la técnica de electroforesis aplicadas al@&®s muestras, se pudo
encontrar 12 con una banda aproximadamente a l08pb0 de estas se tomo tres
muestras y se aplico los protocolos para genatgufon de los G y P tipos;
identificandose serotipos y genotipos pertenecseat®tavirus. (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9Identificacion serotipos en muestras no pertenéeses rotavirus.

3.8.

Electroforesis
Muestras no determinadas= 12
Muestras analizadas (3) Genotipagentificados
24 G1l-2 P4- 6
25 Gl- 2 P4- 10
42 Gl P10

Prevalencia de los serotipos y genotipos deawvirus

muestras (32.8%) se encontré mas de una combin&cida P (infeccion mixta).

Un total de 41 muestras (67,2%) tienen una comkinaample G/P, y en 20

Tabla 3.10Distribucion de G y P genotipos de rotavirus erosiécuatorianos. (Enero

2008 a Marzo del 2010)

G1
G2
G3
G9
Gl+2
G2+3
G3+5
TOTAL

P[4] P[6] P[8] P[9] P[10] P[4+6] P[4+8] P[4+9] P[4+10] P[6+8] P-NT Total
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13

15
25
2
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1
1
61

Entre las infecciones simples la combinacion pradante es G2P[4] (27%)

seguida de G9P[8] (13%); el grupo de combinacior@sP[10], G1P[9], G1P[6],
G1P[4] con un 4%, y en un menor porcentaje las aomcibnes: G9P[9], GIP[6],
G9P[4], G3P[4], G2P[10], G2P[9] (2%). Entre losatgos tipificables en combinacién
con los genotipos no tipificables se encuentrancaabinaciones G2P-NT (15%) y
GIP-NT (6%).




3.9. Frecuencia de los serotipos y genotipos deaweirus

Tomando en cuenta el total de genotipos detectaldodos especimenes
amplificables y considerando los G y P tipos de enarseparada, el mayor G serotipo
fue G2 (41%) seguido por G1 (25%) y G9 (21%; Fi§).3Ninguna muestra se mostré
como no tipificable para la proteina VP7.

Por otro parte, el genotipo P predominante fue P34P6) seguido por P[8]
(20%) y el 21% de las muestras pertenecen a urtiger® no tipificable. (Fig. 3.5)

3.10. Identificacion de combinaciones de rotavirupresentes en la Regién Andina

HG1P[6]
B G1P[8]
M G1P[9]
H G1P[10]
N G2P[4]
mG2P[9]
B G2P[10]
B G2PNT
-~ GSP[4]
B GSP[6]
1 GSP[8]
-~ GYP[9]
GSPNT

Figura 3.7 Distribucién de G y P genotipos de rotavirus erosiécuatorianos en la
Regién Andina. (Enero 2008 a Marzo del 2010)
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3.11. Identificacion de combinaciones de rotavirupresentes en la Regién Costa

mG1P[4]

H G2P[4]

B G2PNT

m GSP[8]

B GOPNT

1 G3P[4]

© G3P[10]
C GMIXP[4]

. J

Figura 3.8 Distribucién de G y P genotipos de rotavirus erosiécuatorianos en la
Regién Costa. (Enero 2008 a Marzo del 2010)

3.12. Identificacion de combinaciones de rotaviruspresentes en la Region
Amazonica

No se puede tener un dato real ya que solo sentiee® pacientes de esta region.
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CAPITULO IV

DISCUSION

A través del presente estudio se identificaron desotipos de rotavirus
circulantes en la poblacion ecuatoriana. Se logrplificar las regiones conservadas de
los genes 9 y 4 de rotavirus. La genotipificaci@r [a técnica de Multiplex semi-
Nested PCR (Gouves al, 2006) ha sido una herramienta ampliamente utiéizen la
caracterizacion de este y otros virus; y mediargt, ése ha podido estudiar la
divergencia del rotavirus tanto en humanos comanemales. Ademas su especificidad
es del 100%, de tal forma, es capaz de identifecaresencia de rotavirus aun cuando
éste se encuentre en bajas concentraciones, detecix1d particulas por ml, a
diferencia de ELISA que detecta 1.4XHarticulas por ml (Gutierrest al, 2008)

Los viriones se excretan en grandes cantidadesagnhéces fecales de
pacientes infectados (mas de 1X1garticulas virales por gramo de materia fecalj po
lo cual se ha podido complementar el andlisis decd®n aplicando la técnica de
electroforesis. Se pudieron confirmar 28 muestB&%) como positivas, ya que
exhibian el genoma viral, directamente de la mategal. Cabe destacar que existe una
relacion entre los patrones electroforéticos coselatipificacion de los G tipos, de tal
modo que se evidencia una correlacion importanie éos electroferotipos largos con
la tipificacion de G1 y G9 (45.5% y 31.8% respeatiente), y a todos los G2 les
corresponde un electroferotipo corto, esta relaeidne G tipo y patrén electroforético
no siempre se observa, sin embargo ha sido repoptadiamente que los serotipos G2
presentan por lo general un patron corto de mignaeisociado a una UTR 3’ de mayor
longitud en el segmento 11 (Heimanal, 2006). También se han podido identificar
mediante esta técnica 12 muestras (7%) que presensabanda a mas de los 10000pb,
sugiriéndose a pensar que son especimenes de ARNeyla técnica de extraccion de
acidos nucléicos se recoge la parte acuosa eraldaenemos ARN, se puede sospechar
que se trata de un virus gastroenteritico de ARNgpemplo Norovirus, ya que su
genoma es de ARN y pesa 11000 pb, pero esta hip&edendria que confirmar. Se

descarta que sea la extraccion de acidos nuclé&os parasito o bacteria, ademas que
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de ser asi seria ADN, lo cual no estamos extrayeidoembargo, a 3 muestras de este
grupo se las ha sometido a genotipificacion paravius y se las ha podido tipificar
para algunas variantes de G tipos y P tipos, vélard.9. El 76% restante (128
muestras) no pueden determinarse como positivaganiedesta técnica, sin embargo al
24% de éste grupo (31 muestras) se aplico la ®&IcPCR la cual determiné que el

97% de estas eran positivas para RV, y el 3% exgativas.

De los 168 individuos participantes provenierdeslO de las 24 provincias
del Ecuador, la prevalencia encontrada para indees causadas por rotavirus mediante
el diagndstico molecular por RT-PCR fue del 67.28tapcombinaciones simples; los
genotipos de rotavirus mas comunes fueron G2P[4B9P[8] con un 40% de
predominancia en infecciones simples. Para la pr@t®P7 el G tipo con mayor
frecuencia fue G2 (41%) y para VP4 el P tipo domiedue P4 (31%). Grafico 4.1

Figura 4.1 Frecuencia de G y P genotipos de rotavirus en refioatorianos. (Enero
2008 a Marzo del 2010)
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La combinacion G2P[4] es considerada como la segunds importante a
nivel global, después de G1P[8], basado en laitGvimas reciente incluyendo los
estudios publicados entre 1989 y 2004 (Sastad, 2005). Un estudio en Eslovenia
detectd a la cepa G2P[4] como la mas abundante 2606 y 2007 (Gutierreet al,
2008). El segundo G tipo mas frecuente encontradesée estudio fue G1 (25%) en
combinacion con P[4], P[6], P[8], P[9] y P[10], s la combinacién G1P[8] la mas
frecuente (10%) frente a un 4% de las restantese@bargo la combinacién G9P[8]
fue la segunda mas importante en todo el estudiouc@a prevalencia del 13%. Se
puede apreciar la presencia de la mayoria de G tipmanos evaluados, sin embargo

G4 es el unico serotipo no detectado en el estudio.

Para el caso de los P tipos, el genotipo P[4] fumds frecuente (31%) en
combinacion con G2 (27%), seguido de P[8] (20%¢@mbinacion con G1y G9 (10 y
13% respectivamente).

Dada la naturaleza segmentada del genoma de uHavastos pueden
reordenarse produciendo infecciones mixtas, unatéude diversidad viral. Como los
genes 9 y 4 son segregados de manera independigratiete el reordenamiento, se
pueden establecer diferentes combinaciones mixiae éos G y P tipos, como se
aprecia en los resultados. Se descarta que éstospseducto de la contaminacion
cruzada durante el procesamiento de las muestras$ laboratorio, debido a que los
protocolos aplicados ya han sido previamente eataatios y probados. (Gouvetzal,
2006); (Naranjoet al, 2008); [23], también porque se aplicaron congrotgernos en
cada reaccién de PCR para abalizar los resulthdssnfecciones mixtas representan el
15% de las tipificaciones en América Latina (Saetad, 2005), encontrandose en este
estudio un porcentaje equivalente (14.75%), easerifecciones mixtas se encuentran:
Ver Tabla 3.6 y 3.8.

Un estudio global incluyé méas de 2700 muestrasadleep y se encontré que el
genotipo dominante fue P[8] asociado con G1, G3lpy&l genotipo P[4] fue asociado

con G2 [24]. En estudios epidemioldgicos en difegepaises de América Latina se han
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reportado serotipos no comunes; en el caso de IBragron reportadas las
combinaciones G1P[6], G3P[6], G4P[6], y G1P[3].r8ie la cepa G5P[8] la de mayor
frecuencia (13%). En Bangladesh 10% de las cepasrficombinaciones no comunes
como G1P[4] y G4P[4]. En India las cepas no comduneson G9P[6], GO9P[11] y G10
P[11] siendo el genotipo P[6] el méas frecuente (#a#buyéndole sintomas de diarrea
aguda y casos de hospitalizacion [25]. En Sur Afsge reporté la presencia de este
genotipo con las mismas implicaciones clinicas.[E8] Eslovenia se reportd casos no
comunes como G4P[8], G8P[8] y G12P[8] (Gutiermtzal, 2008). En el presente
estudio se han reportado genotipos no comunes GIR{6] y G1P[4]

Se ha obtenido 13 muestras (21.3%) no tipificalplasa la proteina VP4,
encontrandose una mayor asociacion de estas samotipo G2 (77%). Es decir que se
tiene genoma de RV en la muestra pero los primergipificacion empleados no
funcionan en ésta, la pérdida de especificidads@timers empleados se puede deber
a mutaciones puntuales en regiones no variablegedel, provocando la pérdida de
complementariedad con los primers de tipificacidm. posibilidad de introduccion de
alelos de rotavirus animal en cepas de rotavirasamo produce variantes nucleotidicas
generando nuevos genotipos. Se puede deber axeditaeion la no determinacion de

un genotipo especifico para este grupo de muestras.

En los dos estudios de esta clase realizados pai€lse evalud la prevalecia
de los genotipos VP4 y VP7 de rotavirus en nifiasa&eianos en el 2006 y 2007
(Naranjoet al, 2008; Bispo, 2008) se reportd la presencia degéwtipos G9P[8] y
G2P[4] con un 89.5% de prevalencia, siendo G9 gbm@& tipo encontrado (46.1%) en
combinacion con P[8]. El panorama cambia un poedids mas tarde, ya que la cepa
dominante es vez es G2P[4] y el G tipo mas freeuestG2 seguida de G1 y G9; y para
los P tipos, el de mayor frecuencia es P[4] segda&®[8]. Lo cual indica que las cepas
se estan volviendo mas virulentas y los sintomadspdeiente se estan agravando.
Pudiendo atribuirse el efecto a los cambios quind@acuna y su baja protecciéon ante
las cepas ampliamente circulantes en la poblaadateriana. Actualmente G9 ocupa
un papel protagonico en cuanto a la epidemiologi®¥ y diversos estudios reportan

la creciente incidencia de este a nivel mundialgdhdo a ser el segundo de mayor
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incidencia en el periodo 2001-2008 y alcanzado d&sin 20% de prevalencia en
América (Wkly, 2008)

La investigacion aporta con datos acerca de lagpgreia de diferentes cepas
de rotavirus de acuerdo a la variacion geograénapntrandose que la cepa dominante
en la region andina es G2P[4] y G1P[4] tiene mayevalencia para la regién costa.

Entre las vacunas aplicadas y licenciadas, se mtrameRotarix y Rotateq.
Rotateq®, es un producto pentavalente compuesto gnaco diferentes cepas
combinadas entre RV humano y RV bovino, entreseségaencuentran las cepas G1,
G2, G3 y G4 para la proteina VP7, y P1A[8] parprateina VP4. Esta vacuna fue
disefiada para proveer proteccion especifica ardése (proteccion homotipica). En el
caso de Rotarix, investigaciones previas indicagae la cepa G1P1A[8] conferia
proteccion contra diarrea aguda causada por cepakds resultados obtenidos en este
estudio indican que la cepa G2 es la mas prevalaula y con sus diferentes
combinaciones, ya que la cepa G2P[4] es la masidree, aludiendo que la vacuna
aplicada no genera proteccion sobre los genotiposlantes, ya que el 40% de la
poblacion no se encuentra protegida. El Ministai®® Salud Publica ha venido
aplicando la vacuna Rotarix desde hace seis aiiosealizar un seguimiento de los
genotipos circulantes en la poblacion, lo que iad@mbién que estan incurriendo en un

gasto innecesario.

La diversidad viral de las cepas de rotavirus prcipoan mayores desafios
para las vacunas ya existentes. Antes de aplicarvaouna a toda la poblacién se
deberia analizar el costo-beneficio, ya que podsgaltar peor el resurgimiento de

nuevas cepas mas resistentes y con mayores cooiqtiea clinicas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El universo de muestras cubre a los nifios involucrados en el estudio, es decir, nifios

ecuatorianos menores de 5 afios, vacunados contra rotavirus.

El estudio fue realizado en su totalidad en Ecuador, con muestras recolectadas de
pacientes con gastroenteritis que asistieron a las casas de salud participantes, se

realizd un seguimiento de cada paciente y de la evolucion de la enfermedad.

Las extracciones de acidos nucléicos de especimenes fecales pueden ser guardadas
durante largos periodos de tiempo y usadas como blancos, no solo para la deteccion y
amplificacidn de rotavirus, sino para la deteccion de otros agentes gastroenteriticos de

origen viral como es el caso de picovirnavirus.

La sensibilidad de la técnica de electroforesis para deteccién de rotavirus en este
andlisis fue del 17%, comparada con el 100% de sensibilidad para la técnica de RT-PCR.
Por tal motivo, no se puede dar un resultado fidedigno basandose solo en el andlisis
electroforético, debe realizarse la genotipificaciéon de la muestra aunque no muestre el
electroferotipo caracteristico, ya que puede haber una carga viral baja. El 7% de las
muestras presenta un presenta una sola banda a los 10000pb, por lo que se podria
sospechar que es Norovirus, pero esto se deberia confirmar realizando un estudio para

este virus.

Entre los genotipos mas frecuentes identificados en el estudio se encuentran G2P[4] y
GI9P[8] con un 40% de predominancia en infecciones simples, y el 74% de los pacientes

infectados son menores de 2 afios.
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Luego del andlisis de las muestras y realizando un analisis de todas las muestras
estudiadas, se puede concluir que del total del universo, el 91% corresponde a RV
positivo y el 9 % son muestras negativas. Los sintomas presentados por este ultimo

pueden atribuirse a una gastroenteritis provocada por bacterias, parasitos o alimentos.

Aunque solo se ha estudiado la genotipificacion para los genes 4 y 7, este
procedimiento también puede ser aplicado cualquier otro gen de rotavirus siempre y
cuando se usen primers especificos para el segmento a ser amplificado, pudiendo de
esta forma investigar secuencias virales especificas, marcadores asociados con

virulencia, especies de origen, la habilidad para crecer entre otras.

Las muestras que no pudieron ser tipificadas para la proteina VP4, y que no
pertenecen a ningln genotipo pueden tener una explicacion de una transmision
zoonotica ya que puede ser un genotipo no aislado en humanos pero que puede
circular en diversas especies animales, adquiriendo una mayor complejidad y
trascendencia que podria complicar el control de la enfermedad, esto solo se puede
esclarecer corriendo a estas muestras con primers especificos para animales,
determinando de esta forma la procedencia de estas muestras. Se necesitan mds

investigaciones para establecer un resultado contundente a cerca de las mismas.

La deteccidn eficaz para gastroenteritis provocadas por virus constituye un importante
analisis en las pruebas de laboratorio, ya que provee de un diagndstico definitivo en
cuanto a la infeccidon en curso, de esta forma se puede definir el tratamiento a
emplearse en el paciente, dejando a un lado el empleo de antibidticos innecesarios

para este tratam iento.

El rotavirus es también una importante causa de diarrea nosocomial, se ha visto una

alta diseminacion de éste dentro de hospitales, guarderias y del mismo hogar ya que
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el virus puede sobrevivir en areas de mayor contacto y resistir a varios factores
ambientales como pH, temperatura y humedad. Se ha comprobado que se puede
reducir los episodios de infeccidn hospitalaria si se incrementara el lavado de manos y
el uso de gel alcohdlico (Sociedad Argentina de Pediatria, 2003). Otro reservorio de
una amplia variedad de virus lo constituyen el agua de lagos y rios y fuentes de agua

recreacionales (Gutierrez et al, 2008).

La mortalidad por deshidratacidn constituye la causa mas importante de muerte en
nifios menores de dos afios. La alimentacion con leche materna durante los primeros
afios de vida constituye la mayor fuente de anticuerpos y proteinas para el lactante y
provee una proteccion del 50% en los menores de 6 meses contra esta rotavirus,
ademas, si esta enfermedad afectara al nifio, la infeccién puede ser asintomatica

(Sociedad Argentina de Pediatria, 2003).

Se ha reportado infecciones de RV en nifios mayores y en los adultos los cuales no han
presentado sintomas. Durante la recoleccion de muestras se pudo obtener
especimenes pertenecientes a adultos infectados con rotavirus, se espera poder
realizar una nueva investigacion para determinar los genotipos circulantes en esta

poblacion.

Como demuestran algunos estudios, la prevalencia de los distintos serotipos de
rotavirus puede variar de afio a afio en las mismas regiones del pais. Siendo la
enfermedad es mas prevalente durante los meses mas frios del afio en climas

templados.

Con base en la epidemiologia estudiada en todos los continentes, y debido a la gran
cantidad de muertes a nivel mundial a causa de la gastroenteritis severa infantil

causada por rotavirus, la Unica medida de control seria el uso de una vacuna efectiva.
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La vigilancia post vacunal es de gran importancia ya que de esta forma se puede medir
la magnitud de la proteccion cruzada ante serotipos de rotavirus diferentes,
incluyendo serotipos poco frecuentes que estdn aumentando considerablemente en
paises en vias de desarrollo como es el caso del serotipo G9 en Asia y Africa y G8 en
diferentes partes de Africa. El desarrollo e introduccién de vacunas de rotavirus para

nifios en paises pobres debe ser prioridad de World Health Organization (WHO)

La aplicacién de programas de inmunizacidn de rotavirus exige de cientificos y de
personal de salud que evallen si la vacuna puede o no ser introducida en la poblacidn,

investigando previamente la predominancia de los genotipos que circulan en el medio.

Ademas se deberia asegurar que el publico este bien informado de los riesgos y
beneficios que ofrecen las nuevas vacunas y si estas cubren las necesidades de la
poblacién, de tal modo que cada persona decida si desea o no aplicarse la vacuna,

independientemente del marketing que se le dé.

Es de vital importancia seguir la evolucién de rotavirus en nuestro pais, ya que de esta
forma podriamos evaluar la aplicacion de futuras vacunas para aportar con

fundamentos especificos al control de esta enfermedad
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Entre las medidas de desinfeccion de areas, smieda el uso de una solucion de
hipoclorito de sodio al 5% seguida de etanol 708én@as se recomienda el uso de
glutaraldehido al 2%, solucién de yodo-povidon&aQ®bo, hexaclorofeno al 0,75% y
la mezcla de alcohol isoprpilico al 70% junto cexdclorofeno al 0,1%. Todo esto
se debe variar en su uso para evitar la resistelecizacterias. (Sociedad Argentina
de Pediatria, 2003)

Es posible investigar con mayor profundidad lasusecias aminoacidicas,
nucleotidicas y la homologia entre los diferenteacgipos de RV mediante un
andlisis filogenético, ya que de esta forma seipotismparar las cepas obtenidas
con las circulantes en la region y con las cirdglsren otros continentes.. Tal es el
alcance de la filogenia que hubiese arrojado dd¢ok generacion de diversidad,
principalmente aminoacidica, como el mecanismo dasién de la respuesta

inmune del huésped.

Ademas permite una comparacion de los patronesndérsdad entre cepas de
origen humano y cepas de origen animal, pudiendo edplicaciones de la
transmision zoonotica al humano. Estudios de égte gueden complementar el

presente trabajo.
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ANEXO A Buffer TBE 10X

Reactivos

Tris 108 gr
Acido Borico 55 gr
EDTA 9.25 gr

Agua destilada

Protocolo

Disolver la cantidad adecuada de los componentesyea destilada a un 80%
del volumen total, ajustar el pH a 8, y aforar &0@l. Almacenar a temperatura
ambiente (Sambrook Frisch & Maniatis, 1989).

ANEXO B Solucién de PBS

Reactivos

8 mM Fosfato acido de Sédio di hidratado
2 mM Fosfato di 4cido de Sédio mono hidratado
0.14 M Cloruro de Sdédio

Agua destilada
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Protocolo

Disolver la cantidad adecuada de los componentegyea destilada a un 80%
del volumen total, ajustar el pH a 7.4, y aforat®0ml. Almacenar a temperatura
ambiente (Sambrook Frisch & Maniatis, 1989).

ANEXO C Datos de los individuos participantes, codigo, egaoicedencia y
provincia a la cual pertenece.

CODIGO |GENERO| EDAD | PROCEDENCIA* PROVINCIA
(meses)

001 F 1 LIP PICHINCHA
002 F 35 LIP PICHINCHA
003 F 37 LIP PICHINCHA
004 M 22 LIP PICHINCHA
005 M 18 LIP PICHINCHA
006 F 20 LIP PICHINCHA
007 M 19 LIP PICHINCHA
008 F 24 LIP ESMERALDAS
009 M 18 LIP COTOPAXI
010 M 11 LIP PICHINCHA
011 F 24 LIP LOJA
012 M 14 LIP PICHINCHA
013 M 34 LIP PICHINCHA
014 M 26 LIP PICHINCHA
015 M 24 LIP PICHINCHA
016 F 16 LIP PICHINCHA
017 F 17 LIP COTOPAXI
018 F 16 LIP COTOPAXI
019 F 24 LIP PICHINCHA
020 F 19 LIP PICHINCHA

* Institucion participante donde se realiz6 la tormea rmduestras. LIP: Instituto de
Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez”; HEGos$pital “Enrique Garces”; HFA:
Hospital de las “Fuerzas Armadas”; HEE: Hospital Bspecialidades “Eugenio
Espejo”; HPSJ: Hospital Materno Infantil “Patromafan José”; HAD: Hospital
“Alfredo Dominguez”; HDLV: Hospital de “Los Valles”
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021 F 24 LIP LOJA

022 F 35 LIP PICHINCHA
023 F 12 LIP COTOPAXI
024 M 9 LIP PICHINCHA
025 M 27 LIP PICHINCHA
026 M 30 LIP PICHINCHA
027 F 27 LIP PICHINCHA
028 M 43 LIP PICHINCHA
029 F 30 LIP PICHINCHA
030 F 18 LIP PICHINCHA
031 M 9 LIP PICHINCHA
032 M 16 LIP PICHINCHA
033 M 24 LIP PICHINCHA
034 F 1 LIP PICHINCHA
035 F 6 LIP LOS RIOS
036 M 34 LIP PICHINCHA
037 F 32 LIP PICHINCHA
038 M 15 LIP PICHINCHA
039 F 36 LIP PICHINCHA
040 F 39 LIP SANTO DOMINGO
041 M 14 LIP PICHINCHA
042 F 2 LIP PICHINCHA
043 M 25 LIP PICHINCHA
044 F 5 HEG PICHINCHA
045 F 12 HEG PICHINCHA
046 F 4 LIP PICHINCHA
047 M 4 LIP PICHINCHA
048 M 4 LIP IMBABURA
049 M 8 LIP IMBABURA
050 M 3 LIP PICHINCHA
051 M 24 LIP PICHINCHA
052 M 4 LIP MORONA SANTIAGO
053 F 2 LIP PICHINCHA
054 F 10 LIP PICHINCHA
055 F 3 LIP MORONA SANTIAGO
056 F 36 HPSJ PICHINCHA
057 M 4 LIP PICHINCHA
058 M 6 LIP PICHINCHA
059 M 6 LIP ESMERALDAS
060 M 60 LIP PICHINCHA
061 F 3 LIP BOLIVAR
062 M 4 LIP PICHINCHA
063 M 6 LIP ESMERALDAS
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064 M 3 LIP PICHINCHA
065 M 8 LIP CHIMBORAZO
066 M 4 LIP COTOPAXI
067 F 9 HEE PASTAZA
068 F 60 HEE CHIMBORAZO
069 F 12 HEG PICHINCHA
070 F 1 HEG PICHINCHA
071 F 36 HEG PICHINCHA
072 F 12 HEG PICHINCHA
073 F 48 HEG PICHINCHA
074 F 12 HEG PICHINCHA
075 M 60 HEG PICHINCHA
076 F 12 HEG PICHINCHA
077 M 7 HEG PICHINCHA
078 M 60 HEG PICHINCHA
079 M 24 HEG PICHINCHA
080 M 12 HEG PICHINCHA
081 F 36 HEG PICHINCHA
082 F 48 HEG PICHINCHA
083 F 24 HFA TUNGURAHUA
084 M 24 HEG PICHINCHA
085 F 8 HEG PICHINCHA
086 F 7 HEG PICHINCHA
087 F 24 HEG PICHINCHA
088 M 9 HEG PICHINCHA
089 M 12 HEG PICHINCHA
090 F 60 HEG PICHINCHA
091 M 48 HEG PICHINCHA
092 M 8 HPSJ LOS RIOS
093 M 5 HEG PICHINCHA
094 M 36 HEG PICHINCHA
095 M 48 HEG PICHINCHA
096 F 60 HEG PICHINCHA
097 F 60 HEG PICHINCHA
098 F 12 HEG PICHINCHA
099 M 12 HEG PICHINCHA
100 M 24 HEG PICHINCHA
101 M 60 HEG PICHINCHA
102 M 36 HEG PICHINCHA
103 F 6 HEG PICHINCHA
104 F 48 HEG PICHINCHA
105 M 1 HEG PICHINCHA
106 M 11 HAD SANTO DOMINGO
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107 M 6 HAD SANTO DOMINGO
108 M 9 HAD SANTO DOMINGO
109 F 12 HAD SANTO DOMINGO
110 M 36 HAD SANTO DOMINGO
111 F 24 HAD SANTO DOMINGO
112 M 3 HAD SANTO DOMINGO
113 M 1 HAD SANTO DOMINGO
114 F 12 HAD SANTO DOMINGO
115 F 24 HAD SANTO DOMINGO
116 M 8 HAD SANTO DOMINGO
117 F 24 HAD SANTO DOMINGO
118 M 36 HAD SANTO DOMINGO
119 M 36 HAD SANTO DOMINGO
120 M 6 HAD SANTO DOMINGO
121 M 24 HAD SANTO DOMINGO
122 M 3 LIP PICHINCHA
123 M 7 LIP PICHINCHA
124 M 1 LIP SUCUMBIOS
125 F 24 LIP PICHINCHA
126 M 9 LIP PICHINCHA
127 M 1 HEG PICHINCHA
128 F 1 HEG PICHINCHA
129 F 1 HEG PICHINCHA
130 F 5 HEG PICHINCHA
131 F 48 HEG PICHINCHA
132 M 60 HEG PICHINCHA
133 F 1 HEG PICHINCHA
134 M 60 HEG PICHINCHA
135 F 24 HDLV PICHINCHA
136 M 12 HDLV PICHINCHA
137 F 11 HDLV PICHINCHA
138 M 36 HDLV MANABI

139 M 36 HDLV PICHINCHA
140 F 6 HDLV PICHINCHA
141 M 60 HDLV PICHINCHA
142 M 12 HDLV CHIMBORAZO
143 M 12 HDLV PICHINCHA
144 M 9 HDLV ORELLANA
145 F 60 HDLV PICHINCHA
146 M 60 HDLV PICHINCHA
147 M 6 HDLV PICHINCHA
148 M 12 HDLV PICHINCHA
149 F 12 HDLV PICHINCHA
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150 F 48 HDLV PICHINCHA
151 M 24 HDLV PICHINCHA
152 M 36 HDLV PICHINCHA
153 M 24 HDLV PICHINCHA
154 M 36 HDLV TUNGURAHUA
155 F 36 HDLV PICHINCHA
156 F 12 HDLV PICHINCHA
157 F 36 HDLV PICHINCHA
158 F 24 HDLV PICHINCHA
159 F 24 HDLV PICHINCHA
160 M 24 HDLV PICHINCHA
161 F 24 HDLV PICHINCHA
162 F 24 HDLV PICHINCHA
163 M 24 HDLV NAPO
164 F 12 HDLV PICHINCHA
165 M 24 HDLV PICHINCHA
166 M 12 HDLV LOJA
167 F 48 HDLV PICHINCHA
168 M 36 HDLV PICHINCHA
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ANEXO D Datos de los individuos participantes, cédigo, egaolvincia a la cual
pertenece, electroferotipo de la muestra y gerimi#@gion de rotavirus por el método
Nested RT-PCR.

Cédigo| Género| Edad Provincia Electroferotipo | Genotipificacién
(meses) Nested RT-PCR
G Tipos| P Tipos
002 F 35 PICHINCHA LARGO 1 8
004 M 22 PICHINCHA 1,2 NT
005 M 18 PICHINCHA LARGO 1 4,8
007 M 19 PICHINCHA negativonegativo
010 M 11 PICHINCHA CORTO 2 4
012 M 14 PICHINCHA LARGO 1 9
013 M 34 PICHINCHA LARGO 1 6
014 M 26 PICHINCHA LARGO 9 8
017 F 17 COTOPAXI LARGO 9 8
018 F 16 COTOPAXI 2 4
019 F 24 PICHINCHA LARGO 9 6
022 F 35 PICHINCHA LARGO 1 6
024 M 9 PICHINCHA ND 1,2 4,6
025 M 27 PICHINCHA ND 1,2 4,10
026 M 30 PICHINCHA 1 4.6
027 F 27 PICHINCHA LARGO 9 8
031 M 9 PICHINCHA LARGO 9 8
033 M 24 PICHINCHA LARGO 1 8
035 F 6 LOS RIOS 9 8
038 M 15 PICHINCHA 1,2 NT
039 F 36 PICHINCHA LARGO 9 9
042 F 2 PICHINCHA ND 1 10
044 F 5 PICHINCHA 9 4
051 M 24 PICHINCHA LARGO 9 8
054 F 10 PICHINCHA LARGO 1 8
059 M 6 ESMERALDAS LARGO 1 4
061 F 3 BOLIVAR CORTO 2 4
062 M 4 PICHINCHA CORTO 2 4
065 M 8 CHIMBORAZO LARGO 1 9
070 F 1 PICHINCHA 9 NT
074 F 12 PICHINCHA LARGO 2 9
075 M 60 PICHINCHA 2 NT
078 M 60 PICHINCHA LARGO 2 4
079 M 24 PICHINCHA 2 NT
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080 M 12 PICHINCHA 2 4
083 F 24 TUNGURAHUA 2 NT
088 M 9 PICHINCHA 2 NT
093 M 5 PICHINCHA 2 NT
099 M 12 PICHINCHA 2 NT
105 M 1 PICHINCHA 9 NT
106 M 11 SANTO DOMINGO  CORTO 2 4
108 M 9 SANTO DOMINGGC 9 NT
111 F 24 SANTO DOMINGO®  LARGO 3 4
114 F 12 SANTO DOMINGQ 3 10
117 F 24 SANTO DOMINGQ CORTO 2,3 4
120 M 6 SANTO DOMINGGC 2 NT
122 M 3 PICHINCHA CORTO 2 4
124 M 1 SUCUMBIOS LARGO 1 8
126 M 9 PICHINCHA 2 10
129 F 1 PICHINCHA 1 10
134 M 60 PICHINCHA 2 NT
138 M 36 MANABI 1 4
139 M 36 PICHINCHA 2 4,9
141 M 60 PICHINCHA 2 4
143 M 12 PICHINCHA 2 4
144 M 9 ORELLANA LARGO 2 4
146 M 60 PICHINCHA 2 4
148 M 12 PICHINCHA 2 4
151 M 24 PICHINCHA 2 4
152 M 36 PICHINCHA 1 8
156 F 12 PICHINCHA 9 8
161 F 24 PICHINCHA LARGO 3,5 6,8
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