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RESUMEN

La infeccion por rotavirus es la principal causa de gastroenteritis
aguda en nifios menores de 5 afios en todo el mundo. Su incidencia es
similar en paises desarrollados y en vias de desarrollo, aunque la mayor
mortalidad ocurre en estos Ultimos. Las vacunas frente a rotavirus han
demostrado una gran efectividad en los paises industrializados, pero su
proteccion es menor en los paises del Africa subsahariana y Asia. Se ha
descrito que los antigenos histo-sanguineos, presentes en la membrana
de los enterocitos, actian como ligandos para distintos genotipos de
rotavirus. Esto podria explicar las diferencias que se observan en su
distribucion geografica y la distinta eficacia vacunal de unas areas a otras,

puesto que el genotipo P[8] esta presente en ambas vacunas.

Con el fin de analizar los antigenos histo-sanguineos de nifios con
infeccién aguda por rotavirus en nuestra area geografica, se reclutaron
133 pacientes entre 0 y 5 afios de edad pertenecientes al Departamento
de Salud 5 de Valencia que habian sufrido al menos una infeccién por
rotavirus entre enero de 2013 y diciembre de 2015. Los resultados del
analisis se compararon con los obtenidos de un grupo control de 50 nifios
sanos de edades similares y con los datos obtenidos de donantes de

sangre de la Comunidad Valenciana.

El diagnostico de infeccion por rotavirus se realiz6 mediante
inmunocromatografia o ELISA, y los genotipos G/P se determinaron por
transcripcién inversa y reaccion en cadena de la polimerasa. Los
antigenos histo-sanguineos se analizaron en muestras de saliva. Los
antigenos Lewis (Le? y LeP) y los grupos sanguineos ABO se analizaron
por ELISA con anticuerpos especificos. El gen FUT2 se tipifico por PCR-

RFLP y fenotipicamente por ELISA con lectina Ulex europaeus.
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La edad media de los pacientes fue de 22 meses, con un 84%
menores de 3 afos de edad. La mayor parte de los pacientes (82%) se
infectaron con un solo genotipo de rotavirus, siendo el genotipo G9P[8] el
mas frecuente (49%). La mayoria de los pacientes infectados (98,5%)
resultaron ser secretores (H tipo 1 positivo), homocigotos o heterocigotos
para el gen FUT2. La infeccion fue también mas frecuente en los nifios
con grupos sanguineos A 'y AB, en comparacion con los nifios infectados
del grupo O. Los individuos secretores Lewis positivos mostraron de
forma significativa (p = 0.000) una mayor predisposicién a padecer una
infeccion sintomatica por rotavirus. La vacunacion frente a rotavirus
disminuy6 el riesgo de sufrir una infeccion por rotavirus (p = 0.003),
aunque se detectaron fallos vacunales. No se encontré ninguna relacion
entre la distribucién de los genotipos G/P de rotavirus y el estado de

vacunacion de los pacientes.

La diferente expresion de los antigenos histo-sanguineos (H tipo
1, ABO y antigenos Lewis) en los individuos de una poblacién repercute
en la susceptibilidad a la infeccidén por rotavirus, sin poderse establecer
diferencias significativas entre los distintos genotipos G/P de rotavirus

detectados en nuestro estudio.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

La infeccion por rotavirus es, segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), la principal causa de gastroenteritis aguda (GEA) en nifios
menores de 5 afios en todo el mundo. A esta edad la practica totalidad
de los nifios habran sufrido una infeccion por rotavirus de mayor o menor
gravedad (WHO, 2013). Ademas, es probable que un mismo nifio se
infecte varias veces durante los primeros afios de vida, si bien la
sintomatologia de las segundas infecciones suele ser mas leve, siendo
las terceras tipicamente asintomaticas (Velazquez, 2009). En el adulto, la
infeccién por rotavirus es normalmente asintomatica o leve, aunque
puede ser grave en individuos inmunocomprometidos o en personas de
edad avanzada (Anderson y Weber, 2004). Tanto los nifios como los
adultos infectados excretan virus en sus heces, lo que les convierte en
una fuente de virus que facilita su diseminacién en la comunidad. Segun
un estudio realizado en Dinamarca en niflos menores de 5 afios con GEA
por rotavirus, en un 43% de las infecciones estudiadas se encontré al
menos otro miembro familiar, incluyendo a los adultos, que habia
experimentado también sintomas gastrointestinales (Hoffmann et al.,
2011). Por otra parte, rotavirus es también una causa importante de
diarrea nosocomial (Marinosci etal.,, 2016). El hecho de que las
infecciones por rotavirus se produzcan incluso en entornos con un alto

estandar de higiene corrobora la elevada transmisibilidad del virus.

En la mayor parte de los paises en vias de desarrollo de Asia y
Africa, la infeccion por rotavirus se caracteriza por una transmision
ininterrumpida a lo largo de todo el afio, con la presencia de algunos

periodos en los que su circulaciéon es relativamente mas intensa. Sin

3



INTRODUCCION

embargo, en los paises desarrollados con climas templados se suele
observar una marcada estacionalidad invernal (Patel et al., 2013). Este
hecho, unido a las grandes diferencias existentes en el estado nutricional
y de salud de la poblacion, la disponibilidad de asistencia médica y la
comorbilidad en la infancia explican la marcada desigualdad en la carga
de enfermedad existente entre los paises en vias de desarrollo y los
paises desarrollados (WHO, 2013). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estim6 que en 2008 se produjeron 453.000 muertes de nifios en
todo el mundo asociadas a gastroenteritis aguda por rotavirus. Estas
muertes representaron el 5% del total de muertes en nifios y el 37% de
muertes debidas a diarrea, siendo la tasa de mortalidad por rotavirus en
ninos menores de 5 afos a nivel mundial de 86 muertes por 100.000
casos (Tate et al., 2012). En un estudio mas reciente llevado a cabo por
el Global Burden of Disease, la infeccion por rotavirus fue responsable a
nivel mundial de 128.500 muertes en nifios menores de 5 afios durante
el afio 2016, con un 29% de muertes por diarrea atribuidas a rotavirus
(Troeger et al., 2018). En los paises en vias de desarrollo, la practica
totalidad de estas muertes (90%) se producen por deshidratacion y estan
relacionadas con una asistencia sanitaria deficiente (WHO, 2013). En los
paises desarrollados la mortalidad por rotavirus es muy baja, sin embargo
es la principal causa de hospitalizacion infantil debida a GEA (2 millones
de hospitalizaciones cada afio) y, a nivel mundial, es responsable de 25
millones de consultas ambulatorias cada afio (Parashar et al., 2003). En
Espafa la mortalidad debida a rotavirus es casi inexistente, no obstante,
el virus es responsable del 14 al 30% de todos los casos diagnosticados
de GEA vy, de éstos, una cuarta parte requiere hospitalizacién (Alvarez-
Aldean et al., 2014). Se ha estimado que la GEA por rotavirus cuesta al
Sistema Nacional de Salud espafiol alrededor de 28 millones de euros al

afio (Diez-Domingo et al., 2010).



INTRODUCCION

La OMS recomienda la inclusion de la vacuna frente a rotavirus
en el Programa Nacional de Vacunaciones de la infancia en los paises
con alta incidencia de rotavirus (WHO, 2010). Las dos vacunas
principalmente comercializadas en el mundo desde el afio 2006 Rotarix®
(GSK Biologicals, Rixensart, Belgium) y RotaTeq® (Merck and Co, PA,
USA) han demostrado una gran efectividad en los paises industrializados
(Ruiz-Palacios et al., 2006; Vesikari et al., 2006), sin embargo, estudios
realizados en paises del Africa subsahariana han revelado una eficacia
mucho mas reducida (Armah et al., 2010; Madhi et al., 2010). Las razones
para esta diferencia son aun desconocidas. Asi, la malnutricién, las
infecciones concomitantes, los factores genéticos relacionados con el
huésped (Glass etal., 2014; Lopman et al.,, 2012), la prevalencia de
distintos genotipos de rotavirus (el genotipo P[6] es mas prevalente en
Africa que en Europa o Norteamérica donde predominan los genotipos
P[4] y P[8]) (Todd et al., 2010) o diferencias en la microbiota intestinal
(Harris et al., 2017, 2018) son causas que se postulan como posibles
factores que interfieren en la eficacia de la vacunacién en estos paises.
Por otro lado, se ha postulado el hecho de que los antigenos histo-
sanguineos (HBGAS) actian como receptores celulares para distintos
genotipos de rotavirus, facilitando su unién y posterior penetracion en la
célula. La presencia o ausencia de estos receptores en los individuos
expuestos modificaria sustancialmente la capacidad de infeccion de los
diferentes rotavirus y, por tanto, permitiria una seleccidon natural de los
genotipos circulantes en una poblacion determinada (Nordgren et al.,
2014; Tan y Jiang, 2014). Este hallazgo podria explicar la distribucién
geogréfica actual de los diferentes genotipos de rotavirus en el mundo y
las diferencias encontradas en la eficacia vacunal de unas regiones a
otras, puesto que el genotipo P[8] es el principal componente en ambas

vacunas.
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1.2. ROTAVIRUS

1.2.1. Antecedentes histéricos

En 1943 Light y Hodes aislaron un agente filtrable, obtenido a
partir de heces de recién nacidos con diarrea infecciosa, que era capaz
de causar diarrea en terneros (Light y Hodes, 1949). Afios mas tarde se
demostraria que este agente era rotavirus (Mebus et al., 1976). En 1947
se observo la presencia de unas particulas viricas de morfologia esférica
en el interior de las células epiteliales del intestino delgado en ratones de
laboratorio afectados por una enfermedad denominada diarrea epizodtica
de ratones lactantes (epizootic diarrhea of infant mice, EDIM) (Cheever y
Mueller, 1958). Pero no fue hasta el afio 1963 cuando se identifico y se
puso nombre al virus aislado de estos ratones, el virus de la diarrea
epizoodtica de los ratones lactantes (Adams y Kraft, 1963). Ese mismo
afio, en otro laboratorio, se aislaron en cultivos celulares particulas viricas
a partir del tejido rectal de un mono “vervet” o cercopiteco verde
(Chlorocebus pygerythrus) sano, a las que se llamé SAl11l del inglés
“simian agent 11” (Malherbe y Harwin, 1963). En 1969, investigadores de
un laboratorio de patologia animal demostraron la presencia de otro virus
de similares caracteristicas a los ya descritos en heces de terneros con
diarrea, al que denominaron con las siglas NCDV (Nebraska calf diarrhea
virus) (Mebus et al., 1969). Mas recientemente, en 1973, dos grupos de
investigadores, el equipo de Ruth Bishop y el grupo de Thomas H.
Flewett, identificaron de manera independiente las mismas particulas
virales en biopsias intestinales y en las heces de nifios con gastroenteritis
aguda (Bishop et al., 1973; Flewett et al., 1973). Bishop y colaboradores
observaron por microscopia electrénica la presencia de un virus de

morfologia esférica en el interior de las células epiteliales del intestino
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delgado de nifios afectados de gastroenteritis aguda (Bishop et al., 1973).
En 1976 se informd sobre la deteccion de rotavirus en otras especies
animales (Woode et al., 1976).

Todos estos virus causantes de gastroenteritis fueron llamados de
diferente forma por sus descubridores: orbivirus, rotavirus, reovirus-like
agent, human reovirus-like agent (HRVL), duovirus e infantile
gastroenteritis virus (IGV), pero todos ellos tenian una caracteristica en
comun, su morfologia esférica en forma de rueda (Figura 1). Por ello, en
1974 Flewett sugirio el nombre de rotavirus, del término en latin “rota” que
significa rueda, como nombre oficial para este nuevo virus, aunque no fue
hasta el afio 1978 cuando el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) reconocid oficialmente este nombre. Finalmente, en 1979 se
establecié el género Rotavirus y se incorporé este nuevo género a la
familia Reoviridae (Matthews, 1979).

Los serotipos de Rotavirus fueron descritos por primera vez en el
afio 1980 (Beards etal.,, 1980) y en 1981 se logré su crecimiento en
cultivos celulares derivados de rifion de simio, con la adicién de tripsina
en el medio de cultivo (Urasawa et al., 1981). La capacidad de cultivar
rotavirus aceleré el ritmo de su investigacion, lo que permitié, entre otras
cosas, comenzar a evaluar las primeras vacunas frente a rotavirus en la

década de los afios 80 (Kapikian et al., 1980).
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(barra = 100 nm)

Figura 1. Imagenes a microscopia electronica de particulas de rotavirus.

1.2.2. Estructura de la particula virica

Los rotavirus son virus aparentemente redondos, desnudos o
carentes de membrana lipidica, que presentan una estructura icosaédrica
de 100 nm de didmetro que conforma el viribn. Los viriones estan
formados por 3 capas proteicas concéntricas que rodean al genoma viral
denominadas de dentro a fuera core, cipside interna y capside externa
(Figura 2) (Chanock y Kapikian, 2001).

El core es una estructura esférica, de 55 nm de diametro,
compuesta por 60 dimeros de la proteina VP2 (94 kDa) que rodean al
genoma viral y a las proteinas VP1 (125 kDa) y VP3 (88 kDa) (Liu et al.,
1992; Lu et al., 2008). Cada unidad asimétrica de esta estructura esta
formada por dos subunidades de VP2 con forma de coma. Los dimeros
de VP2 se organizan en una red T = 1 (Figura 2). Esta disposicion
arquitectdnica, presente en la mayoria de los virus con genoma ARN

bicatenario, una vez articulada no se desacoplara nunca durante el ciclo

8
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viral. De esta forma, las moléculas de ARN gendmico viral quedan
protegidas de los mecanismos centinelas del huésped evitando la
induccion de la respuesta antiviral innata. Este entramado continuo
presenta pequefios poros en los cinco ejes que albergan residuos
cargados positivamente en su cara exterior. Se ha sugerido que seria
necesaria una flexion de los monémeros, en la cara interna de estos
canales, para permitir el paso de los transcritos de ARN durante la
transcripcion del genoma (Rodriguez y Luque, 2019). Dentro del core,
cada uno de los 11 segmentos de ARN bicatenario del genoma viral esta
asociado con una copia de la RNA polimerasa dependiente del ARN
(RdRp). La polimerasa VP1 se encuentra anclada a la superficie interna
mediante contactos con los extremos N-terminales de VP2 (Rodriguez y
Luque, 2019).

Las proteinas VP1, VP2 y VP3, junto con el genoma de ARN de
doble cadena, forman el nucleo del virién. Sobre éstas, y formando la
segunda capa o capside interna se encuentran distribuidas 260 proteinas
VP6 en forma de trimeros en red T = 13 interrumpidos por 132 canales
acuosos que conectan la superficie externa con la capa interna. Las
caracteristicas antigénicas de estas proteinas VP6 han permitido
diferenciar 8 serogrupos o especies de rotavirus (A-H), siendo el

serogrupo A el que infecta mayoritariamente a la especie humana.

En la capa mas superficial del virus o cépside externa se
encuentran las proteinas estructurales VP7 y VP4, La proteina VP7 es el
principal componente de esta capa, con 260 trimeros distribuidos en la
superficie del virus en red T = 13. La proteina VP4 constituye trimeros
gue forman 60 espiculas hacia el exterior que interactian con VP7 y VP6
(Yeager etal., 1990). En el proceso de infeccion en el huésped

susceptible, las proteasas intestinales tipo tripsina escinden la espicula
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VP4 en dos polipéptidos, VP5* (tallo y base de la espicula) y VP8*
(cabeza globular de la espicula), estimulando la interaccion del virus y
facilitando asi su penetracién en las células intestinales del huésped
(Arias et al., 1996; Settembre et al., 2011). Las proteinas VP7 y VP4
contienen multiples epitopos antigénicos capaces de inducir la
produccion de anticuerpos neutralizantes, por lo que se consideran

importantes para la inmunidad protectora (Aoki et al., 2009).

Existen tres tipos de particulas virales con diferentes
caracteristicas estructurales: la particula completa que contiene las tres
capas proteicas, llamada TLP (triple-layered particle), la cual es
infecciosa, dado que la presencia de las proteinas VP4 y VP7 en la capa
externa le permiten unirse y penetrar en la célula huésped; la particula
con dos capas proteicas o DLP (double-layered particle), no infecciosa
pero con capacidad de transcripcion, y la particula que contiene una sola
capa de proteinas, core o nucleocapside (SLP, single-layered particle)

gue tiene la actividad de replicar el genoma viral (Estes et al., 2001).

El genoma viral esta constituido por 11 segmentos de ARN de
doble cadena, numerados del 1 al 11 segun su velocidad de migracion
electroforética en gel de poliacrilamida (Figura 2). Los segmentos
gendmicos, con tamafios que oscilan entre 667 pb (segmento 11) y 3.302
pb (segmento 1) segun la cepa de referencia SA11, suman un total de
18.555 pb con un peso molecular de 6.120 kDa (Chanock y Kapikian,
2001). Cada segmento gendmico contiene dos regiones no traducidas
(untranslated region, UTR) que flanquean un marco abierto de lectura
(open reading frame, ORF). Los genes comienzan siempre con una
secuencia consenso 5-GGC-3’, seguida de la zona codificante de la
proteina y terminan con la secuencia 5-UGACC-3' (Desselberger y
McCrae, 1994).

10
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B VP1
B VP2
7 VP3
H VP4
B VvPe
@ vpP7

Genome Gene Product Genotype Name

| g1 VPl RNA polymerase

e g2 VP2 Core shell

§ g3 VP3 RNA-capping Methyltransferase
g4 VP4 Protease-activated spike

— g5 NSP1 interferon Antagonist
— g6 VP6 Intermediate capsid shell

_— g7 NSP3 Translation regulation
t g8 NSP2  octameric NTPase
g9 VP7 outer-shell Glycoprotein

—— g10 NSP4  Enterotoxin
— g11 NSP5/6 pHosphoprotein

Figura 2. Estructura del virién de rotavirus y su genoma. (A) Estructura de
una particula de triple capa (TLP) segin imagen obtenida por criomicroscopia
electrénica, con la VP1 (RpRd) conectada al nucleo interno, imagen obtenida a
partir del modelo atémico. Se indican las proteinas por cédigo de colores excepto
para la VP3, que no se observa en la figura. La escala corresponde a 25 nm. (B)
Estructura del core interno VP2, T = 1. Dos tipos de monémeros de VP2 (VP2-A
y VP2-B) estan indicados y coloreados en distintos tonos de verde. (C) Estructura
de la capside interna con VP6, T = 13. Los 13 mondmeros de VP6 en unidades
asimétricas estan dispuestos en 5 tipos de capsémeros triméricos, coloreados
con diferentes tonos de azul e indicados como P, el mas cercano al eje quintuple;
P ', adyacente a P; T, en el gje triple; T ', adyacente a T; D, mas cercano al eje
doble. Los tres tipos de orificios/canales en la capside (I, Il y Ill) se indican en
color rojo. (D) Estructura de la capside externa. Los trimeros de la glicoproteina
VP7 se localizan en fase con los trimeros de VP6 en una arquitectura T = 13.
Los cinco tipos de capsémeros triméricos se indican con la misma nomenclatura
gue la de los trimeros VP6 subyacentes (P, P, T, T y D) y coloreados con
diferentes tonalidades de amarillo. Las 60 espiculas de VP4 triméricas
protuberantes estan coloreadas en rojo. (E) Gel de electroforesis en el que se
muestran los 11 segmentos de ARN de doble cadena. Los segmentos se han
denominado como gl - g1l (g = gen) y se han enumerado los productos
proteicos y sus funciones o propiedades asociadas. La letra subrayada identifica

11
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Cada segmento de ARN gendémico codifica una proteina viral,
excepto el segmento 11 que puede codificar dos. Todos ellos codifican
un total de 6 proteinas estructurales, que forman la particula viral,
denominadas con las iniciales VP (viral protein) seguido de un nimero y
6 proteinas no estructurales, que se encuentran en las células infectadas
pero no en las particulas maduras, que se nombran con las iniciales NSP
(non-structural protein) seguido de un numero (Estes et al., 2001). Las
proteinas no estructurales tienen diversas funciones: replicacion del
genoma, ensamblaje de la particula, regulacién de la respuesta innata del
huésped y estimulacion de la expresién génica viral (Tabla 1) (Gonzalez
etal.,, 1998). Las proteinas NSP2, NSP5 y NSP6 intervienen en la
replicacion viral, pero la proteina NSP4 tiene un papel especial en el
proceso de maduracion de los viriones, ya que actlia como receptor
intracelular para VP6. Ademas, esta proteina se comporta como una
enterotoxina, siendo capaz por si sola de producir diarrea en el ratdon
(Kirkwood y Palombo, 1997). Por otro lado, el genoma de rotavirus puede
evolucionar, ya sea por mutacién puntual o por reorganizacion de los
distintos segmentos genémicos. La naturaleza segmentada de su ARN
viral facilita el intercambio de segmentos gendmicos entre distintas cepas
de rotavirus, en el caso de infecciones mixtas en una misma célula
(Chanock y Kapikian, 2001).

el segmento en el acrénimo de la constelacion de genes: Gx-P[x]-1x-Rx-Cx-Mx-
AX-NX-Tx-Ex-HXx.

(Adaptado del original de Rodriguez y Luque, 2019).
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1.2.3. Clasificacion y nomenclatura

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae y estén incluidos
en la subfamilia Sedoreovirinae. La familia Reoviridae esta formada por
15 géneros diferentes: Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus,
Aquareovirus, Seadorvirus, que afectan a vertebrados; Cypovirus y
Cardoreovirus que afectan a invertebrados; Fijivirus, Phytoreovirus,
Mimoreovirus y Oryzavirus que afectan a plantas y Dinovernavirus,
Idnoreovirus y Mycoreovirus que afectan a insectos (Tabla 2). Esta
clasificacién no se ha modificado en las ultimas reuniones del Comité

Ejecutivo del International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).

FAMILIA SUBFAMILIA GENERO ESPECIE TIPO
Cardoreovirus Eriocheir sinensis reovirus
Mimoreovirus Micromonas pusilla reovirus
e Orbivirus Virus de la lengua azul
Phytoreovirus Virus del tumor de las heridas
Rotavirus Rotavirus A
Seadornavirus Virus Banna
Aquareovirus Aquareovirus A
Reoviridae Coltivirus g\]/g;l;pz{;a figbre e Raloradorpor
Cypovirus Cypovirus 1
Dinovernavirus  Aedes pseudoscutellaris reovirus
Spinareovirinae Fijivirus Virus de la enfermedad de Fiji
Idnoreovirus Idnoreovirus 1
Mycoreovirus Mycoreovirus 1

Orthoreovirus Orthoreovirus de mamiferos

Oryzavirus Virus del arroz mellado atrofiado

Tabla 2. Géneros clasificados en la familia Reoviridae (9th Report of the
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2011, y 2018b Release
[https://talk.ictvonline.org/taxonomy/]).

14


https://talk.ictvonline.org/taxonomy/

INTRODUCCION

Los rotavirus se clasifican en grupos o especies, subgrupos y tipos
segun las caracteristicas de las proteinas de su capside. Asi, la proteina
VP6, situada en la capside intermedia, es la determinante de la
especificidad de grupo y de subgrupo en este género. Ademas, gracias a
su capacidad antigénica, esta proteina es la diana en la mayor parte de
los andlisis que se realizan como diagnoéstico para la infeccion por
rotavirus (ELISA, inmunocromatografia, aglutinacion de particulas de
latex). En la actualidad, los rotavirus se clasifican en 8 grupos
denominados con las letras de la A a la H, aunque hay evidencia
filogenética de que existe un noveno grupo, | (Mihalov-Kovéacs et al.,
2015). Ademas, el grupo A se divide en 4 subgrupos denominados: |, Il |
y Il'y ni | ni Il (Matthijnssens et al., 2008). Los rotavirus del grupo A
infectan tanto a humanos como a animales y son los responsables de la
mayor parte de la morbilidad y mortalidad por rotavirus en humanos, lo
gue los convierte en el objetivo de los programas de vacunacién actuales.
Los grupos B, C, E, H e | se han aislado mayoritariamente en mamiferos
domesticados, y los grupos D, F y G se han detectado preferentemente

en aves (D6ro6 et al., 2015).

Las proteinas estructurales de la superficie del virus (VP7 y VP4)
han sido utilizadas para clasificar a los rotavirus segun el sistema binario
de tipado G/P. Dependiendo del método utilizado para la deteccién de
estas proteinas se nombra a los rotavirus como serotipos 0 como
genotipos. Si el método utilizado es inmunolégico (anticuerpos
policlonales o monoclonales tipo-especificos dirigidos contra los epitopos
antigénicos de las proteinas VP7 y VP4) se habla de serotipos (Coulson,
1996), mientras que si el método de deteccién es molecular (RT-PCR con
cebadores tipo-especificos, asi como secuenciacién de los genes que
codifican las proteinas VP7 y VP4) se denominan genotipos (Gouvea

etal.,, 1990). Si nos basamos en la secuencia génica que codifica la
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proteina VP7 (glicoproteina, G) se han descrito al menos 27 genotipos
(G1 - G27). Si por el contrario, nos basamos en la secuencia génica que
codifica la proteina VP4 (proteasa sensible, P) los rotavirus se subdividen
en 37 genotipos (P[1] - P[37]) repartidos en 5 genogrupos (P[1] - P[V]). Asi
tenemos que los genogrupos P[1] y P[V] infectan principalmente animales,
el genogrupo PJ[ll] infecta exclusivamente a humanos (siendo los
genotipos P[4], P[6] y P[8] los que producen el 90% de las infecciones) y
los genogrupos P[lll] y P[IV] infectan tanto humanos como animales
(Matthijnssens et al., 2011). Segun el Rotavirus Classification Working
Group (RCWG), en su ultima actualizacion de 29 de mayo de 2019,
existen 51 genotipos P y 36 genotipos G de rotavirus reconocidos

(www.rega.kuleuven.be/ceviviralmetagenomics/virus-classification/rcwg)

Los estudios de vigilancia epidemiologica de rotavirus han
identificado como responsables de las infecciones en humanos 15 G-
tipos (G1 - G6, G8 - G12, G14, G20, G24y G26) y 17 P-tipos (P[1] - P[11],
P[14], P[15], P[19], P[24], P[25] y P[28]) con cerca de 90 combinaciones
G/P en todo el mundo (Dér6 et al., 2015). Aunque cabria pensar que los
genotipos G y P son independientes, existen asociaciones que se repiten
con mayor frecuencia, como G1, G3 y G4 con el genotipo P[8] y G2 con
P[4] (Gentsch etal., 1996). El genotipo G9 ha sido detectado en
combinacion con P[4] y P[8], pero también ha sido descrito combinado
con P[6], P[9], P[11] y P[19] (Gentsch etal, 1996). Segun esta
clasificacién, las cepas humanas mas comunes son G1P[8] (31 - 53%),
G2P[4] (10 - 13%), G3P[8] (5 - 11%), G4P[8] (5 - 14%), GIP[8] (10 - 11%)
y G12P[8] (1 - 3%) (Doro6 et al., 2015).

Otra posible forma de clasificar a los rotavirus se basa en las
diferencias encontradas en los genes que codifican la proteina no
estructural NSP4. Estos genes han sido estudiados tanto en cepas de

origen animal como humano y hasta la actualidad se han descrito seis
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genotipos distintos de NSP4 (A - F). Los genotipos A, B, C y D se han
detectado en mamiferos, mientras que los genotipos E y F se han hallado
en aves. En los seres humanos, los genotipos aislados con mayor
frecuencia han sido los genotipos A, B y C, especialmente el genotipo B
(Ciarlet et al., 2000; Lin y Tian, 2003; Mori et al., 2002).

Actualmente existe un nuevo sistema de clasificacion para
rotavirus que utiliza la identidad de los 11 segmentos genémicos de ARN
para definir los diferentes genotipos (Matthijnssens etal.,, 2011;
Matthijnssens et al., 2008). En esta nueva nomenclatura, los rotavirus se
nombran mediante el siguiente acronimo: Gx-P[x]-IXx-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-
Tx-Ex-Hx, donde cada letra mayuscula va seguida de un nimero (x =
numero arabigo = 1) que define el genotipo de los segmentos genémicos
que codifican las proteinas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-
NSP3-NSP4-NSP5/6 respectivamente. De esta forma, al estudiar los
genomas completos de las distintas cepas de rotavirus se minimizan los
errores de identidad y se evitan duplicaciones. Este nuevo sistema busca
establecer un orden tanto para los genotipos actuales como para aquellos

genotipos que se puedan descubrir en el futuro (Figura 3).
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Nueva secuencia de
nucleétidos de uno de los
11 segmentos del genoma
de rotavirus

¢Tengo la
secuencia
completa
del ORF?

Ha utilizado la busqueda
de BLAST para comparar
la nueva secuencia con
las secuencias
pertenecientes a los
genotipos establecidos

¢ Existe una
similitud por
encima del
cut-off
establecido
entre la
nueva
secuencia y
una
secuencia
perteneciente
al genotipo

SI

Fueron
mas de
500 nty al
menos
50% de la
ORF

No debe asignarse el genotipo
sobre la base de menos de 500

nucledtidos, o con menos del 50%
de la secuencia del ORF

Ha utilizado la bisqueda
de BLAST para comparar
la nueva secuencia con
las secuencias
pertenecientes a los
genotipos establecidos

¢Existe una
similitud por
encima del 2%
cut-off
establecido
entre lanueva
secuencia y
una secuencia
perteneciente al
genotipo “A™?

le puede asignar el
genotipo "A"

La nueva secuencia se

Secuencia debe ser presentada a la
RCWG para el anlisis y la Asignacion
del nimero de genotipos adecuados

Antes de que le pueda asignar un nimero de un
genotipo nuevo a esta secuencia, la secuencia
completa del ORF debe ser reanalizada y enviada a
laRCWG

Figura 3. Diagrama de flujo para la clasificacion de los genotipos de
rotavirus segun el RCWG (Rotavirus Classification Working Group).

Los genotipos VP7 y VP4 utilizados en este nuevo sistema de

clasificacién del genoma completo son los mismos que los descritos

anteriormente en el sistema binario de t

ipado G/P. Los nueve segmentos

gendmicos restantes (también denominados genes internos) se utilizan

para clasificar a los rotavirus en 3 constelaciones genotipicas: Wa-like o

genotipo 1 (I11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1

-H1), DS-1-like o genotipo 2 (12-

R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) y AU-1-like o genotipo 3 (I3-R3-C3-M3-A3-
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N3-T3-E3-H3) (Heiman et al., 2008). Para que una cepa de rotavirus se
clasifigue dentro de una constelacion u otra al menos siete de sus once
segmentos genémicos deben de coincidir con la cepa prototipo de ese
genogrupo (cepa Wa, DS-1 y AU-1) (Matthijnssens et al., 2008). Las
cepas G1P[8], G3P[8], G4P[8] y G9P[8] habitualmente pertenecen a la
constelacion Wa-like (McDonald etal., 2009). Las cepas G2P[4]
normalmente pertenecen a la constelacién DS-1-like y las cepas G3P[9]
a la constelacion AU-1-like (Tabla 3) (Heiman et al., 2008; Jere et al.,
2011).

Las cepas de rotavirus humanos tienen una estrecha relacion con
algunas cepas de rotavirus animales. Por un lado, las cepas humanas
Wa-like parecen tener un origen comun con rotavirus de origen porcino y
por otro lado, existe una estrecha relacién evolutiva entre las cepas
humanas DS-1-like y cepas bovinas (Matthijnssens et al., 2008) y las
cepas AU-1-like con cepas felinas (Gauchan et al., 2015). Sin embargo,
las cepas humanas con constelaciones puras de genes del genogrupo
Wa-like 6 DS-1-like son raramente aisladas en animales, lo que sugiere
gue son especialmente adecuadas para la replicacion en humanos
(Patton, 2012).
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1.2.4. Epidemiologia. Epidemiologia molecular. Distribucion
geografica

Las infecciones por rotavirus tienen un caracter estacional en los
climas templados, con un pico de incidencia en los meses de otofio-
invierno y una disminucion importante de su actividad en los meses de
verano. Sin embargo, este caracter estacional no se observa en los
climas tropicales, donde la infecciébn se mantiene en niveles elevados
durante todo el afo, aunque con mas intensidad en los meses frios y
secos (Patel et al., 2013).

La epidemiologia molecular es un area de trabajo dentro de la
investigacion epidemioldgica tradicional que integra métodos de biologia
molecular en sus estudios. Su objetivo es analizar la contribucién de
posibles factores de riesgo genéticos y ambientales a nivel molecular en
la etiologia, distribucion y prevencion de enfermedades en una poblacion
determinada.

El hecho de que rotavirus sea la principal causa de gastroenteritis
aguda en nifios pequefios promovid pronto la investigacion
epidemioldgica de estas infecciones. Para ello se aplicaron diferentes
técnicas moleculares con el objetivo de analizar los diferentes genotipos
de rotavirus que circulaban en una zona geografica determinada
(imprescindible para el estudio de la evolucién viral, su interaccién con
los huéspedes y el disefio y monitorizacion de planes de vacunacién).
Hasta mediados de los afios 90, la deteccion de los serotipos G y P de
rotavirus se realizaba mediante técnicas inmunoldgicas, utilizando
anticuerpos monoclonales especificos (ELISA). El problema es que estas
técnicas presentan limitaciones importantes, como son la necesidad de
emplear un anticuerpo monoclonal para cada serotipo G, no poder cubrir

variantes atipicas y la falta de un suministro adecuado de anticuerpos
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anti-serotipo P fiables. En consecuencia, actualmente estas técnicas han
sido practicamente reemplazadas por otras nuevas que ofrecen mayor
fiabilidad y adaptabilidad. Algunas de estas nuevas técnicas son: el
andlisis del ARN viral de las cepas de rotavirus mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida (PAGE) o la caracterizacion del genogrupo
(“genogrouping”) mediante una combinacion de hibridacion de acidos
nucleicos corrida en geles de poliacrilamida. La descripciéon de perfiles o
patrones electroforéticos por PAGE (electroforetipos) sirve para vigilar la
diseminacion de las distintas cepas de rotavirus en una zona geografica,
en un periodo de tiempo, caracterizar virus aislados de diferentes brotes
epidémicos, etc. Por otro lado, la técnica del genogrouping ha permitido
evidenciar relaciones de homologia entre segmentos gendmicos de
distintas cepas de rotavirus (usado para clasificar a los rotavirus en
genogrupos: tipo Wa “Wa-like”, tipo DS-1 “DS-1-like” y tipo AU-1 “AU-1-
like” ) e identificar el origen de algunos segmentos especificos del ARN
viral en algunos rotavirus con reordenamientos genémicos, “reassortants”
(tal y como ocurre en los rotavirus implicados en la transmision
interespecie) (Matthijnssens y Van Ranst, 2012).

Los rotavirus presentan una gran variabilidad geogréfica, de
manera que los genotipos mas prevalentes en un area geografica
determinada pueden variar de una temporada a otra e incluso pueden
circular simultaneamente diferentes genotipos en la misma zona durante
una misma temporada (Iturriza-Gémara et al., 2011). Este hecho también
ha sido descrito en nuestro pais (Buesa et al., 2000; Téllez Castillo et al.,
2010). En Europa, la Red Europea de Vigilancia de Rotavirus
(EuroRotaNet) esta proporcionando informacién sobre la diversidad de
cepas de rotavirus circulantes en el continente, permitiendo establecer
comparaciones entre los genotipos circulantes en los distintos paises,
con y sin programas universales de vacunacion frente a rotavirus, para

asi conocer mejor su epidemiologia molecular y la evoluciéon genética.
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En los paises desarrollados, las cepas de rotavirus responsables
de la mayor parte de las infecciones en humanos son G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8], GOP[8] y G12P[8] (Hungerford et al., 2016). En los paises
en vias de desarrollo, por el contrario, existe mayor diversidad, lo que
origina que haya periodos de tiempo en los que no se puede identificar
un Unico genotipo dominante en un area determinada (Armah et al.,
2010). Ademas, son comunes las infecciones causadas por diferentes
genotipos de rotavirus al mismo tiempo (infecciones mixtas), situacion
que favorece la formacion de virus con reordenamientos (reassortants)
gue en ocasiones pueden originar combinaciones G/P atipicas o de

origen zoon@tico (Binka et al., 2011; Jere et al., 2011).

1.2.5. Mecanismos de evolucion. Transferencia interespecie

Los rotavirus presentan un alto grado de diversidad genética entre
las distintas cepas circulantes, tal y como sucede con otros virus ARN
(Sanders, 1985). A pesar de que existen combinaciones G/P tipicas de
rotavirus para cada especie animal, se ha documentado la circulacion de
algunas cepas humanas recombinantes que poseen combinaciones
infrecuentes o segmentos gendmicos adquiridos de cepas animales
(Steyer etal.,, 2008). Gracias a técnicas como el mapeo de
oligonucledtidos o el analisis de hibridacion se ha podido comprobar que
estas variaciones pueden responder a tres mecanismos diferentes: (1)
“drift” (derivas o deslizamientos); las mutaciones puntuales son
frecuentes en todos los segmentos gendmicos del rotavirus. La tasa de
mutacién calculada para algunos segmentos es de 5 x 10° mutaciones
por repeticion, originando por lo menos una mutacién en cada nuevo

genoma de rotavirus. Estas mutaciones pueden acumularse y dar lugar a
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variaciones intratipicas (identificadas como linajes dentro de los genes
gue codifican las proteinas VP7 y VP4) o dar lugar a cambios antigénicos
(ocasionando la aparicion de mutantes de escape para anticuerpos
neutralizantes) (Blackhall et al., 1996; Hemming y Vesikari, 2014), (2)
“shift” (saltos o cambios bruscos); la infeccion de una misma célula por
dos o0 més cepas diferentes de rotavirus puede producir multitud de virus
recombinantes o con reordenamientos (reassortants), con segmentos de
ARN de cada uno de los virus progenitores (Figura 4A). Al mismo tiempo,
estos reordenamientos gendmicos, a través de alteraciones en la
interaccidn proteina-proteina, pueden originar cambios en los epitopos
conformacionales que contribuyen a la evolucién de los tipos antigénicos
(Iturriza-Goémara et al., 2001). Los reordenamientos son mas frecuentes
entre cepas de un mismo genogrupo (constelacion genotipica) que entre
cepas de diferente genogrupo (reordenamiento intergrupo), donde se
cree gue las diferencias que existen en el extremo 3’ del ARN viral de los
distintos grupos dificultan el intercambio de material genético (McDonald
etal.,, 2009). Existe una evidencia creciente de que estos
reordenamientos se llevan a cabo “in vivo”. Asi, la transmisién entre
especies y la consiguiente aparicién de fenbmenos de recombinacion
entre rotavirus animales y humanos ocasionarian un aumento en la
diversidad de las cepas circulantes de rotavirus (Luchs y Timenetsky,
2014; Mullick et al., 2013) (3) “rearrangement” (reorganizacion); consiste
en un proceso de duplicacién (concatenacion) o delecién (truncamiento)
de parte de un segmento gendémico del virus (recombinacién intragénica).
No esta claro el mecanismo por el que se producen, pero se cree que se
debe a una disociacion y reasociacién de la ARN polimerasa viral con la
hebra molde durante la transcripcion (Navarro etal., 2013). Este
reordenamiento genético puede originar la produccion de nuevas
proteinas (con funciones que pueden estar alteradas) contribuyendo de

esta forma a la evolucion de los rotavirus (Desselberger, 1996).
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El mecanismo principal de evolucion del rotavirus parece ser el de
las mutaciones puntuales, aunque estos cambios no tienen por qué
ocurrir de forma aislada, pudiendo existir una mezcla de diferentes

mecanismos en un mismo Vvirus.

La transferencia interespecie puede producirse de manera directa
o mediante reordenamiento genético (Figura 4B) cuando se produce una
infeccion simultanea (coinfeccién) del huésped con una cepa de rotavirus
animal y otra de rotavirus humano (Martella et al., 2010). La adquisicion
por parte de los rotavirus de animales de genes de rotavirus humanos
podria mejorar su eficiencia replicativa en humanos, facilitando asi su
diseminacion a nivel global (Dér6 et al., 2015; Maestri et al., 2012). Sin
embargo, las constelaciones genémicas de las cepas de rotavirus de
animales son habitualmente Unicas y diferentes de las constelaciones
gendmicas de las cepas de rotavirus humanos (Matthijnssens et al.,
2012). Esto refleja la coevolucion de los rotavirus con su huésped natural,
fendmeno conocido como coespeciacion. Proceso que podria explicar el
hecho de que las infecciones zoondéticas no deriven en brotes a gran

escala en humanos (Martella et al., 2010).

Las infecciones por cepas de rotavirus animal son mas frecuentes
en los paises en vias de desarrollo que en los paises desarrollados,
debido a la mala calidad del suministro de agua y al hecho de compartir
espacio vital con animales domésticos (Cook, 2004). La transmisién de
cepas de rotavirus animal a humanos puede ocurrir directamente
mediante contacto estrecho con animales o indirectamente mediante
contacto con fomites contaminados. Ademas, el agua con contaminacion
fecal puede contener, al mismo tiempo, cepas de rotavirus humano y
animal, facilitando asi las infecciones simultaneas y por tanto, las
oportunidades para que se produzcan reordenamientos genéticos in vivo
(D6r6 et al., 2015; Jain et al., 2014).
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A pesar de que los humanos son susceptibles a la infeccion por
cepas de rotavirus de especies animales, la infeccion sintomatica con
estas cepas suele ser rara (Arana et al., 2016; Park et al., 2011). El hecho
de que la vigilancia de cepas circulantes se centre principalmente en
pacientes enfermos y que las infecciones por cepas de rotavirus animal
tiendan a ser menos virulentas en humanos, hace posible que los casos
documentados de transmision de rotavirus interespecie representen

solamente la punta del iceberg.
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Strain A Coinfection Strain B
Reassortant1
(B)
Porcine
é Interspecies transmission >

Direct
Porcine— human transmission

> SR

New reassortant
virus

Figura 4. Reordenamiento genético y transmision interespecie. (A)
Reordenamiento genético. La coinfeccion de una misma célula por dos cepas
diferentes de rotavirus (A y B) resulta en la aparicion de nuevos virus
recombinantes originados por el intercambio de segmentos génicos entre los
virus progenitores. (B) Transmision interespecie. La transmision directa del
rotavirus animal a humanos o el intercambio de segmentos génicos entre
rotavirus de diferentes especies resulta en la aparicion de nuevas cepas de
rotavirus que pueden infectar a humanos (Jain et al., 2014).
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1.2.6. Transmision de la infeccién

Los rotavirus se pueden replicar en cultivos celulares de forma
estable cuando se mantienen a una temperatura de 20 a 40°C, con una
concentracion 1’5 mM de calcio y a un rango de pH de 3 a 9. La linea
celular clasicamente utilizada para su cultivo ha sido MA104 con la
incorporacion de tripsina (1 pug/ml) al medio (Ramia y Sattar, 1980; Wyatt
et al., 1983). La cepa de simio SA11 es estable a valores de pH entre 3’3
y 10, y no se inactiva por éter, cloroformo, fluorocarbonos, proteasas ni
ciclos de congelacion-descongelacion. Ademas, se ha demostrado que
los rotavirus sobreviven al tratamiento estandar con cloro en depdsitos de
agua contaminada (Smith y Gerba, 1982). Sin embargo, los rotavirus
pierden infectividad después de su incubacién en Cl,Mg, Cl.Ca, EDTA o
tras calentamiento en CINa durante 15 minutos a 50°C, asi como bajo la
accion de agentes gquelantes del calcio (producen la pérdida de su
capside externa) (Estes etal.,, 1979). Entre los desinfectantes mas
efectivos frente a rotavirus se encuentran el etanol al 95% y el hipoclorito
sédico (Abad et al., 1994; Tan y Schnagl, 1983).

Los rotavirus son considerados agentes virales muy contagiosos
por diferentes razones: 1) Poseen una baja ratio de infeccion (nimero
particulas virales / nUmero unidades infectantes) lo que significa que son
necesarios muy pocos virus para producir infecciébn en un individuo
susceptible. Se estima que la dosis infectiva es de 100 a 1000 particulas
virales (Graham et al., 1987; Ward et al., 1986). 22) Se eliminan con las
heces en concentraciones muy elevadas. Un nifio puede excretar
rotavirus en sus heces o vomitos (en nimero de 10! particulas/g heces)
desde 2 dias antes hasta 10 dias después del inicio de los sintomas
(Ward etal., 1984) o incluso durante mas tiempo en individuos

inmunocomprometidos (Patel et al., 2010), en los que las infecciones
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pueden llegar a ser persistentes (Riepenhoff-Talty et al., 1987). 3%) Son
muy resistentes a las condiciones medioambientales, pudiendo sobrevivir
durante dias en algunas superficies inertes y durante horas en las manos
(Keswick et al., 1983).

El mecanismo de transmision de la infeccion por rotavirus es fecal-
oral, bien sea de forma directa entre individuos o de forma indirecta
mediante fémites contaminados. El periodo de incubacion es de 24 a 72
horas. Los lugares mas habituales donde se puede adquirir la infeccion,
llegando en ocasiones a crear verdaderos brotes epidémicos, son las
guarderias, las residencias de ancianos e incluso los hospitales, donde
las infecciones nosocomiales son dificiles de erradicar (Dennehy et al.,
2006; Gleizes et al., 2006).

1.2.7. Replicacién virica

Los rotavirus del grupo A infectan a enterocitos maduros de las
porciones distal y media de las vellosidades del intestino delgado de
humanos y animales (Ramig, 2004). Para que se produzca la infeccion,
el rotavirus debe adherirse a la membrana celular de los enterocitos e
introducir su ARN en el citoplasma mediante una serie de mecanismos
complejos (Figura 5). La penetracion en la célula de la particula infecciosa
de rotavirus (TLP) se produce tanto por penetracion directa de la
membrana celular (Ludert et al., 1987) como por endocitosis mediada por
receptor (Lépezy Arias, 2004). En este Ultimo caso, la porcién VP8*, parte
distal de la espicula del virion formada por la proteina VP4, interacciona
con un glicano de la membrana celular del enterocito que contiene
residuos de acido sialico (sialorreceptor) (Dormitzer et al., 2002) o bien

interacciona con los antigenos histo-sanguineos (HBGAS) expresados en

29



INTRODUCCION

la superficie celular (Huang etal., 2012). Esto induce un cambio
conformacional en VP4 que hace que VP5*, la porcién proximal de la
espicula, se exponga en la superficie del virus. Una vez en esta posicion,
VP5* realiza complejos mecanismos de readaptacion en la membrana de
la célula para conseguir la fusion de ésta con la capa superficial del virus
(Lopez y Arias, 2004). Tras el acoplamiento inicial, otras moléculas de la
superficie celular pueden actuar como co-receptores virales, como es el
caso de algunas integrinas que reaccionan con VP5* o VP7 (Gutiérrez
etal.,, 2010) o la proteina humana del shock térmico 70 (Hsc70) que
interacciona con VP5* (Pérez-Vargas et al., 2006). Una vez internalizado
el virion en la célula, éste es transportado por el citoplasma mediante
endosomas con un bajo nivel de calcio, lo que da lugar a la pérdida del
revestimiento de las TLPs, convirtiéndose en particulas de doble capa
(DLPs) (Ludert etal.,, 1987). Las DLPs atraviesan la membrana
endosomal y salen al citoplasma, donde se vuelven transcripcionalmente
activas y sintetizan segmentos de ARN de una sola hebra de sentido (+)
no-poliadenilados con capuchoén (5°cap) gracias a las enzimas virales
VP1 (ARN polimerasa ARN dependiente) y VP3 (enzima de “capping”
con actividad fosfodiesterasa, guanilitransferasa y metilasa) (Cohen
et al., 1997). Estos ARN recién sintetizados abandonan las DLPs a través
de los canales existentes en la estructura del virus y, una vez en el
exterior, se utilizan como molde para la creacion de ARN viral de doble
cadena o para la produccién de nuevas proteinas virales (McDonald y
Patton, 2011).

La replicacion viral se realiza en distintas regiones del citoplasma de la
célula huésped que poseen diferentes concentraciones de calcio (Estes
etal., 2001). El primer paso en la replicacion es la creacion de unas
nuevas estructuras, llamadas viroplasmas, localizadas cerca del nicleo y

el reticulo endoplasmatico y que actian como fabricas virales que
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contienen todos los componentes necesarios para la replicacién y el
empaquetado inicial del nuevo genoma viral. Estos viroplasmas estan
compuestos principalmente por las proteinas virales NSP2 y NSP5, que
rodean a las particulas DLPs activas y a los productos de su transcripcion
(Pesavento et al., 2006). Los mecanismos exactos que producen la
encapsidacion del ARN viral no estan del todo aclarados, pero se cree
que las proteinas NSP2 y NSP5 acttan sobre el complejo transcriptor de
VP2-VP1-VP3, favoreciendo la creacién del core viral (Berois et al.,
2003). Una vez formadas las particulas de capa Unica o core se recubren
rapidamente por la proteina VP6 dando lugar a las particulas de doble
capa, DLPs (Desselberger etal., 2013). Las DLPs recién formadas
abandonan el viroplasma y viajan hasta el reticulo endoplasmatico para
terminar alli su maduracion. En este proceso, las proteinas NSP4,
presentes en la membrana del reticulo endoplasmatico, actian a modo
de receptor e interactian con VP6 (Taylor et al., 1996). La internalizacién
ocurre por gemacion y, durante este proceso, las particulas virales
adquieren transitoriamente una cubierta lipidica que contiene la proteina
estructural VP7. Al mismo tiempo, se produce la internalizacion desde el
citoplasma celular de la otra proteina externa, VP4, probablemente a
través de una asociacion con NSP4 y/o VP7, pero se desconocen los
detalles de cémo se produce este proceso. Finalmente, y dentro del
reticulo endoplasmatico, se produce la exclusion de NSP4 y de los lipidos
de la membrana. Al mismo tiempo, las proteinas VP7 y VP4 son
reubicadas sobre la superficie de las particulas virales formando la tltima
capa proteica o capside externa (60 trimeros de VP4 y 260 trimeros de
VP7) dando lugar asi a las particulas virales de triple capa (TLPs)
totalmente desarrolladas. El tiempo de produccion de estos viriones
maduros es de 10 - 12 horas (Estes y Greenberg, 2013). Finalizado el
proceso completo de formacion de los viriones se produce su liberacion

al espacio extracelular, mediante lisis celular en el caso de las células no
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polarizadas MA104 (McNulty et al., 1976) o por un proceso de gemacion,
que no implica la muerte inmediata de la célula, en el caso de las células
epiteliales del intestino (Gardet et al.,, 2006). Una vez en el espacio
extracelular, los rotavirus recién creados pueden infectar a las células
vecinas dando lugar asi a una continua replicacién y excrecion que deriva

en una elevada carga viral para el individuo.
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Figura 5. Ciclo deinfeccidon y replicacion de rotavirus. Las particulas de triple
capa (TLPs) de rotavirus penetran en la célula mediante endocitosis directa o
con la ayuda de receptores celulares (sialorreceptores o HBGAS). En este
proceso se produce la pérdida de la capa externa del viribn dando lugar a las
particulas de doble capa (DLPs) que son transcripcionalmente activas y
producen moléculas ARNm (+) presentes en el citoplasma celular. Las moléculas
de ARNm son traducidas para sintetizar las proteinas virales necesarias para el
ensamblaje del virién o para la sintesis del genoma viral (ARN de doble cadena).
La replicacion y ensamblaje inicial de los componentes del virus ocurre en el
viroplasma, donde se producen las nuevas particulas de doble capa. Estas
particulas viajan hasta el reticulo endoplasmético para su maduracién y alli
adquieren la capa proteica més externa formando de nuevo las particulas de
triple capa. Finalmente, los viriones maduros salen de la célula mediante lisis
celular o por un proceso de gemacion (Estes y Greenberg, 2013).

33



INTRODUCCION

1.2.8. Fisiopatogenia y manifestaciones clinicas

La mayor parte de las infecciones por rotavirus ocurren antes de
los 3 a 5 afios de edad, con un pico maximo de incidencia entre los 4 y
los 24 meses de vida. Aunque se detectan infecciones neonatales, éstas
suelen ser asintomaticas o leves, probablemente debido a la proteccién
indirecta que ofrecen los anticuerpos maternos (Parashar et al., 2013).
En el adulto sano, las infecciones por rotavirus suelen ser asintomaticas
o leves en la mayoria de las ocasiones, pero pueden llegar a ser graves

en inmunodeprimidos y en ancianos (Anderson y Weber, 2004).

Los rotavirus infectan principalmente a los enterocitos maduros
situados en la zona distal y media de las microvellosidades intestinales
de los mamiferos, produciendo su muerte y desprendimiento (Ramig,
2004). La pérdida de estas células absortivas y la proliferacion de las
células secretoras en las criptas producen efectos de malabsorcion e
hipersecrecion intestinal (Boshuizen et al., 2003). Al mismo tiempo, la
proteina viral no estructural 4 (NSP4) actia como enterotoxina directa
produciendo disminucion en la expresion de las enzimas absortivas,
alterando las uniones intercelulares de los enterocitos y activando el
sistema nervioso entérico. Estos cambios derivan en un aumento de la
motilidad e hipersecrecion intestinal que originan una diarrea secretora
(Greenberg y Estes, 2009). Por otro lado, la pérdida de las enzimas
sacarasa e isomaltasa, situadas en el borde en cepillo de las
vellosidades, condiciona una acumulacién de azlcares no digeridos en la
luz intestinal que aumenta el gradiente osmético, lo que favorece a su vez
el incremento de la secrecion intestinal (Parashar et al., 2013). Todos
estos mecanismos son los responsables de la diarrea secretora

observada en las infecciones por rotavirus (Figura 6).
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El mecanismo fisiopatolégico que explica la aparicion de vémitos
en la gastroenteritis por rotavirus es consecuencia de la infeccion de las
células enterocromafines del intestino delgado. El virus estimula la
produccion por parte de estas células intestinales de serotonina, que a su
vez activa los nervios vagales aferentes y las estructuras cerebrales que

controlan el vémito (Hagbom et al., 2011).

Inicialmente se creia que la infeccion por rotavirus se limitaba a
los enterocitos de la mucosa intestinal, pero diferentes estudios han
demostrado tanto la presencia de viremia como de ARN viral o particulas
infectivas en otras localizaciones del cuerpo (Blutt et al., 2003; Blutt y
Conner, 2007). Aunque la relevancia clinica de estos hallazgos en
individuos inmunocompetentes es todavia controvertida, podria explicar
las manifestaciones clinicas extraintestinales de la infeccidn por rotavirus
en estos pacientes (Fenaux et al., 2006; Liu et al., 2011). En individuos
inmunocomprometidos, los rotavirus pueden replicar en el higado, en la
via biliar y en el pancreas originando atresia biliar y pancreatitis (Feng
et al., 2008; Gilger et al., 1992).
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Figura 6. Mecanismo de produccion de diarrea por rotavirus. A) Secuencia
de acontecimientos que ocurren en el interior de los enterocitos tras sufrir
infeccion por rotavirus, mostrados de izquierda a derecha: 1) Infeccion del
enterocito y replicacion del rotavirus con excrecion de nuevos virus y proteinas
virales (NSP4, triangulo rojo) a la luz intestinal. A nivel intracelular, NSP4 induce
la liberacion de calcio (Ca?*) desde el reticulo endoplasmatico aumentando la
concentracion de calcio intracelular (Ca?*) 2) NSP4 altera la union intercelular de
los enterocitos facilitando el flujo paracelular de agua y electrolitos a la luz
intestinal (flecha azul) 3) la NSP4 intraluminal se une a receptores celulares
especificos y activa la cascada de la fosfolipasa C (PLC) e inositol-fosfatasa (IP)
que producen liberacion de calcio intracelular aumentando adn mas su
concentracion en la célula. 4) las células de las criptas (marrdn) son estimuladas
directamente por NSP4, o de forma indirecta, por medio de la activacion del
sistema nervioso entérico (ENS) aumentando su concentracién de calcio
intracelular y facilitando la secrecién de cloro (CI) a la luz intestinal.
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La infeccién por rotavirus suele manifestarse, en la mayor parte
de las ocasiones, en forma de gastroenteritis aguda. La gastroenteritis
por rotavirus presenta un amplio abanico de manifestaciones clinicas que
pueden variar, desde una leve sintomatologia infecciosa con diarrea
moderada y de corta duracion, hasta un cuadro severo con diarrea
frecuente y profusa, vomitos continuados y fiebre elevada. En este ultimo
caso, el paciente puede llegar a presentar deshidratacion grave o
alteraciones hidroelectroliticas capaces de producir shock o muerte. La
gastroenteritis aguda por rotavirus suele comenzar de forma brusca con
fiebre y vémitos, que ceden habitualmente en las primeras 24 - 48 horas
y dan paso a una diarrea liquida y frecuente que suele persistir durante 3
- 7 dias, para luego desaparecer sin dejar secuelas (WHO, 2013). Aunque
es comun que un individuo pueda sufrir varias infecciones por rotavirus a
lo largo de su vida, los sintomas que aparecen son mas leves con cada

infeccion (Veladzquez et al., 1996).

B) Estructura normal del intestino delgado (sin el sistema circulatorio).
Localizacion del sistema nervioso entérico (ENS) y de sus ganglios nerviosos en
la submucosa intestinal. C) Estructura del sistema nervioso entérico (ENS) capaz
de recibir sefiales del epitelio velloso y activar el epitelio de las criptas. La imagen
1 muestra una vellosidad intestinal de un ratén adulto marcada con anticuerpos
contra productos neuroendocrinos que revelan la rica inervacion nerviosa que
recibe (amarillo). La figura 2 muestra como los enterocitos infectados de las
microvellosidades intestinales pueden estimular el sistema nervioso entérico
(ENS) mediante la liberacién basolateral de NSP4 o de otras moléculas
efectoras. NSP4 puede a su vez unirse a la integrina a231 y provocar diarrea en
neonatos de ratén (Ramig, 2004).
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Otras posibles formas clinicas de manifestarse la infeccion por
rotavirus, aunque menos frecuentes, son las alteraciones neurolégicas
(convulsiones benignas, encefalitis, cerebelitis) (Le Saux etal., 2010;
Marti et al., 2010; Ramig, 2007) o algunas enfermedades con las que
todavia no ha podido establecerse una relacion causal, pero aparecen
relacionadas con la infecciéon por rotavirus, como es el sindrome de
muerte subita del lactante, la enterocolitis necrotizante, la invaginacion
intestinal, la atresia biliar, la enfermedad de Kawasaki o la diabetes

mellitus tipo | (Parashar et al., 2013).

La mortalidad asociada a la infeccién por rotavirus se debe
principalmente a la deshidratacion severa con fallo cardiovascular que
puede llegar a producir. Aungue las cifras de mortalidad son bajas en los
paises desarrollados gracias, entre otras cosas, a la rapida instauracion
de las medidas adecuadas de rehidratacion. La mortalidad en paises de
Africa subsahariana y sudeste asiatico es muy elevada debido a la
dificultad que tiene la poblacion para acceder a los cuidados médicos
necesarios (Tate et al., 2012). Ademas, la infeccién por rotavirus es la
principal causa de hospitalizacion por gastroenteritis en cualquier region
del mundo analizada (Lanata et al., 2013). Por otro lado, en individuos
inmunocomprometidos, la infeccion por rotavirus puede ser mas grave,
prolongada en el tiempo y con posibilidad de diseminacién sistémica
(Gilger etal., 1992). En individuos sanos, se consideran factores de
riesgo de sufrir hospitalizacion e infecciones graves por rotavirus la
prematuridad, el bajo peso al nacimiento y el fallo en la lactancia materna
(Newman et al., 1999).
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1.2.9. Diagnéstico de laboratorio

Las caracteristicas de la gastroenteritis causada por rotavirus son
indistinguibles, en términos clinicos, de las producidas por otros agentes
enteropatdgenos, por lo tanto, debemos recurrir a técnicas de laboratorio
para poder diferenciarlas. Los rotavirus pueden detectarse en muestras
de heces de pacientes con gastroenteritis por diferentes técnicas de
laboratorio como microscopia electronica, electroforesis en gel de
poliacrilamida, deteccién de antigenos por inmunoensayo, reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) o

aislamiento del virus (lturriza-Gémara, Kang, y Gray, 2004).

En la Unidad de Urgencias Médicas no se realiza de forma
rutinaria el diagnéstico etiolégico de la gastroenteritis porque en la mayor
parte de las ocasiones el resultado de estos analisis no modifica el
tratamiento médico a instaurar (Parashar etal., 2013). No obstante,
cuando se necesita un diagndstico etiolégico las técnicas mas utilizadas
son los test de inmunoensayo tipo ELISA (ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzimas) o los test de inmunocromatografia o de difusion lateral,
que presentan una alta sensibilidad y especificidad (90 - 95%) (Thomas
etal., 1988). En los Ilaboratorios de investigacion se utiliza
preferiblemente la RT-PCR para detectar el genoma viral, pues permite
obtener informacion sobre los genotipos G y P del rotavirus infectante

(Iturriza-Gémara, Kang, y Gray, 2004).

El diagndstico diferencial debe realizarse principalmente con las
infecciones por calicivirus (norovirus, sapovirus), astrovirus, adenovirus
entéricos y Aichi virus, para ello puede utilizarse RT-PCR multiple (Liu et
al.,, 2011). En los individuos inmunocomprometidos, debemos descartar

ademas de los anteriores otros virus patdbgenos como picobirnavirus,
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citomegalovirus y virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)

(Desselberger y Gray, 2013).

1.2.10. Tratamiento de la infeccion

Los sintomas mas habituales en la gastroenteritis aguda por
rotavirus en los nifios son vomitos, diarrea y fiebre. Estos sintomas son
inespecificos, no obstante, diversos estudios han demostrado que las
gastroenteritis agudas asociadas a rotavirus son mas severas, con mayor
deshidratacion y mayor incidencia de vomitos y fiebre que aquellas
gastroenteritis en las que no se ha aislado el virus (Dennehy, 2013).
Actualmente, no existe un tratamiento antiviral especifico, por lo tanto, el
tratamiento debe estar encaminado a solventar estos problemas y

reinstaurar la homeostasis corporal lo antes posible.
Rehidrataciéon y alimentacidn

Las medidas habituales para el tratamiento de la gastroenteritis
aguda por rotavirus incluyen la administracion de fluidos y electrolitos
para prevenir o tratar la deshidratacién y la reintroduccion temprana de la
alimentacion enteral (King et al., 2003). La rehidratacion via oral es la
pauta de eleccion siempre que sea posible, recurriendo al sondaje
nasogastrico si es necesario por vOmitos incoercibles. La OMS
recomienda, para el uso en nifios, una solucién de rehidratacién oral con
baja osmolaridad (75 mmol/L de sodio, 75 mmol/L de glucosa y 224
mmol/L de osmolaridad total) (WHO, 2005). La rehidratacion intravenosa
se reserva para los casos severos en los que el paciente esté letargico,
en shock o pre-shock, o bien presenta ileo paralitico intestinal o
malabsorcion de la glucosa (Hartling et al., 2006; Nelson et al., 2003). La

reintroduccién precoz de la alimentacion oral es otra de las bases del
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tratamiento, ayuda a la reparacion de la mucosa intestinal dafiada y
acorta el tiempo de enfermedad. Se ha observado que la instauracion de
la alimentacion completa habitual del nifio tras 4 horas de rehidratacion
oral conduce a una mayor ganancia de peso y no prolonga la duracién de
la diarrea ni aumenta la incidencia de intolerancia a la lactosa. No
obstante, se deben evitar alimentos con alto contenido en azlcares
elementales, que pueden empeorar la diarrea por su efecto osmético
(Gregorio etal., 2011). Los lactantes alimentados exclusivamente con
leche de férmula pueden ser realimentados con la misma férmula o leche
sin diluir y aquellos alimentados con lactancia materna exclusiva pueden
continuarla sin ninguna restricciéon (WHO, 2005). En nuestro medio, en la
mayor parte de los nifios con diarrea no esta indicada una férmula sin
lactosa, hipoalergénica o hidrolizada. La leche sin lactosa solo estaria
indicada en los casos de diarrea prolongada o recidivante que presentan
un pH menor de 5’5 y/o la presencia de mas de un 0'5% de sustancias
reductoras en el analisis de heces (Dalby-Payne y Elliott, 2011). Por otro
lado, en paises en vias de desarrollo donde los nifios estan afectos de
desnutricién, la suplementacion con zinc reduce de manera significativa
la gravedad de la diarrea y la recurrencia de nuevos episodios. Sin
embargo, no hay suficiente evidencia cientifica para su uso de forma

habitual en nifios normonutridos (Lazzerini y Wanzira, 2016).
Terapia adyuvante

La elevada incidencia y, en algunos casos, severidad de la
infeccién por rotavirus justifica la basqueda de otras modalidades de
tratamiento que se asocien a las medidas habituales de rehidratacion y
alimentacion precoz. Por ello, se han propuesto multiples opciones de
tratamiento, pero pocas de ellas han demostrado su eficacia real. De
manera que, los farmacos habitualmente utilizados en estos procesos

como son los inhibidores de la motilidad intestinal (loperamida, opiaceos
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y anticolinérgicos), moduladores de la secrecion intestinal (sales de
bismuto) y sustancias adsorbentes (colestiramina y sales de aluminio), no
estan indicados en la poblacion infantil por no haberse demostrado su
eficacia y por la posibilidad de producir importantes efectos secundarios
(American Academy of Pediatrics, 1996).

En los paises desarrollados, se ha demostrado el papel que
representan algunos probidticos intestinales asociados a la terapia de
rehidratacion oral en la mejoria de la gastroenteritis aguda. Este es el
caso de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) y Saccharomyces boulardii
gue administrados en una dosis diaria de 10.000 millones de unidades
formadoras de colonias (UFC) reducen el riesgo de diarrea prolongada y

los dias de hospitalizacion por esta enfermedad (Guandalini, 2011).

Otros estudios han demostrado la efectividad de farmacos como
la nitazoxanida (agente antimicrobiano con actividad frente a bacterias
anaerobias, Cryptosporidium parvum y algunos protozoos) para el
tratamiento de la gastroenteritis por rotavirus en nifios mayores de 1 afio
de vida. Los resultados obtenidos indican que se produce una
significativa disminucién en el tiempo de resolucion de los sintomas (La
Frazia et al., 2013; Rossignol y EI-Gohary, 2006; Teran et al., 2009). Sin
embargo, son necesarios mas estudios antes de considerar el uso

rutinario de este farmaco para el tratamiento.

El mecanismo de infeccion de algunos agentes virales se ha
relacionado con el estrés oxidativo de la célula huésped. Estas
reacciones redox también parecen estar implicadas en la infeccién por
rotavirus, por lo que se postula que el uso de la N-acetilcisteina en dosis
de 60 mg/kg/dia — similar a la utilizada para las infecciones respiratorias
de los nifios — podria actuar como agente inhibidor de la infeccion por el

virus (Guerrero et al., 2014).
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Otro posible tratamiento se basa en el uso del racecadotrilo, un
farmaco antisecretor que actta inhibiendo la encefalinasa intestinal,
enzima que degrada los opioides enddégenos (encefalinas). Estos
opioides estimulan el receptor delta antisecretor y reducen asi la
hipersecrecion de agua y electrolitos en la luz intestinal (que ocurre por
activacion del sistema nervioso entérico tras la infeccién por rotavirus),
sin disminuir el peristaltismo intestinal ni facilitar el sobrecrecimiento
bacteriano. Estudios disponibles concluyen que, afiadido a Ia
rehidratacion oral, es eficaz en el tratamiento sintomatico de la diarrea
porque disminuye su intensidad y duracién, con escasos efectos
adversos (King et al., 2003; Szajewska et al., 2007). Sin embargo, se
aconseja realizar estudios prospectivos bien disefiados para valorar la

seguridad y eficacia de estos tratamientos en nifios no ingresados.

Los farmacos antieméticos no son necesarios, de forma rutinaria,
en el tratamiento de la gastroenteritis aguda. El ondansetron, antagonista
selectivo de los receptores de serotonina, puede ser efectivo en
ocasiones disminuyendo los vémitos y limitando la necesidad de ingreso
hospitalario. A propésito de este tema, la Sociedad Europea de
Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN,
European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition) considera que no existe evidencia cientifica suficiente para
recomendar su uso de forma rutinaria (aunque podria valorarse su
empleo en casos seleccionados), pudiendo incluso aparecer, como
efecto secundario, un aumento en el nimero de deposiciones (DeCamp
et al., 2008). Sin embargo, un trabajo de investigacion reciente indica la
posibilidad de que los beneficios del ondansetron pueden ser diferentes
seguln sea la etiologia de la gastroenteritis a tratar. De acuerdo con este
estudio, el uso de ondansetrén disminuye los vémitos y la diarrea en 2

dias de media en las gastroenteritis virales, en las que se activan
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mecanismos serotoninérgicos causantes de la sintomatologia, pero no
asi en las gastroenteritis bacterianas, en las que los vomitos se producen
por la activacion de otro tipo de mecanismos (Hagbom et al., 2017). Los
autores concluyen que los beneficios potenciales de su uso, ademas de
acortar el tiempo de enfermedad, serian una disminucion en los dias de
hospitalizacion, menor ndmero de dias de diseminacion viral y por lo

tanto, un importante ahorro econémico.

Actualmente existen otras lineas de investigacion, con estudios
experimentales en animales, que estudian el uso de ciertas sustancias
antivirales tanto para la profilaxis como para el tratamiento de la infeccién
por rotavirus. En estos estudios se utilizan soluciones orales con altas
concentraciones de anticuerpos antirrotavirus obtenidos de animales o de
la modificaciéon genética de algunos vegetales para conseguir el efecto
antiviral deseado (Aladin et al., 2012; Juarez et al., 2012; Kang, 2013;
Tokuhara et al., 2013; Vega et al., 2015).

1.2.11.Prevencion. Vacunas

Desde el descubrimiento, hace mas de 40 afos, del rotavirus
como un importante patégeno intestinal con una elevada morbi-
mortalidad en nifios de todo el mundo, cientificos y médicos han unido
fuerzas para desarrollar medidas de prevencion efectivas frente a la

infeccién por este virus.

Rotavirus infecta en igual proporciéon a los nifios en los paises
industrializados como en aquellos en vias de desarrollo, por lo que las
medidas de higiene, correcta alimentacion y cuidados sanitarios se han
visto insuficientes para la prevencion de la infeccion. La lactancia

materna, dado el aporte de anticuerpos maternos que conlleva, podria
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ser un arma efectiva frente a la prevencion de este patégeno intestinal,
pero existen estudios que parecen indicar que sélo retrasa la infeccién a
edades mas avanzadas en las que se ha retirado este aporte nutricional
(Clemens etal.,, 1993). Estudios realizados con modelos animales
demostraron que se podia conseguir proteccion frente a la infeccion por
rotavirus mediante la administracion pasiva de anticuerpos antirrotavirus
0 por vacunacion (Franco et al.,, 2006; Matsui et al., 1989; Offit et al.,
1986). Esto llevo a realizar los primeros ensayos con vacunas siguiendo
una estrategia “jenneriana”, administrando cepas de rotavirus animal a
humanos, incluso en dosis elevadas, ya que no suelen producir
enfermedad (Vesikari etal.,, 1986) pero si inducen una respuesta
inmunoldgica protectora (Christy et al., 1988; Vesikari, 1996). Por otro
lado, conocido el hecho de que rotavirus puede infectar mas de una vez
al mismo individuo, pero que las infecciones son cada vez menos severas
(Velazquez etal.,, 1996) y que tras ellas persisten anticuerpos
antirrotavirus tanto en el suero como en el intestino (Coulson et al., 1992),
se penso en un virus vacunal humano atenuado que imitase el efecto de
la infeccién natural y previniera de las infecciones graves (método
jenneriano) (Kapikian et al., 1996). Asi, en 1998, tras varios intentos
fallidos, se desarrollé en Estados Unidos una vacuna recombinante frente
a rotavirus (Rotashield®, Wyeth-Lederle Vaccines, Filadelfia, Estados
Unidos) que, aunque efectiva (Santosham et al., 1997), hubo de retirarse
tiempo después por aumentar los indices de invaginacion intestinal entre
los nifios que habian sido vacunados con esta vacuna (Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), 1999; Zanardi et al., 2001). Esta
medida supuso una gran controversia, porque se consideraba que el
aumento del riesgo de invaginacion intestinal no era significativo frente a
la alta mortalidad que suponia la infeccidén por este virus en los paises en
vias de desarrollo (Weijer, 2000). Sin embargo, dos vacunas

recombinantes de rotavirus atenuados se probaron con éxito
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posteriormente, una vacuna pentavalente de origen bovino-humano
(RotaTeq®, Sanofi Pasteur MSD, Lyon, Francia) que contiene genes VP4
(P[8]) y VP7 (G1-G4) de rotavirus humanos incorporados por ingenieria
genética en un rotavirus bovino y una vacuna monovalente de origen
Unicamente humano (Rotarix®, GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart,
Bélgica) constituida a partir de un rotavirus humano G1P[8] (Vesikari,
2012). Tanto en los ensayos clinicos iniciales, como en los estudios
realizados posteriormente en paises de ingresos altos y medio-altos de
América, Asia y Europa, ambas vacunas mostraron una elevada
efectividad (85 - 98 %) en el control de la gastroenteritis severa por
rotavirus (Araki et al., 2018; Chavers et al., 2018; Glass et al., 2014;
Karafillakis et al., 2015), sin incrementar el riesgo de invaginaciéon
intestinal (Ruiz-Palacios et al., 2006; Vesikari et al., 2006). Ademas, estas
vacunas ofrecian proteccion cruzada incluso frente a otros genotipos de
rotavirus no incluidos en la vacuna (Buttery y Kirkwood, 2014; Leshem et
al., 2014). Desde la comercializacién de ambas vacunas en 2006, en
Europa han supuesto un gran impacto en la atencién sanitaria
relacionada con gastroenteritis por rotavirus, disminuyendo en gran
medida las hospitalizaciones, infecciones nosocomiales y consultas en
los centros de Atencion Primaria (Karafillakis et al., 2015). Similares
resultados se han obtenido en Australia (Giaquinto et al., 2011) y Estados
Unidos (Pindyck et al., 2018; Rha et al., 2014). Una revisidn sistematica
llevada a cabo con diferentes estudios ecoldgicos de 8 paises distintos,
demostré que pasados 2 afios desde la introduccion de la vacunacion
sistematica frente a rotavirus en un territorio se observaba, en nifios
menores de 5 afios, una disminucién de un 22 - 50 % de la mortalidad
asociada a gastroenteritis, una disminucién de entre un 49 - 89 % de las
hospitalizaciones debidas a rotavirus, una disminucién del 17 - 55 % de
las hospitalizaciones debidas a gastroenteritis por otras causas y una

disminucion de la infeccién por rotavirus en nifios no vacunados y adultos
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(inmunidad de grupo) (Gastafiaduy et al., 2013; Leshem et al., 2014, Patel
et al., 2012). Ademas, otro de los efectos observados tras la vacunacion
generalizada fue una reduccién de la infeccion nosocomial por rotavirus
(Zlamy et al., 2013). Sin embargo, diversos estudios llevados a cabo con
ambas vacunas en paises en vias de desarrollo de Africa y Asia
mostraron una efectividad moderada (50 - 64%) frente a la gastroenteritis
severa producida por rotavirus (Armah et al., 2010; Madhi et al., 2010;
Zaman et al., 2010). Aunque se desconocen las razones que llevan a esta
variabilidad de respuesta entre unas regiones y otras, se cree que puede
ser debido a factores que pueden generar interferencias en la asimilacion
de la vacuna viva oral. En esta linea de trabajo, se ha postulado sobre el
efecto que pueden tener los anticuerpos transmitidos por la leche
materna o la coadministracion con la vacuna oral frente a poliovirus (Patel
et al., 2012). Asi como, la presencia de otras circunstancias que pueden
afectar a la respuesta inmune frente a la vacuna, como son la
malnutricion, la presencia de otras infecciones (por ejemplo VIH, malaria
y tuberculosis) o situaciones como son la elevada frecuencia de
infecciones por enteropatdgenos en estas zonas y las diferencias en el
microbioma y/o vellosidades intestinales entre los nifios que viven en
entornos con pocos recursos Yy los que viven en entornos desarrollados
(Glass et al., 2014; Harris etal., 2017, 2018; Lopman et al., 2012). A
pesar de todo ello, la OMS recomienda también la vacunacién sistematica
frente a rotavirus en estos paises (WHO, 2010). De hecho, un estudio
reciente indica una clara efectividad de los programas de vacunacion
frente a rotavirus en los paises de Africa subsahariana (Mwenda et al.,
2018).

En cuanto a la seguridad de las vacunas, se han llevado a cabo
diferentes estudios en diversos paises que han identificado un menor

riesgo de invaginacion intestinal tras la vacunacion con estas vacunas
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gue con la vacuna comercializada en 1998 (Carlin et al., 2013; Patel et
al., 2011; Shui et al.,, 2012). De esta forma, considerar mayores los
efectos beneficiosos de la vacunacion que los posibles riesgos inherentes
a ella fue lo que llevé a la OMS a recomendar la vacunacion global frente
a rotavirus en octubre del afio 2009 (WHO, 2010). Actualmente, estas
vacunas estan siendo incluidas en los calendarios de vacunacion de un
namero creciente de paises (81 en mayo de 2016) (Figura 7). En Espafia,
la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP) recomienda la vacunacién
sistematica frente a rotavirus desde el afio 2008 (Bernaola lturbe et al.,
2008). Ambas vacunas estan comercializadas en nuestro pais desde
agosto del afio 2006 (Rotarix®) y enero del afio 2007 (RotaTeq®) pero no
estan financiadas por el Sistema Nacional de Salud, debiendo pagar el
importe total de la vacunacion las familias de los nifios vacunados. A
pesar de ello, las tasas de cobertura vacunal son significativas. Asi, segun
un calculo de dosis vendidas respecto al censo de poblacién, la cobertura
a nivel nacional aumenté de un 17% en 2007, a un 35% en 2008 y a un
38% en 2009 (47% Rotarix® y 53% RotaTeq®) (Gil-Prieto et al., 2013).

La elevada efectividad de los programas de vacunacion ha
determinado que la principal causa de hospitalizacion de nifios con
gastroenteritis aguda cambie de rotavirus a norovirus (Bucardo et al.,
2014; Hemming et al., 2013; Koo et al., 2013; Payne et al., 2013).
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En marzo de 2010, la Food and Drug Administration (FDA) inform6
sobre la contaminacién de la vacuna Rotarix® con ADN completo de
circovirus porcino tipo 1 y recomendd suspender su comercializacion de
forma preventiva hasta finalizar una investigacion completa sobre este
hecho. En mayo de este mismo afio se detectaron niveles bajos de
fragmentos de ADN de circovirus porcino tipo 1 y tipo 2 en la vacuna
RotaTeq® (Victoria etal., 2010), sin embargo, la FDA recomendo
continuar el uso de ambas vacunas, ya que eran ampliamente conocidos
sus beneficiosos y no habia evidencia de que el circovirus porcino
causara enfermedad en humanos (Kuehn, 2010). En Espafia, la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) prohibié la
comercializacibn de ambas vacunas de forma preventiva durante 5
meses (de junio a noviembre de 2010) pasados los cuales se reanudé la
comercializaciéon de la vacuna RotaTeq®, pero no se retird la prohibicion
de comercializacién para la vacuna Rotarix® hasta junio de 2016. La
suspension de ambas vacunas durante 5 meses supuso una bajada de
la cobertura vacunal nacional de un 38% en 2009 a un 19% en 2010, y
originé que algunas zonas como Galicia, tardaran 3 afios en alcanzar los
niveles de cobertura vacunal previos (Martindn-Torres etal.,, 2013).
Ademads, segln un estudio realizado en Espafia, durante este periodo de
suspensiéon alrededor de 85.000 nifios dejaron de ser vacunados, casi
500.000 hospitalizaciones no pudieron ser evitadas y supuso un coste de
2 millones de euros en gastos directos e indirectos relacionados con la

vacunacion (Bouzoén-Alejandro et al., 2011).

En un intento por mejorar la eficacia de las vacunas y disminuir
los costes de produccién en los paises en vias de desarrollo, se estudio
la posibilidad de fabricar las vacunas in situ. Este hecho llevé a la
produccion de otras vacunas de virus vivos atenuados que han sido

comercializadas en algunos lugares del mundo, pero que no han tenido
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reconocimiento internacional en todos los casos (Yen etal., 2014). En
estas circunstancias tenemos la vacuna monovalente ovina Lanzhou
Lamb Rotavirus - LLR (Lanzhou Institute of Biomedical Products, China),
comercializada en China para su uso en humanos, pero con resultados
clinicos inconsistentes (Fu et al., 2012). La vacuna monovalente humana
Rotavin-M1™ (Center for Research and Production of Vaccines and
Biologicals, Polivac, Vietnam), aprobada para su uso en Vietnam en el
afio 2012, que parece tener un perfil de seguridad y de inmunogenicidad
similar a Rotarix®, aunque es necesario realizar mas estudios (Anh et al.,
2012). La vacuna monovalente humano-bovina Rotavac® (Bharat
Biotech, Hyderabad, India), comercializada en India desde enero del afio
2014, es una vacuna obtenida de un virus recombinante natural. Su
efectividad frente a la infeccion severa por rotavirus es de un 56% en el
primer afio de vida y de un 49% en el segundo afio de vida (Bhandari
et al., 2014).

Actualmente estan en estudio otras vacunas vivas atenuadas
frente a rotavirus. Este es el caso de la vacuna monovalente humana
RV3-BB (Biofarma, Indonesia) que podria ser utilizada en neonatos
desde el nacimiento y que esta siendo estudiada con éxito en ensayos
clinicos llevados a cabo en Indonesia (Bines et al., 2015). Las vacunas
recombinantes humano-bovinas Bovine-Rotavirus - BRV (tetra, penta y
hexavalente) han sido autorizadas por el National Institutes of Health
(Estados Unidos) a varias compafias de tres paises diferentes: India,
China y Brasil, en los que se estan llevando a cabo estudios de eficacia
y seguridad (Dhingra et al., 2014; Zade et al., 2014).

Otras posibilidades que se estan explorando como alternativa a
las vacunas vivas atenuadas son particulas de virus inactivados (Jiang
etal., 2013; Wang etal.,, 2010), particulas pseudoviricas (virus-like

particles) expresadas en células de insecto infectadas por baculovirus
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recombinantes (Azevedo et al., 2013; Crawford et al., 1999) o por hongos
(Rodriguez-Limas et al., 2014), vacunas basadas en ADN (Garcia-Diaz
et al., 2004; Herrmann et al., 1996), vacunas combinadas de rotavirus y
norovirus (Rodriguez et al., 2014; Vega et al., 2013) o incluso el uso de
anticuerpos protectores obtenidos de llamas (Garaicoechea et al., 2008;
Vega et al., 2013).

En la tabla 4 se muestra un resumen de las vacunas

comercializadas a nivel regional o en fase de desarrollo.
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1.3. ANTIGENOS HISTO-SANGUINEOS

1.3.1. Antecedentes histéricos

La inmunohematologia comenz6 a dar sus primeros pasos en el
afo 1900 con los estudios de Landsteiner, cuando descubrio la capacidad
del suero sanguineo humano de individuos sanos de aglutinar los
hematies de otros individuos. En sus estudios clasifico los diferentes tipos
de sangre en 3 grupos: A, B y C (mas tarde llamado O) (Landsteiner,
1900, 1901). Posteriormente, Decastello y Sturli afiadieron un cuarto
grupo, AB (Tabla 5) (von Decastello y Stirli, 1902). En 1910, von Dungern
y Hirschfeld confirmaron que la herencia de los antigenos A y B seguia
las leyes de Mendel y que tenia un caracter dominante (von Dungern y
Hirschfeld, 1910). En 1924, Bernstein demostré que sélo eran necesarios
tres alelos en un locus para explicar la herencia ABO (Bernstein, 1924).

Actualmente, se conocen diferentes subgrupos de Ay B.

Antigenos en Anticuerpos

CIEECRES hematies en suero SENEIPE
(@) Ninguno Anti-A, Anti-B O/0

A A Anti-B A/A 0 AIO

B B Anti-A B/B o B/O
AB AyB Ninguno A/B

Tabla 5. El sistema ABO simplificado.

El descubrimiento de los anticuerpos no-hemaglutinantes y el

desarrollo de los test antiglobulinicos por Coombs, Mourant y Race en
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1945 propicié un importante avance en el estudio de la serologia de los
grupos sanguineos (Coombs et al., 1945). Los primeros pasos en el
descubrimiento de los anticuerpos anti-Lewis fueron descritos por
Mourant, anti-Lewis a (Mourant, 1946) y por Andresen, anti-Lewis b
(Andresen, 1948), pero la estructura y biosintesis de los antigenos ABO,
antigeno H y antigenos Lewis se describié en los afios 50 en los trabajos
de Morgan y Watkins (Morgan y Watkins, 1959) y los de Kabat (Kabat,
1955). Por otro lado, aunque los antigenos Lewis a y Lewis b expresados
en los glébulos rojos no son sintetizados por ellos, sino adquiridos desde
el plasma, se consideran antigenos de grupo sanguineo porque fueron

identificados inicialmente en los eritrocitos.

1.3.2. Concepto

El término grupo sanguineo se utiliza habitualmente para describir
el polimorfismo de los antigenos de superficie de los hematies de la
sangre. Estas variaciones son detectadas por aloanticuerpos y aunque
es posible detectar estos polimorfismos mediante el uso de otros métodos
(secuenciacion del ADN), no son considerados grupos sanguineos si no
estan definidos por un anticuerpo.

Actualmente, existen 230 antigenos de grupo sanguineo que se
clasifican en 26 sistemas genéticamente distintos (Tabla 6). La mayor
parte de ellos son sintetizados por las células rojas de la sangre, sin
embargo, los antigenos Lewis o los Chido/Rodgers son adheridos a la
membrana celular de los eritrocitos desde el plasma. Algunos antigenos
de grupo sanguineo se expresan solamente en los hematies, pero otros
pueden ser aislados tanto en la sangre como en otros tejidos del cuerpo
(este es el caso de los antigenos ABO, antigeno H y antigenos Lewis),

por lo que se denominan antigenos histo-sanguineos.
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1.3.3. Clasificacion y nomenclatura

Los antigenos de grupo sanguineo pueden ser de dos tipos segun
su estructura bioquimica, determinantes proteicos, que son codificados
directamente por los genes de grupo o determinantes carbohidratos
(glicoproteinas y glicolipidos) que son sintetizados gracias a las enzimas
glicosiltransferasas codificadas por los genes de grupo.

Segun la clasificacién propuesta por la International Society of
Blood Transfusion (ISBT) los antigenos de grupo sanguineo se organizan
en 26 sistemas, 5 colecciones y 2 series (Tablas 6 a 9) (Daniels et al.,
2009; Daniels et al., 1995).

Un sistema de grupo sanguineo consiste en uno o mas antigenos
controlados por un unico gen o por un conjunto de genes homélogos muy
relacionados entre si. Cada sistema es genéticamente diferente del resto
y la adicion de un nuevo antigeno se realiza tras comprobar que éste es

controlado por el gen que dirige el sistema (Tabla 6).
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Las colecciones hacen referencia a un conjunto de antigenos que

se relacionan genética, bioquimica o seroldégicamente, pero que no

alcanzan la categoria de sistema (Tabla 7).

NUn]ero de
antigenos
205 Cost COST 2
207 Il I 2
208 Er ER 2
209 Globoside GLOB 3
210 (Lewis c y Lewis d) 2

Tabla 7. Colecciones de grupo sanguineo.

Las series son conjuntos de antigenos que no se pueden clasificar
dentro de ningun sistema ni coleccion. Existen dos series, la serie de baja
frecuencia, formada por 22 antigenos que tienen una incidencia en la
poblacién menor al 1% (Tabla 8) y la serie de alta frecuencia, formada por

11 antigenos cuya incidencia poblacional es mayor al 99% (Tabla 9).
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NUumero Nombre Simbolo
700002 Batty By
700003 Christiansen Chrd
700005 Biles Bi
700006 Box Bx&
700015 Radin Rd
700017 Torkildsen Tod
700018 Peters pta
700019 Reid Red
700021 Jensen Jed
700023 Hey Hey
700028 Livesay Lia
700039 Milne

700040 Rasmussen RASM
700043 Oldeide ola
700044 JFV
700045 Katagiri Kg
700047 Jones JONES
700049 HJIK
700050 HOFM
700052 SARA
700053 LOCR
700054 SRIE Illll-

Tabla 8. Serie de baja frecuencia. Serie 700.
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Namero Nombre Simbolo
901001 Vel
901002 Langereis Lan
901003 August Atd
901005 Jra
901008 Emm
901009 Anton AnWj
901012 Sid Sda
901013 Duclos

901014 PEL
901015 ABTI
901016 MAM

Tabla 9. Serie de alta frecuencia. Serie 901.

En relacion a su nomenclatura, cada antigeno de grupo sanguineo
se identifica con un numero de seis digitos. Los primeros tres digitos
representan el sistema (001 — 026), coleccion (205 — 210) o serie (700
para baja frecuencia y 901 para alta frecuencia). Los segundos tres
digitos identifican el antigeno, con numeros arabigos correlativos (001,
002, 003...). Ademas, cada sistema tiene un simbolo alfabético propio que
lo define, por ejemplo, el sistema Lutheran es el sistema 005 o LU. Los
antigenos pueden identificarse ademas de por sus numeros también por
letras alfabéticas (a, b, c ...). Asi, el antigeno 005001 también puede ser
denominado Lu? o LUOO1 (que para no ser redundante en ceros puede

ser escrito como LU1).
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Los fenotipos se identifican por el simbolo del sistema seguido de
dos puntos y de la lista de antigenos separados por coma. En el caso de
que alguno de ellos esté ausente, su numero se precede de un signo

menos. Ejemplo: Lu(a-b+) seria LU:-1,2

Los genes que forman un sistema se nombran por el simbolo del
sistema seguido de un espacio o un asterisco y a continuacién el numero
de antigeno al que representa el gen. Se escriben en cursiva o

subrayados. Ejemplo: el gen Lu® seria LU 1 o LU*T.

Los genotipos se nombran mediante el simbolo del sistema
seguido de un espacio o asterisco y a continuacién los dos alelos o
haplotipos separados por una barra. Al igual que los genes, se escriben
en cursiva o subrayados. Ejemplo: Lu?Lu® seria LU 1/2 o LU*1/2 y
Lu?Lub/LuPLu® seria LU 1,6/2,9 o LU*1,6/2,9.

Un ejemplo de esta nomenclatura expresada en el sistema Kell

pueden verse en la Tabla 10.

Antigeno K, k, Kp?, Kp® KEL1, KEL2, KEL3, KEL4
Fenotipo K—k+ Kp(a—b+) KEL:-1,2,-3,4
Gen K, k, Kp?, KpP KEL 1, KEL 2, KEL 3, KEL 4
KO KEL O
KKp®/kKp® KEL 2,4/2,4
Genotipo Ul/ul KEL 10/—10
kKp?/K® KEL 2,3/0

Tabla 10. Ejemplos de nomenclatura en el sistema Kell. Los genes y
genotipos también se pueden escribir con un asterisco (*) a continuacion del
simbolo de sistema (Ej: KEL*1).
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En este trabajo, en las secciones siguientes, utilizaremos la
nomenclatura alternativa "popular" recomendada por la ISBT (Daniels et
al., 1995). Esto no indica una falta de confianza en la terminologia
numeérica, sino mas bien un intento, por parte de los autores, de facilitar

la lectura y comprension de los textos al utilizar nombres mas familiares.

1.3.4. Estructura molecular

Los antigenos histo-sanguineos son estructuras complejas de
carbohidratos formadas por adicibn de monosacaridos especificos al
extremo no reductor de diversos precursores disacaridos (Tabla 11).
Estas cadenas de oligosacaridos se pueden conjugar con polipéptidos,
para formar glicoproteinas (presentes en algunas secreciones
corporales) o con ceramidas, para formar glicoesfingolipidos (presentes
en el plasma sanguineo y desde donde algunos de ellos pueden pasar a
formar parte de la membrana de los hematies) (Watkins, 1980). Sin
embargo, también es posible aislar cadenas de oligosacéridos libres con
actividad ABO, H y Lewis en algunas secreciones corporales, como
saliva, leche u orina (Kobata et al., 1969; Lundblad, 1978).
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Nombre Estructura

Tipo 1 GalB1—3GIcNAcB1—R
Tipo 2 GalB1—4GIcNAcB1—R
Tipo 3 Galp1—3GalNAca1—R
Tipo 4 GalB1—3GalNAcB1—R
Tipo 5 GalB1—3Gal1—R
Tipo 6 GalB1—4GIcB1—R

Gal: D-galactosa; GalNac: N-acetil-D-galactosa; Glc: glucosa;
GIcNAc: N-acetil-D-glucosamina; R: resto de la molécula

Tabla 11. Precursores disacaridos. El precursor tipo 5 no existe en humanos,
ha sido sintetizado quimicamente.

En nuestro trabajo, nos centraremos en los antigenos histo-
sanguineos sintetizados a partir de los precursores tipo 1y tipo 2 (Figura
8). Los que tienen origen en el resto de precursores no son de interés

para este estudio.
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Tipo 1 Tipo 2
Precursor (Le€) Gal31-3GIcNACB1-R* Precursor GalB1-4GIctNAB1-R
H(Le9) Galf1-3GIcNACR1—-R* H Galf1-4GIcNACH1 Rt
2 2
T 1
Fucol Fucol
A GalNAco1-3Galf1—->3GIcNACH1 —-R* A GalNAco1-3Galf1-4GIcNACS1-RT
2 2
i 7
Fuco1 Fucol
B Galo1-3Galf1-3GlcNAC1-R* B Galo1-3Gal1-4GIcNACG1-Rt
2 2
i T
Fuco Fuco1
Le? Galf1-3GIcNACH1—-R* LeX Galf1-4GIcNAcf1-R
4 3
1 1
Fucel Fuco
Leb Galf1->3GIcNACH1—-R* Le¥ Gal31-4GIcNACS1-R
2 4 2 3
iy ) ) i
Fuco!  Fucol Fucol  Fucol
Aleb GalNAc1-3Gal31-3GIcNAC1—R* AleY GalNAco1—-3Gal1-4GIcNACB1—-R
2 4 2 3
il 1 ik T
Fucol  Fucod Fuco!  Fuco!
BLeb Gala1-3Galf1—-3GIcNACf1—-R* BLeY Galo1-3Galf1-4GIcNACS1-R
2 4 2 3
T g 1 T
Fucol  Fucel Fucol  Fucot
sialil-Le? Galf1-3GIcNAB 1R sialil-Le* Gal31-4GIcNAC1-R
3 4 3 3
T i T T
NeuAco2  Fucol NeuAco2  Fucol

Fuc: L-fucosa; Gal: D-galactosa; GalNac: N-acetil-D-galactosa; Glc: glucosa; GIcNAc:
N-acetil-D-glucosamina; NeuAc: Acido Sialico (acido N-acetilneuraminico); R: resto de
la molécula

* Adheridos a los hematies desde el plasma en individuos con genotipo apropiado.
t Intrinsecos a los hematies y detectados en cantidad significativa en individuos con
genotipo apropiado.

Figura 8. Estructura de los antigenos A, B, H y Lewis. El azlcar
inmunodominante en la molécula del antigeno H activa es la L-fucosa unida por
un enlace a al carbono 2, ya que su pérdida origina inactividad del antigeno H.
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1.3.5. Formacion y expresion de los antigenos ABO, Hy Lewis

La sintesis de los antigenos histo-sanguineos estd mediada por
unas enzimas glicosiltransferasas codificadas genéticamente a partir de
los genes ABO, FUT1 (H), FUTZ2 (secretor) y FUT3 (Lewis) (Tabla 12).
Estas enzimas catalizan la transferencia de monosacaridos desde un
nucleétido donante a un sustrato receptor mediante una union glicosidica
especifica. Los mecanismos de regulacién en la produccién de estas
cadenas de oligosacaridos son complejos. Asi, la presencia o ausencia
de ciertas enzimas, segun el genotipo del individuo, o la competicién entre
las diferentes enzimas por el mismo donante o receptor, determinan la

cadena de carbohidratos finalmente producida (Hakomori, 1981).

Los antigenos ABO, H y Lewis (Le? y LeP) formados a partir del
precursor tipo 1 estan presentes en secreciones, plasma y tejidos
endodérmicos. No son sintetizados por los glébulos rojos, pero son
incorporados a su membrana desde el plasma (Mollicone et al., 1995).
Los antigenos ABO y H formados a partir del precursor tipo 2 representan
la mayor parte de los oligosacaridos activos en la membrana de los
glébulos rojos, pero también han sido detectados en secreciones, tejidos
mesodérmicos y ectodérmicos (Mollicone et al., 1995). Sin embargo, a
nivel de secreciones estos antigenos se encuentran con mas frecuencia
difucosilados (Lewis y, ALewis y, BLewis y) que monofucosilados (H, A,
B) (Furukawa et al., 1990).

Lo mismo ocurre con la N-acetilgalactosamina en el antigeno Ay la galactosa en
el antigeno B, ambos azUcares unidos por un enlace a al carbono 3 (Lloyd et al.,
1966). Los antigenos Lewis a 'y Lewis b se expresan cuando una fucosa se une
a la N-acetilglucosamina del precursor tipo 1 6 del antigeno H tipo 1
respectivamente. Los antigenos Lewis x y Lewis y son los isdmeros tipo 2 de
Lewis ay Lewis b. Los Lewis a 'y Lewis x pueden unir &cido siélico en el carbono
3 (Watkins y Morgan, 1957).
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Locus Alelo Enzima glicosiltransferasa
FUT1 (H) H a1l,2-L-fucosiltransferasa
h Ninguna
FUT2 (SE) Se a1l,2-L-fucosiltransferasa
se Ninguna
a1,3-N-acetil-D-
ABO A -
galactosaminiltransferasa
B a1,3-D-galactosiltransferasa
(0] Ninguna
FUT3 (LE) Le a1,3/4-L-fucosiltransferasa
le Ninguna

Tabla 12. Algunos genes de sistema de grupo sanguineo y las enzimas
que codifican.

1.3.5.1. Antigeno H

El antigeno H se forma a partir de dos precursores disacaridos
denominados tipo 1 y tipo 2, mediante la adicion de nuevos
monosacaridos especificos (L-fucosa) al carbono 2 de la galactosa
terminal. Esta reaccion quimica esta mediada por dos enzimas
glicosiltransferasas codificadas por los genes FUT1 (H) y FUT2 (SE),
localizados en el brazo largo del cromosoma 19 (Tabla 12). La enzima H-
transferasa, el producto del gen FUT1, es la encargada de sintetizar el
antigeno H en los glébulos rojos y en los tejidos mesodérmicos y
ectodérmicos. Esta enzima tiene mayor afinidad por el precursor tipo 2,
dando lugar al antigeno H tipo 2. La enzima secretor-transferasa, el
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producto del gen FUT2, es la responsable de sintetizar el antigeno H en
las secreciones corporales y en los tejidos endodérmicos. Esta enzima
presenta mayor afinidad por el precursor tipo 1, originando antigeno H

tipo 1 o secretor (Costache et al., 1997).

La mayor parte de la poblacién expresa el antigeno H tipo 2 en
sus glébulos rojos y, muy excepcionalmente, es posible encontrar
individuos homocigotos para alelos modificados del gen FUTT que
presentan escasa o nula expresion de este antigeno en sus hematies
(fenotipo Bombay) (Fernandez-Mateos et al., 1998). Sin embargo, a nivel
de las secreciones, se conocen diversas mutaciones genéticas que
modifican el gen FUT2, de forma que se minimiza o anula la secrecién
del antigeno H tipo 1 en los fluidos. Asi, aproximadamente el 80% de los
europeos expresa el antigeno H tipo 1 en sus secreciones — también el
antigeno A 6 B si poseen los genes que los codifican — son los llamados
individuos ABH secretores. El otro 20% de europeos no secretan el
antigeno H, A 6 B en sus fluidos, independientemente de su genotipo
ABO, son los llamados individuos ABH no secretores (Kelly et al., 1995).
Entre los europeos, el estado ABH secretor parece estar controlado por
un par de alelos, Se y se, del gen FUT2 (secretor), siendo el alelo Se el
responsable de la secrecion y dominante sobre el alelo se (Oriol et al.,
1981). Sin embargo, en algunas poblaciones de Oriente y del Pacifico
Sur, existe un alelo modificado de FUT2 (Se**®) que codifica una
glicosiltransferasa con la misma afinidad por el sustrato que la FUT2
normal pero con una actividad cinco veces menor. De forma que,
individuos homocigotos para este alelo o heterocigotos de este alelo con
no-secretor, producen menores niveles de antigeno H tipo 1 en sus
secreciones y dan lugar al fenotipo Le(a+b+) en sus células rojas (Tabla
13). Son los denominados individuos ABH secretores parciales (Henry et
al., 1996).
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Genotipo Antigenos

LEWIS SECRETOR HEMATIES , —CCRECIONES
Le Le
LelLe SelSe
Le(a-b+) + +
Lelle Selse
Le/lLe Se"385/Sew3ss
Le(atb+) + +
Lel/le Se"3®5/se
Le/Le
se/se Le(atb-) + -
Le/le
le/le cualquiera Le(a-b-) - .

Tabla 13. Expresion de diferentes antigenos en hematies y secreciones
corporales segun los distintos genotipos de los genes FUT2 y FUT3 (en
individuos del grupo O). Los individuos con gen Le activo expresan Lewis a y/o
Lewis b en sus hematies y secreciones corporales. Son denominados individuos
Lewis positivos. Los individuos con gen LE inactivo (homocigoto le/le) no
expresan en los hematies ni en las secreciones corporales ningun tipo de
antigeno Lewis, independientemente de cuél sea su fenotipo ABH, secretor o no-
secretor. Son los denominados individuos Lewis negativos, Le(a-b-).

1.3.5.2. Antigenos ABO

Los antigenos Ay B se forman a partir de un mismo precursor, el
antigeno H, bien sea el producido por la H-transferasa (tipo 2) o por la
secretor-transferasa (tipo 1). Las dos enzimas glicosiltransferasas, Ay B,
que catalizan esta reaccion se codifican en los genes A y B del locus ABO
del cromosoma 9 (Tabla 12). Existe un tercer alelo, O, que no produce
enzima glicosiltransferasa activa, por lo que las personas homocigotas
para este alelo, no tienen la capacidad para modificar el antigeno H
precursor (Watkins, 1980). Estos genes se heredan con caracter
mendeliano, siendo los genes A y B dominantes sobre el alelo O y

codominantes entre ellos.
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La expresion de los antigenos Ay B en las células rojas dependera
de la presencia o ausencia del antigeno H (fenotipo Bombay) y de los
distintos genes A, By O presentes en el individuo (Tabla 5). Los individuos
secretores pueden expresar los antigenos Ay B a nivel de las secreciones
corporales si poseen los genes que los codifican, sin embargo, los
individuos no secretores, al no secretar el antigeno H tipo 1, no
expresaran los antigenos Ay B a pesar de poseer los genes codificantes
(Clausen et al., 1994).

1.3.5.3. Antigenos Lewis

Los antigenos Lewis se sintetizan a partir de diferentes sustratos
y cada sustrato origina un antigeno Lewis distinto (Figura 9). La mayor
parte de estas reacciones estan catalizadas por una enzima
glicosiltransferasa codificada por el gen FUT3 (LE), localizado en el
cromosoma 19 (Tabla 12). Este gen presenta 2 alelos, Le y le, donde el
alelo Le es dominante y produce enzima Lewis-transferasa, y el alelo le

es recesivo y aparentemente inactivo (Grubb, 1951).
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I

Precursor Tipo 1 ) fe _O—._O_R H
513 H Tipo 1 0

Se —(OHO—R
\ / H Tipo 2 B
O, B0+ (HTipo2) X ) —_—
¥
14 L%R fe) -
(Precursor Tipo 2) se le\‘
(h) —g—.—O—R B

O-B-O-R p k&
(Le) (LeX)
\ie> O—.—O—R
() D-galactosa L-fucosa en unién al—> 2
B N-acetil-D-glucosamina A L-fucosa en union al—> 3 (0 a1—» 4)
N-acetil-D-galactosamina R Resto de la molécula

Figura 9. Biosintesis de los antigenos ABO, H y Lewis derivados de los
precursores tipo 1y tipo 2. Los genes estan marcados en cursiva y las enzimas
estan descritas en la Tabla 12. Las estructuras tipo 2 y los genes que actlan
sobre ellas estan sefialados entre paréntesis. Los precursores tipo 1y tipo 2 se
diferencian por la naturaleza de su union entre la galactosa terminal del extremo
no reductor y la N-acetil-D-glucosamina: 1—3 en el tipo 1 y B1—4 en el tipo 2.
Las lineas discontinuas muestran como Le? (LeX) y Le® (LeY), generados a partir
del precursor o del antigeno H respectivamente, no son sustratos para las
transfererasas H, Se o ABO por lo que permanecen inalterados.
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Los antigenos Lewis a y Lewis b se sintetizan a partir del precursor
tipo 1 y el antigeno H tipo 1, respectivamente. Sin embargo, la enzima
Lewis-transferasa que los sintetiza también puede utilizar como sustrato
los antigenos A y B para formar antigenos ALe® y BLe® (Figura 9). La
expresion de estos antigenos en las células rojas, en el plasma y en las
secreciones corporales depende de un conjunto de interacciones entre
los genes FUTZ2 (Secretor) y FUT3 (Lewis). Los diferentes fenotipos
expresados en las células rojas por la combinaciéon de estos dos genes
se muestran en la Tabla 13, aunque pueden encontrarse algunas
excepciones a estas reglas. Asi, las células rojas de fetos, sangre de
cordén y neonatos son generalmente Le(a-b-); los lactantes pueden ser
transitoriamente Le(a+b+) antes de convertirse en Le(atb-) (Cutbush
et al., 1956); las mujeres embarazadas Lewis positivas pueden expresar
el fenotipo Le(a-b-) temporalmente durante el embarazo, llegando a
producir incluso anticuerpos anti-Lewis b en este periodo (Hammar et al.,
1981). También podemos encontrarnos con situaciones en las que la
expresion del antigeno Lewis a es mas elevada de lo esperable. Por un
lado, aunque la enzima secretor-transferasa compite activamente con la
Lewis-transferasa por el precursor tipo 1, no puede actuar sobre dicho
sustrato si ya ha actuado la Lewis-transferasa previamente (Henry et al.,
1995). Por otro lado, en los paises de Oriente, es comun encontrar
individuos con una enzima secretor-transferasa que, aunque presente, es
menos activa que en el resto de la poblacion (mutacion Se"“®®). Este
hecho implica que la competencia con la Lewis-transferasa sea mucho
menor y, por lo tanto, se expresen niveles de Lewis a mas elevados de lo

esperable, Lewis(a+b+) (Henry et al., 1990).

Los antigenos Lewis se pueden detectar en saliva por
hemaglutinacion con anticuerpos especificos. Los individuos ABH

secretores pueden expresar Lewis a y Lewis b en su saliva. Lewis a esta
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presente en individuos con fenotipo Le(a+b-) o Le(a-b+) en sus células
rojas, siendo mas intensa la reaccion en el primer caso. Lewis b se aisla
en saliva de individuos Le(a-b+) y ambos antigenos se manifiestan en
individuos Le(a+b+). Los individuos ABH no secretores expresan solo
Lewis a en su saliva (Brendemoen, 1950). Los antigenos Lewis
detectados en saliva de neonatos con gen FUT3 activo son los mismos

que los aislados en saliva de individuos adultos (Lawler y Marshall, 1961).

A nivel del plasma, el antigeno Lewis a se detecta en individuos
con fenotipo Le(a+b-) en sus células rojas. Al contrario que en saliva, sélo
unas trazas pueden encontrarse en los individuos Le(a-b+). El antigeno
Lewis b esta presente en individuos con fenotipo Le(a-b+) (Sneath y
Sneath, 1955). El antigeno Lewis a es el primero en aparecer tras el
nacimiento. En poblacién blanca, a los 3 meses de vida el 80% de los
individuos con gen FUT3 activo es Le(a+), cifra que disminuye hasta el
nivel de adulto del 20% a los 2 afos de vida. Durante este periodo no es
raro encontrar el fenotipo Le(a+b+) en las células rojas de estos
individuos. El antigeno Lewis b alcanza el nivel de adulto en plasma a los
6 afos de vida (Jordal, 1956). La aparicién de los antigenos Lewisay b
en plasma se correlaciona con su determinacion a nivel de las células

rojas (Lawler y Marshall, 1961).

Existen estudios en los que se ha analizado la frecuencia de los
distintos fenotipos Lewis expresados en las células rojas en diferentes
poblaciones humanas (Mak et al., 1994; Molthan, 1980; Mourant et al.,
1976; Salmon y Malassenet, 1953). Los resultados de estos estudios se

muestran en la tabla 14.
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POBLACION (%)

Le(a-b+) 70-72 52 - 55 62
Le(a+b-) 19-22 19-23 0
Le(a+b+) 0 0 27
Le(a-b-) 4-11 22-29 11

Tabla 14. Frecuencia de fenotipo Lewis en las células rojas de tres
poblaciones humanas.

Estudios similares se han realizado en saliva para determinar la
actividad del gen FUT3. Para ello se han utilizado anticuerpos anti-Le?.
Los individuos Lewis positivos (poseen gen Le) expresan antigeno Lewis
a en saliva, pero los individuos Lewis negativos (genotipo /e/le) no lo
expresan. Las frecuencias de fenotipos Lewis encontradas en la
poblacién con esta técnica son similares a las determinadas en las células
rojas (Grubb, 1951; Mourant et al., 1976; Race y Sanger, 1975; Tills et al.,
1983).

Los antigenos Lewis c y Lewis d se encuentran en las células rojas
de individuos adultos Lewis negativos, Le(a-b-), ABH no secretores y ABH
secretores respectivamente. Son sintetizados en el plasma, desde donde
se incorporan a la membrana de los hematies, aunque no estan
sintetizados por una Lewis-transferasa dependiente del gen FUT3 (Hirsch
y Graham, 1980). La estructura del antigeno Lewis ¢ es poco conocida
actualmente, sin embargo, se sabe que el antigeno Lewis d es en realidad
el antigeno H tipo 1. Ambos antigenos actuan como precursores de los

antigenos Lewis (Figura 8) (Lemieux et al., 1981).
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Los antigenos Lewis x y Lewis y son en realidad isomeros de
Lewis a y Lewis b sintetizados a partir del precursor tipo 2 y del antigeno
H tipo 2, respectivamente (Francgois etal., 1986). Al igual que sus
isdbmeros, también pueden originarse a partir de los antigenos Ay B,
dando lugar a los antigenos ALeY y BLeY (Figura 9). En analogia con el
resto de estructuras Lewis, los antigenos Lewis x no pueden convertirse
en Lewis y por accion de la H-transferasa o secretor-transferasa, y los
antigenos Lewis y no pueden ser convertidos en ALeY ni BLeY por accién

de la A- o B-transferasa.

Los antigenos Lewis x y Lewis a también pueden unir 4cido sialico
a su galactosa terminal (Figura 8). Esta union les permite adherir
selectinas, una familia de moléculas con capacidad de adhesién a las
células endoteliales. Esta propiedad es muy importante para leucocitos y
plaquetas, sobre todo en las zonas de inflamacién (Kansas, 1996). Por
otro lado, los niveles en plasma de sialico-Le? (también conocido como
antigeno CA 19-9) se usan como marcadores tumorales para el
diagnéstico de cancer gastrico, colorrectal y pancreatico (Orntoft y Bech,
1995).

En este trabajo se han estudiado los antigenos Lewis a y Lewis b,
por lo tanto, cuando hablemos de antigenos Lewis de manera genérica

nos referimos a estos dos antigenos y no al resto.
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1.4. INTERACCION ENTRE ROTAVIRUS Y ANTIGENOS HISTO-
SANGUINEOS

Desde el descubrimiento del grupo sanguineo ABO a principios
del siglo XX y su expresion genéticamente determinada ha habido un
interés creciente por estudiar el potencial papel que juegan los diferentes
grupos sanguineos en algunas enfermedades infecciosas. Asi, muchos
grupos sanguineos actuan como receptores para toxinas, parasitos, virus
o bacterias. En algunos casos facilitan la invasion por el agente infeccioso
o evitan los mecanismos de defensa del huésped, sin embargo, en otras
ocasiones actuan como falsos receptores evitando asi la unién a los
verdaderos receptores diana en los tejidos (Cooling, 2015). Los antigenos
histo-sanguineos (HBGASs) son carbohidratos complejos presentes en las
secreciones corporales y en la superficie de las células epiteliales de las
mucosas que pueden actuar como receptores celulares (Figura 10).
Ademas, estan ampliamente distribuidos en el organismo y presentan un
gran polimorfismo (Cooling, 2015). Su expresion esta regulada por unas
enzimas codificadas por los genes FUT2 (antigenos A, B y H - secretor)
y FUT3 (antigenos Lewis). La presencia de mutaciones en estos genes
puede dar lugar a enzimas inactivas que conducen a individuos no

secretores (FUT2-) o Lewis negativos (FUT3-) (Ramani et al., 2016).
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(O Galactosa (Gal) Antigeno A
| N-Acetilgalactosamina (GalNAc)
B N-Acetilglucosamina (GIcNAc)

AFucosa (Fuc)
Precursor Tipo 1 H Tipo 1
Secretor (FUT2) Atransferasa
B3  a(1.2)Fucosiltransferasa B transferasa
R o2 03
Lewis negativo, no secretor Lewis negatlvo secretor B3
Lewis (FUT3/4)
a(1,3) or a(1,4) Fucosiltransferasa
o2
(l4 |,3 ”4 “3 R
| Antigeno B
ggS 33
R R
Lewis A (Le?) Lewis B (Leb)
Lewis positivo, no secretor Lewis positivo, secretor

Figura 10. Biosintesis de los HBGA tipo 1. El precursor tipo 1 contiene los
azlcares galactosa y N-acetilgalactosamina unidos por una union f1-3. La
biosintesis del antigeno H tipo 1 supone la adicién de una fucosa en la posicién
a1,2 de la galactosa terminal del precursor tipo 1 mediada por la enzima FUT2
(gen secretor). Los individuos que no poseen una FUT2 activa no pueden
expresar fucosa en la posicién a1,2 y son los denominados no secretores. La
modificacion del antigeno H por la A- o B-glicosiltransferasa da lugar al antigeno
A o B, respectivamente. El antigeno Lewis a se sintetiza por la union de una
fucosa en la posicion a1,3 o a1,4 de la N-acetilglucosamina terminal del
precursor tipo 1 mediante la enzima FUT3/4 (gen Lewis). El antigeno Lewis b se
forma por la union al antigeno H tipo 1 de una fucosa en la posicion a1,3 o a1,4
de la N-acetilglucosamina mediada por estas mismas enzimas. Los individuos
que no poseen una FUT3/4 activa no pueden expresar fucosa en la posicién a1,3
o a1,4 y son los denominados Lewis negativos.
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La unién a un receptor en el huésped es un primer paso esencial
durante el proceso de infeccién de muchos virus y bacterias. En el caso
de rotavirus, este contacto inicial esta mediado por VP8*, el dominio distal
de la proteina VP4 (Pesavento et al., 2005). Hace mas de tres décadas
que se conoce el hecho de que esta proteina es capaz de unirse a
residuos externos de acido sialico en los rotavirus sialidasa sensibles
(Bastardo y Holmes, 1980), asi como a residuos internos de acido sialico
en algunos rotavirus sialidasa insensibles (Haselhorst et al., 2009). Sin
embargo, analisis recientes revelan que algunos rotavirus humanos
tienen la capacidad de adhesion de su VP8* a oligosacaridos de la familia
de los HBGAs, siendo esta union diferente en los distintos genotipos de
rotavirus (Béhm etal., 2015; Huang etal.,, 2012). Asi, la proteina
recombinante VP8* de los genotipos P[4], P[6] y P[8] del genogrupo PIll],
reconoce los antigenos secretores. Los genotipos P[4] y P[8] se adhieren
a los antigenos H tipo 1y Lewis b, pero no a los Lewis a. El genotipo P[6]
se une solamente al antigeno H tipo 1 (Huang et al., 2012). Los genotipos
P[9], P[14] y P[25] del genogrupo P[lll], que infectan a humanos, se unen
especificamente al antigeno A (Liu et al., 2012) y el genotipo P[11] del
genogrupo P[IV], que infecta a lactantes, se une a los precursores tipo 1
y tipo 2 (Figura 11) (Liu et al., 2013; Ramani et al., 2013).
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Figura 11. Rotavirus reconoce los antigenos histo-sanguineos (HBGAS).
En esta figura se expresan un total de 35 genotipos P[1] — P[35] clasificados en
5 genogrupos P[l] — P[V] segln la secuencia proteica de la proteina VP4 de la
capside viral (Liu et al., 2012). Tanto los huéspedes diana como los
carbohidratos que actlan como receptores para cada genotipo estan basados
en publicaciones recientes (Huang et al., 2012; Liu et al., 2012, 2013; Ramani
et al., 2013), sin embargo, estos datos son todavia desconocidos para muchos
rotavirus animales.

Los antigenos secretores (antigeno H tipo 1 y Lewis b) estan
presentes en el 80% de la poblacion de Norte América y Europa (Le
Pendu, 2004), y posiblemente sea asi también en otras regiones del
mundo. El hecho de que los rotavirus P[4], P[6] y P[8] reconozcan estos
antigenos parece tener relacion con la mayor prevalencia que presentan
estos genotipos en las infecciones humanas. Los genotipos P[4] y P[8]
son los mas frecuentes, con una prevalencia algo mayor para el genotipo
[P8] (Santos y Hoshino, 2005). Ademas, el genotipo [P8] es el

componente mas importante en las vacunas Rotarix® y Rotateq®. Estos
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hechos estimularon la produccién de diversos estudios epidemiolégicos
en diferentes partes del mundo que buscaban determinar la relacién entre
el estado secretor y la infeccidn por rotavirus (Imbert-Marcille et al., 2014;
Kambhampati et al.,, 2016; Lee et al., 2018; Payne et al., 2015; Trang
et al., 2014; Zhang et al., 2016). En general, los datos obtenidos en estos
estudios indican que los individuos no secretores presentan proteccion,
de forma natural, frente a la infeccién por los genotipos P[4] y P[8] de
rotavirus.

El genotipo P[6] es mas prevalente en las infecciones por rotavirus
en algunos paises de Africa y Asia que en otras regiones del mundo (Das
et al., 2004; Waggie et al., 2010). Por otra parte, algunos estudios han
demostrado mayor numero de individuos secretores Lewis negativos en
paises africanos y asiaticos que en Norte América o Europa (Nordgren
et al., 2013; Soejima et al., 2009; Trang et al., 2014). Puesto que estos
individuos pueden secretar antigeno H tipo 1 pero no antigeno Lewis b,
esta situacion podria indicar que el antigeno Lewis b es un factor
necesario para la infeccion por los genotipos P[4] y P[8], pero no para el
genotipo P[6]. Incluso se especula con la posibilidad de que el genotipo
P[6] pueda unirse al precursor del antigeno H tipo 1 (el precursor tipo 1)
en individuos no secretores (Yu et al., 2014). Esto, de ser cierto, explicaria
la mayor prevalencia de infeccién por rotavirus P[6] en poblaciones con
gran cantidad de individuos Lewis negativos, independientemente de cual
sea su estado secretor. Esta circunstancia se observa en el estudio
llevado a cabo por Nordgren et al. en Burkina Faso y Nicaragua (Nordgren
et al., 2014). Algo similar ocurriria con los neonatos no africanos. En ellos,
la prevalencia de infeccidon por genotipo P[6] es mayor que en el resto de
la poblacion (Shim et al., 2012). Asi, aunque sean genéticamente Lewis
b positivos, se sabe que la expresion de estos antigenos en la superficie
de los eritrocitos puede retrasarse hasta los primeros 2 meses de vida,

de manera que se comportarian como Lewis negativos hasta entonces
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(Ameno etal., 2001). Sin embargo, es importante resaltar que estos
estudios se han realizado en hematies y la expresion de los antigenos
Lewis en su membrana puede no tener una relacién directa con la
presencia de estos antigenos en el tracto intestinal. Ademas, se conoce
muy poco acerca de la expresion de los HBGAs en los nifios y de sus
posibles cambios con el desarrollo o con infecciones concomitantes
(Nordgren et al., 2014). Estos acontecimientos plantean, por otro lado, la
cuestiéon de si los factores genéticos del huésped pueden influir en la
susceptibilidad a las cepas vacunales (en su mayoria basadas en el
genotipo P[8]) y en su capacidad de proteccion frente a la infeccion por
rotavirus. De tal forma que si consideramos que los nifios Lewis negativos
son resistentes a la infeccion por el genotipo P[8], también son menos
susceptibles a la cepa vacunal y, sin embargo, si que son susceptibles a
la infeccién por el genotipo P[6]. Este dato podria explicar la menor
efectividad que presentan las vacunas en algunas poblaciones africanas
y asiaticas (con gran cantidad de individuos Lewis negativos), aunque son

necesarios mas estudios para confirmarlo.

En cuanto a los antigenos ABO, existen estudios recientes en
diferentes partes del mundo que relacionan el antigeno A con la infeccién
por rotavirus (Bekdas et al., 2014; Elnady et al., 2017; Sun et al., 2018;
Trang et al., 2014). Sin embargo, otros trabajos no encuentran ningun tipo
de relacion (Mohanty et al., 2016; Yazgan et al., 2013) y aunque se ha
comprobado la unién de rotavirus al antigeno A mediante analisis
estructural por cristalografia (Figura 12) (Hu et al., 2012; Sun et al., 2018)
todavia existe controversia sobre el tipo de relacién que existe entre
ambos, siendo necesarios estudios epidemiologicos que aporten mas
datos sobre el caracter de esta relacion. Incluso se especula con la
posibilidad de que el antigeno A, presente en la mucosa intestinal de

diferentes especies animales, incluidas las domésticas (Zakhour et al.,
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2009), pueda actuar como posible factor responsable en la transmision
interespecies de rotavirus (Matthijnssens et al., 2009; M. Tan y Jiang,
2014).

Figura 12. Andlisis estructural de la union de VP8* del genotipo P[14] con
el antigeno histo-sanguineo tipo A. El trisacarido de unién del antigeno A
(GalNAc: N-acetilgalactosamina; Gal: galactosa; Fuc: fucosa) esté representado
en forma tridimensional (amarillo) con sus atomos de carbono numerados segun
convencion. Los atomos de nitrégeno y oxigeno estan marcados en azul y rojo
respectivamente. La superficie de union de la proteina VP8* en el genotipo P[14]
esta representada en gris y los residuos de aminoacidos que participan
coloreados en azul. La red de enlaces de hidrogeno entre los residuos
aminoacidos de VP8* y el trisacarido de unién del antigeno A esta representada
en forma de lineas discontinuas. Las moléculas de agua que interactlan estan
dibujadas como pequefias esferas de color celeste.

Por otra parte, en estudios in vitro realizados con saliva, se ha
observado una menor afinidad de uniéon del genotipo P[8] en individuos
con grupo sanguineo B, respecto al resto de grupos sanguineos. Como
explicacion, se ha sugerido la posibilidad de que el antigeno B interfiera
en la union de rotavirus al antigeno H tipo 1 o Lewis b (Huang et al., 2012;
Ma etal., 2015). Asi mismo, se ha observado menor incidencia de
gastroenteritis por rotavirus (Elnady et al., 2017; Kazi etal., 2017) y

menor grado de seroconversion después de una dosis de vacuna en los
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individuos con grupo sanguineo B, que en aquellos que expresan el grupo

sanguineo A o O (Bucardo et al., 2018).

En otra linea de trabajo, Mohanty et al. indican la posibilidad de
que el antigeno O pueda actuar como protector frente a la infeccién por
rotavirus en un estudio llevado a cabo en India (Mohanty et al., 2016).
Nordgren et al. encontraron mayor incidencia de infeccion por genotipo
P[6] respecto a P[8] en nifos secretores positivos con grupo sanguineo

O en un estudio realizado en Burkina Faso (Nordgren et al., 2014).

En lo referente al grupo sanguineo AB, no se han encontrado

datos relevantes en la bibliografia revisada para este trabajo.

Por todo lo anteriormente expuesto, consideramos que son
necesarios mas estudios estructurales, viroldgicos y epidemiolégicos que
ayuden a conocer con mas detalle el papel que representan los antigenos

histo-sanguineos en la infeccion por rotavirus.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es analizar la relacion

entre los antigenos histo-sanguineos (HBGAs) de nifios infectados con

rotavirus y los genotipos virales G/P infectantes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos planteados son:

1.

Caracterizar los genotipos G (VP7) y P (VP4) de los rotavirus
aislados en las heces de nifios afectados de gastroenteritis
aguda, diagnosticados en el departamento de salud 5 de
Valencia durante el periodo de tiempo en que se realiza el
estudio: enero de 2013 a diciembre de 2015.

Analizar los datos clinicos y demogréaficos de los nifios
infectados por rotavirus incluidos en el estudio.

Determinar los antigenos ABO y Lewis en la saliva de los
nifos infectados y en un grupo control.

Determinar el estado secretor (FUT2+) de los pacientes
infectados con rotavirus.

Analizar la relacion entre los genotipos detectados y los
factores genéticos (estado secretor, Lewis, grupo sanguineo)
en los nifios con infeccién por rotavirus en nuestra area

geogréfica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. PERIODO DE INVESTIGACION Y POBLACION DEL ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el periodo de tiempo comprendido entre
enero de 2013 y diciembre de 2015 con pacientes pediatricos de 0 a 5
afos de edad procedentes del area metropolitana y de las areas rurales
dependientes del Hospital Clinico Universitario de Valencia. La poblacion
total atendida por este hospital era de 345.498 personas, de las cuales
20.091 (5’82%) pertenecian al grupo de 0 a 5 anos.

En esta area, asi como en el resto de la Comunidad Valenciana,
la vacunacion con rotavirus no esta incorporada en el Programa Nacional
de Vacunaciones, por lo que no existe financiacion publica para su
adquisicion. El coste integro de la vacuna es asumido por los padres o
tutores que deseen vacunar a los nifios.

El estudio se realizdé con un total de 217 pacientes pediatricos
diagnosticados de gastroenteritis aguda por rotavirus. Se tomaron
muestras de heces y de saliva de cada uno de los nifios en las consultas
de Pediatria de los Centros de Salud o en el Servicio de Urgencias de
Pediatria del Hospital Clinico Universitario de Valencia y se realiz6 el
diagnéstico de infeccidn por rotavirus en el Servicio de Microbiologia de
este hospital. Se conservo a -80°C la primera muestra de heces de cada
paciente en la que se habia detectado la presencia de rotavirus y se
excluyeron posteriores muestras de un mismo sujeto, asi como aquellas
de las que se carecia de los datos demograficos y vacunales completos
(edad, sexo, procedencia, estado vacunal frente a rotavirus) o de una
muestra de saliva del individuo. De 133 pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion (apartado 3.2), 71 (53'4%) procedian del area
metropolitana y 62 (46’6%) de zonas rurales dependientes del hospital.

Los pacientes tenian edades comprendidas entre 13 dias y 5 afios, con
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una edad media de 1 afio y 10 meses. Ademas, la mayor parte de ellos,
112 (84°2%), eran menores de 3 afios. En cuanto a la distribucién por
sexos, 62 fueron nifias (46’6%) y 71 fueron nifios (53'4%).

Asimismo, se incluyé un grupo control de 50 nifios sanos que
presentaban unas caracteristicas similares a las del grupo de pacientes
en cuanto a edad, sexo y pais de origen de los progenitores, de forma
gue pudiese servir como orientacion de las caracteristicas generales que
presentaba la poblacion de esta area. Este grupo estaba formado por 24
nifos (48%) y 26 nifias (52%). La edad, en el momento del analisis,
estaba comprendida entre 1 mes y 5 afios, con una edad media de 2 afios
y 10 mesesy, de todos ellos, 31 (62%) eran menores de 3 afios. Respecto
al estado de vacunacion frente a rotavirus, 28 niflos (56%) habian sido
vacunados frente a rotavirus.

Por otro lado, se solicitaron al Centro de Transfusion de la
Comunidad Valenciana, Conselleria de Sanitat Universal i Salut Publica,
Generalitat Valenciana, los datos relativos a la expresion de los antigenos
histo-sanguineos de los donantes de sangre analizados en la provincia
de Valencia, a fin de realizar una comparacion con la poblacion de
estudio. De esta forma, se obtuvieron los datos de grupos sanguineos y
antigenos Lewis de un total de 283.399 donantes. No se pudieron obtener
los datos referentes al fenotipo secretor de los individuos porque este
andalisis no se realiza de forma rutinaria en las muestras. Por cuestiones
de privacidad y politica de proteccion de datos no se facilitaron los datos
demogréficos referentes a edad, sexo, lugar de nacimiento o localizacion

de los donantes analizados.
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3.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se consideraron criterios de inclusiéon para formar parte del grupo
de pacientes los siguientes:

- Infeccion por rotavirus del grupo A, diagnosticada por métodos de
laboratorio.

- Edad comprendida entre 0 y 5 afios.

- Disponibilidad de muestras de heces y saliva.

- Aceptacion de la inclusion del nifio en el estudio y firma del
consentimiento informado por los padres o tutores.

- Datos demograficos completos.

- Informacion disponible en el Sistema de Informacion Vacunal (SIV)
de la Generalitat Valenciana sobre el estado vacunal (vacuna anti-

rotavirus).

El incumplimiento de alguno de estos criterios fue motivo para

excluir a los nifios del estudio.

3.3. MUESTRAS CLINICAS

3.3.1. Obtencion de las muestras

A los pacientes afectos de gastroenteritis aguda se les recogié una
muestra de heces en las primeras 24 horas tras acudir al centro sanitario.
Una vez seleccionados los pacientes con muestras de heces positivas
para rotavirus, se contactdé con sus cuidadores para ofrecerles la
posibilidad de colaborar en el estudio. Se les explicé el protocolo
completo del estudio y se les inform6 de los posibles riesgos de su

participacion. A aquellos que aceptaron voluntariamente participar, se les
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entregé un consentimiento informado que firmaron previamente a la
recogida de muestras. El protocolo de estudio y el consentimiento
informado habian sido previamente aprobados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, por el
Comité Etico de Investigacion Clinica Corporativo de Atencién Primaria
de la Comunidad Valenciana y por la Fiscalia de Menores de Valencia.
Asi, se tomaron tanto muestras de saliva como de escobillonado bucal de
133 nifios infectados por rotavirus, cuyos cuidadores habian aceptado
participar en el estudio y habian firmado el consentimiento informado.
Siguiendo el mismo procedimiento, se tom6 una muestra de saliva y

escobillonado bucal a los 50 nifios del grupo control.

3.3.2. Conservacion de las muestras

Las muestras de heces y saliva se conservaron a 4°C si su
procesamiento iba a realizarse en un periodo breve de tiempo, y se

congelaron a - 80°C si su analisis iba a demorarse en el tiempo.

3.4. ESTUDIO VIROLOGICO

3.4.1. Deteccibn de rotavirus en heces por técnicas

inmunoldgicas

La deteccion de antigeno de rotavirus en las muestras fecales de
los pacientes se realiz6 por método inmunocromatografico o de difusion
lateral (Rotavirus-Adenovirus, Certest Biotec) o por ELISA (Premier

Rotaclone®, Meridian Diagnostics).
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El diagnostico por método inmunocromatogréafico o de difusion

lateral se realiz6 de la siguiente manera:

Se tomo una muestra de heces del paciente y se diluy6 al
20% en el tampoén de preparacion del test.

Se colocaron 4 gotas de esta dilucién en la ventana marcada
para la muestra.

Se interpretd el resultado obtenido (aparicibn de bandas
correspondientes a antigenos de rotavirus, adenovirus y

control) transcurridos 10 minutos.

El diagnéstico por método ELISA se llevo a cabo siguiendo las

instrucciones del ensayo Premier Rotaclone®, Meridian Diagnostics:

Se realizaron diluciones al 20% (p/v) de cada una de las
muestras fecales a analizar en 1 ml de diluyente.

Se tomaron 2 gotas (100 pl) de cada una de las muestras
fecales diluidas, del control positivo y del control negativo y se
colocaron en la placa de microtitulacion.

Se afiadieron 2 gotas (100 ul) de conjugado enzimatico y se
incubd a temperatura ambiente durante 60 min.

Se vacio el contenido de los pocillos en un recipiente de
desecho y se realizaron 5 lavados con agua desionizada.

Se afiadieron 2 gotas de sustrato A (100 pl) y 2 gotas de
sustrato B (100 pl) y se incub6é a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

Se procedid a la lectura de la placa en espectrofotbmetro
(Multiskan FC, Thermo Scientific) a 450 nm, utilizando como

referencia el filtro de 600 nm.

Las muestras con valores de absorbancia superiores a 0’150

unidades se consideraron positivas.
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3.4.2. Deteccion de rotavirus en heces por técnicas moleculares.
Caracterizacion de genotipos G y P mediante transcripcion
inversa y amplificacion de acidos nucleicos (RT-PCR)

Se prepararon suspensiones fecales al 20% (p/v) en tampén
fosfato salino (PBS, de sus siglas en inglés, phosphate buffered saline)
gue pudieran ser conservadas a -80°C y se obtuvo el ARN viral por el
método de isotiocianato de guanidina y matriz de silica (método de Boom)

o mediante el método de extraccién con Trizol® (Invitrogen).

El método de Boom (Boom etal., 1990) para aislar acidos

nucleicos a partir de muestras biolégicas consistié en 4 pasos:

1. Lisis y homogenizacion de la muestra.

Se mezclaban 200 ul de cada suspension fecal al 20% (p/v) en
PBS con 800 pl de la solucion de lisis L6 (60 g de isotiocianato de
guanidina GTC; 50 ml de 0’1 M Tris-HCI pH 6’4; 11 ml de 0’2 M
EDTA pH 8; 1’3 g de Triton X-100).

2. Mezcla de la muestra previamente tratada con isotiocianato de

guanidina y particulas de silica.

Se afiadian 20 ul de *matriz de silica y se agitaba intensamente
(vortex) durante 10 segundos y se incubaba durante 10 - 15

minutos a temperatura ambiente.
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*Preparacion de la matriz de silica:

- Anadir 60 gramos de diéxido de silicio (SiO>) (Sigma, S5631)
a un volumen total de 500 ml de agua desionizada contenida
en una probeta.

- Permitir que la silica sedimente por gravedad durante 24
horas a temperatura ambiente.

- Extraer 430 ml del sobrenadante del preparado, agregar agua
desionizada hasta 500 ml y agitar vigorosamente.

- Sedimentar 24 horas a temperatura ambiente.

- Extraer 440 ml de sobrenadante y agregar 0’6 ml de HCI (32%
p/v) para ajustar la suspension de silica a pH 2°0.

- Dispensar la suspensién de silica en alicuotas de 4 ml y

esterilizar en autoclave. Conservar a -20°C.

Lavar los complejos acido nucleico-silica.

En este paso, los complejos acido nucleico-silica se lavaban
varias veces para eliminar los contaminantes. Este proceso

constaba de las siguientes fases:

- Se recogian los complejos acido nucleico-silica del liquido
mediante centrifugacion durante 10 minutos a 2.600 rpm y
tras eliminar el sobrenadante por succion.

- Se lavaba el sedimento dos veces con 400 ul de tampdn de
lavado L2 (180 g de isotiocianato de guanidina; 150 ml de
0’1M Tris-HCI pH 6°4) utilizando un agitador tipo vortex.

- Se centrifugaba a 2.600 rpm durante 2 minutos y se recogian
de nuevo los complejos acido nucleico-silica descartando el

sobrenadante.
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Se procedia a lavar dos veces con etanol 70%, centrifugando
a 3.100 rpm durante 2 minutos y una vez con acetona,
centrifugando a 10.000 rpm durante 2 minutos.

Se secaban los complejos acido nucleico-silica a 50°C

durante 10 minutos.

4. Separar los acidos nucleicos de los granos de silica.

La técnica consiste en disolver los complejos acido nucleico-silica

en un tampon con menor concentracion de la sustancia

caotropica. De esta manera, los &cidos nucleicos puros son

aislados del material de partida. Para ello seguimos los siguientes

pasos:

Resuspender los complejos acido nucleico-silica del
sedimento en 30 ul de H.O tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) y con 1 pl de RNasin® (Promega), incubando 10
minutos a 65 °C.

Centrifugar a 10.000 rpm durante 1 minuto.

Recoger el sobrenadante. Incubar a 56°C durante 5 minutos
y centrifugar a 10.000 rpm durante 10 segundos para

sedimentar los restos de silica.

El método de extraccion con Trizol® (Invitrogen) (Chomzynski,

1987) consisti6 en:
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1. Homogenizar el material de partida con 1 ml de reactivo Trizol®

(Invitrogen) e incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

2. Centrifugar durante 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C y transferir la

fase acuosa a un tubo de reaccion limpio.
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Adicionar 0’2 ml de cloroformo, agitar vigorosamente e incubar a
temperatura ambiente durante 3 minutos.

Repetir el paso 3.

Afadir 0’5 ml de isopropanol e incubar durante la noche a 4°C.
Centrifugar durante 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C y eliminar el
sobrenadante.

Afadir 1 ml de etanol 70%, agitar vigorosamente y centrifugar
durante 5 minutos a 7.500 rpm a 4°C, eliminar el sobrenadante.
Dejar secar el sedimento de ARN y resuspender en 30 pl de agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

Incubar durante 10 minutos a 65°C.

Una vez extraido el ARN viral se conservd a -80°C hasta su

procesamiento.

Rotavirus es un virus de ARN de doble cadena, por lo que una vez

extraido el acido nucleico hay que realizar una transcripcién inversa (RT)

para obtener el ADN complementario (ADNCc) que se utilizard como molde

en las reacciones de PCR. La reaccion de transcripcidon inversa y

amplificacién de acidos nucleicos (RT-PCR) se realiz6 con cebadores

aleatorios (“random primers”) utilizando la enzima SuperScript® Il

Reverse Transcriptase (Life Technologies). El procedimiento utilizado fue

el siguiente:

1.

2.

Anadir 1 ul de dimetilsulféxido (DMSO) a 9 ul de extracto de
acidos nucleicos e incubar a 65°C durante 5 minutos y mantener
a 4°C durante 2 minutos.

Agregar 20 ul de la *solucién “master” de transcripcion inversa al

extracto de acidos nucleicos (10 pl).
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*Reaccidn para transcripcion inversa (RT). Solucién “master”:

Tampédn de transcriptasa inversa 5X 6 ul

Inhibidor de RNAsas (40 U/ul, Biotools) | 0’25 ul

“‘Random primers” (50 uM, Invitrogen) 0’5 pl

DDT (0,1 M, Invitrogen) 1’5 pl

dNTPs (10 mM, Biotools) 1l

SuperScript® Il (200 U/ul, Invitrogen) 02 pl

H-O tratada con DEPC 10°55 pl

TOTAL 20 pl

3. Incubar 50 minutos a 50°C, 15 minutos a 70°C y finalmente 2

minutos a 92 °C para inactivar la transcriptasa inversa.

La deteccion de rotavirus en heces se realizO mediante
amplificaciébn por PCR de un fragmento del gen VP6. Para ello, se
utilizaron cebadores especificos descritos por lturriza-Gémara y cols.

(Iturriza-Gémara et al., 2002) con el siguiente protocolo:

= Cebadores:

o VP6-F: 5 GAC GGV GCRACTACATGG T3’
o VP6-R: 5 GTCCAATTCATNCCTGGTG 3

Producto de la amplificacién: 382 pb.
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= Mezcla de la reaccion:

ADNc 5 ul
Tampén de PCR 10X 5ul
MgCI2 50 mM 2 ul
dNTPs (10 mM, Biotools) 1l
Cebador VP6-F (10 pM) 1l
Cebador VP6-R (10 pM) 1l

Taq polimerasa (5 U/ul Biotools) | 0’5 ul

H>O desionizada 34’5 pl

TOTAL 50 pl

=  Protocolo de PCR:

- Un ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C.

- 35ciclos de:
o Desnaturalizacion: 1 minuto a 94 °C .
o Hibridacion: 1 minuto a 50 °C.
o Extension: 1 minuto a 72 °C.

- Un ciclo final de extensién de 7 minutos a 72 °C.
= Electroforesis de los amplificados:

- Gelde agarosa al 1'5% (p/v) en tampén Tris-borato-EDTA
(TBE) 05X con RedSafe® (Intron Biotechnology,
Burlington, MA, EEUU) 0'5%.

- 80 voltios durante 45 minutos.
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Los amplicones se observaban con un captador de imagenes
y un transiluminador de luz ultravioleta (Gelprinter Ultra, T.D.l.).

A continuacion, se amplificaron en dos reacciones de PCR
diferentes los genes codificantes de las proteinas VP7 y VP4.
Posteriormente, se utilizaron reacciones de PCR ‘multiplex’ que
permitieron identificar el genotipo G (VP7) y P (VP4) de cada cepa,
siguiendo procedimientos descritos (lturriza-Gomara etal., 2009) y
establecidos por la red Europea de Vigilancia de Rotavirus “EuroRotaNet”

(https://www.eurorotanet.com/).

Para tipificar el gen de la glicoproteina VP7 (G) se realizaron 2
reacciones de PCR. En la primera se realiz6 la amplificacién del gen con

cebadores comunes VP7-F y VP7-R (lturriza-GOmara et al., 2001).

12 PCR de VP7. Amplificacion VP7:

= Cebadores:

o VP7-F: 5 ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 3' (nt 51-71)
o VP7-R: 5 AACTTGCCACCATTTTTT CC 3' (nt 914-932)

Producto de la amplificacién: 882 pb.
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= Mezcla de la reaccion:

ADNc 5 ul
Tampén de PCR 10X 5ul
MgCl> 50 mM 2yl
dNTPs (10 mM, Biotools) 1l
Cebador VP7-F (10 uM) 1l
Cebador VP7-R (10 uM) 1l
Tag polimerasa (5 U/ul Biotools) | 0’5 ul
H>O desionizada 34’5 pl
TOTAL 50 pl

=  Protocolo de PCR:

- Un ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C.

- 35ciclos de:
o Desnaturalizacion: 1 minuto a 94 °C .
o Hibridacion: 1 minuto a 52 °C.
o Extension: 1 minuto a 72 °C.

- Un ciclo final de extensién de 7 minutos a 72 °C.

Se analizaron los amplificados con electroforesis en gel de

agarosa, segun técnica descrita anteriormente para el gen de VP6.

El producto de la primera reaccion de PCR se sometié a una
segunda PCR segun la region hipervariable del gen. Para ello se utilizd
un cebador comun a todos los genotipos G (VP7-R) y un cebador
especifico para cada genotipo G estudiado (G1-G4, G8-G10 y G12)
(Tabla 15) que crea un amplicon de tamafo caracteristico (Figura 13)
(Aladin et al., 2010; Gouvea et al., 1990; Iturriza-Gémara et al., 2004).
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22 PCR de VP7. Diferenciacién G multiple:

= Cebadores:

CEBADOR SECUENCIA NUCLEQTIDOS | AMPLICON
Genotipo G1 | 5' CAA GTA CTC AAATCAATG ATG G 3' 314 - 335 619 pb
Genotipo G2 | 5' CAATGA TAT TAACACATT TTC TGT G 3 411-435 522 pb
Genotipo G3 | 5' ACG AAC TCA ACA CGA GAG G 3' 250 - 269 683 pb
Genotipo G4 | 5'CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 3' 480 - 499 453 pb
Genotipo G8 | 5' TTR TCG CAC CAT TTG TGA AAT 3' 176 - 198 757 pb
Genotipo G9 | 5 CTT GAT GTG ACT AYAAATAC 3 757 -776 176 pb
Genotipo G10 | 5° ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3’ 666 - 687 267 pb
Genotipo G12 | 5 GGT TAT GTA ATC CGA TGG ACG 3’ 536 - 557 397 pb

Tabla 15. Secuencias de cebadores especificos de genotipos G (VP7).

NT 4 1062

51 17 25 31 41 48 53 66 75 93
G | | W S S W W m
g » ) m = m - bl -

Amplificacion

Amplicon 12 PCR de VP7

! |

I
882 pb Genotipo G8

f ]
75|7 pb ; Genotipo G3 :
68|3 pb . Genotipo G1 :
61I9 pb 1 Genotipo G2 :
52[2 b Genotipo G4 :
45I3 pb . Genotipo G12 :
@) Cebador 39I7 pb ; Genotipo G10 :
26l7 pb Genotipo G9 I
176 pb

Figura 13. Esquema de la amplificacion de fragmentos de PCR de ocho
genotipos G (G1 a G4, G8, G9, G10 y G12). Estos genotipos se identifican
segln su tamafo mediante andlisis por electroforesis en gel de agarosa.
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Mezcla de la reaccion:

ADN de la PCR de amplificacion de VP7 1l
Tampén de PCR 10X 5ul
MgCl, 50 mM 2’5 ul
dNTPs (10 mM, Biotools) 0’5 pl
Cebador VP7-R 1 ul
Cebador G1 (aBT1) 1 ul
Cebador G2 (aCT2) 1 ul
Cebador G3 (aET3) 1 ul
Cebador G4 (aDT4) 1l
Cebador G8 (aAT8) 1l
Cebador G9 (aFT9) 1l
Cebador G10 1l
Cebador G12 1l
Taqg polimerasa (5 U/ul, Biotools) 0’5 pl
H.O desionizada 31’5 ul
TOTAL 50 pl
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=  Protocolo de PCR:

- Un ciclo inicial de 4 minutos a 94 °C.

- 30 ciclos de:
o Desnaturalizaciéon: 1 minuto a 94 °C .
o Hibridacién: 2 minutos a 42 °C.
o Extension: 1 minuto a 72 °C.

- Un ciclo final de extensién de 7 minutos a 72 °C.

Para tipificar el gen de la proteina VP4 (P) se realizaron dos
reacciones de PCR mediante RT-PCR semi-anidada. En la primera
reaccion de PCR se realiz6 la amplificacion del gen con cebadores
comunes VP4-F y VP4-R (Gentsch et al., 1992).

12 PCR de VP4. Amplificacion VP4:

= Cebadores:

o VP4-F: 5 TAT GCT CCA GTN AAT TGG 3' (nt 132-149)
o VP4-R: 5" ATT GCATTT CTT TCC ATA ATG 3' (nt 775-795)

Producto de la amplificacién: 664 pb.
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= Mezcla de la reaccion:

ADNc 5 ul
Tampén de PCR 10X 5ul
MgCl> 50 mM 2yl
dNTPs (10 mM, Biotools) 1l
Cebador VP4-F (10 uM) 1l
Cebador VP4-R (10 uM) 1l
Tag polimerasa (5 U/ul Biotools) | 0’5 ul
H>O desionizada 34’5 pl
TOTAL 50 pl

=  Protocolo de PCR:

- Unciclo inicial de 2 minutos a 94 °C.
- 35 ciclos de:

o Desnaturalizacion: 1 minuto a 94 °C .
o Hibridacion: 1 minuto a 50 °C.
o Extension: 1 minuto a 72 °C.

- Un ciclo final de extensién de 7 minutos a 72 °C.

El producto de la primera reaccion de PCR se someti6 a una
segunda PCR para identificar los genotipos P de rotavirus segun la regiéon
hipervariable del gen. Para ello se utiliz6 un cebador comun a todos los
genotipos P (VP4-F) y un cebador especifico para cada uno de los
genotipos P estudiados (P[4], P[6], P[8], P[9], P[10] y P[11]) (Tabla 16)
gue generaba un amplicon de tamafio caracteristico (Figura 14) (Gentsch
et al., 1992; Iturriza-Gémara et al., 2004).

107



MATERIAL Y METODOS

22 PCR de VP4. Diferenciacién P multiple:

= Cebadores:

Genotipo P[4] 5'CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC 3' 474-494 363 pb
Genotipo P[6] 5 TGT TGATTAGTT GGA TTC AA 3' 259-278 147 pb
Genotipo P[8] 5 TCT ACT GGR TTR ACN TGC 3’ 339-356 225 pb
Genotipo P[9] 5' TGA GAC ATG CAATTG GAC 3' 385-402 271 pb
Genotipo P[10]  5' ATC ATA GTT AGT AGT CGG 3' 575-594 463 pb
Genotipo P[11]  5' GTA AAC ATC CAG AAT GTG 3' 305-323 192 pb

Tabla 16. Secuencias de los cebadores especificos de genotipo P (VP4).

NT 1 2359

132 278 323 356 402 494 594 795
s B (0O EN G OGN G ) ¥
- - - - - = - -

Amplificacion

Amplicon 12 PCR de VP4

1
Genotipo P[10] 664 pb

Genotipo P[4] 463 pb

Genotipo P[9] | 363 pb

1
Genotipo P[8] | 271 pb
1 1

Genotipo P[11] 225pb

1
192 pb

Genotipo P[6]

147 pb

- Cebador

Figura 14. Esquema de la amplificacion de fragmentos de PCR
correspondientes a seis genotipos P (P[4], P[6], P[8], P[9], P[10] y P[11]).
Estos genotipos se identifican segin su tamafio mediante electroforesis en gel
de agarosa.
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Mezcla de la reaccion:

ADN de la PCR de amplificacion de VP4 1l
Tampén de PCR 10X 5ul
MgCl, 50 mM 2'5 yl
dNTPs (10 mM, Biotools) 0’5 pl
Cebador VP4-F 1 ul
Cebador P[4] (2T-1) 1 ul
Cebador P[6] (3T-1) 1 ul
Cebador P[8] (1T-1D) 1 ul
Cebador P[9] (4T-1) 1 ul
Cebador P[10] (5T-1) 1l
Cebador P[11] 1l
Taqg polimerasa (5 U/ul, Biotools) 0’5 pl
H2O desionizada 31’5 ul
TOTAL 50 pl

Protocolo de PCR:

- Unciclo inicial de 4 minutos a 94 °C.
- 30 ciclos de:

o Desnaturalizacion: 1 minuto a 94 °C.
o Hibridacién: 2 minutos a 45 °C.
o Extensién: 1 minuto a 72 °C.

- Un ciclo final de extensién de 7 minutos a 72 °C.

109



MATERIAL Y METODOS

Una vez amplificados los genes de las proteinas VP4 y VP7
mediante las técnicas de PCR descritas en el procedimiento anterior, se
realizaba electroforesis en gel de agarosa al 1'5% (p/v) en tampoén Tris-
borato-EDTA (TBE) 05X con RedSafe® (Intron Biotechnology, Burlington,
MA, EEUU) 0’5%, aplicando una tension de 80 voltios durante 45 minutos.
Posteriormente, se visualizaban los amplicones con un captador de
imagenes y un transiluminador de luz ultravioleta (Gelprinter Ultra, T.D.l.)
(Figura 15).

MP Neg G1 G2 G4 G3 G1 G1 G8 G1 G8 MP

800 pb 800 pb
600 pb 600 pb
600 pb 500 pb
400 pb 400 pb

Genotipos G

P[4] P[8] P[6] P[4 MP

600 pb
500 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Genotipos P

MP: Marcador de peso molecular. Neg: Control negativo.

Figura 15. Identificacién mediante RT-PCR de genotipos Gy P de cepas de
rotavirus segun los tamafios de los amplicones.
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3.5. ESTUDIO DE LOS ANTIGENOS HISTO-SANGUINEOS

3.5.1. Determinacion del grupo sanguineo ABO y de los
antigenos Lewis a y Lewis b

La tipificacion de grupo sanguineo ABO se realiz6 en una muestra
de saliva recogida de cada uno de los individuos del estudio. Para su
determinacion se utiliz6 la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) con
anticuerpos monoclonales (Nordgren et al., 2013). La técnica utilizada fue

la siguiente:

1. Se sensibilizaron las placas de microtitulacion (Costar, ref. 3590,
Corning, NY, EEUU) con cada una de las muestras de saliva,
previamente hervidas, diluidas a 1/500 en tampon
carbonato/bicarbonato pH 9’6, y se incubaron a 4°C durante la

noche en atmdsfera hiumeda.
2. Se lavaron los pocillos con 300 ul de PBS-T al 0°05%.

3. Se bloquearon los pocillos con PBS-BSA (siglas en inglés de
phosphate buffered saline - bovine serum albumin) al 3% durante
30 minutos a 37°C.

4. Se realizaron 3 lavados con 300 pl de PBS-T al 0'05%.

5. Se afiadieron los anticuerpos monoclonales IgG de ratén anti-A
(ABO1, Diagast, Loos Cedex, Francia) y anti-B (ABO2, Diagast)
diluidos a 1/100 en PBS-BSA al 1% durante 1 hora a 37°C.

6. Se realizaron 3 lavados con 300 ul de PBS-T al 0°05%.

7. Se agregaron anticuerpos de cabra anti-lgG de ratdn conjugados

con peroxidasa de rdbano picante (goat anti-mouse IgG-HRP,
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Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO, EEUU) diluidos 1/2000
en PBS-BSA al 1% y se incubaron durante 1 hora a 37°C.

8. Se realizaron 3 lavados con 300 ul de PBS-T al 0°'05%.

9. Se afiadi6 OPD-Fast (Sigma Aldrich) durante 10 minutos para
detectar y cuantificar la actividad peroxidasa.

10. Se detuvo la reaccion afadiendo 50 pl de H>SO4 2M.

Una vez finalizada la reaccion se visualizaron los resultados
obtenidos por espectrofotometria a 492 nm (Multiskan FC, Thermo

Scientific), segun la absorbancia de las muestras.

En todos los analisis realizados se incluyeron marcadores que
sirvieran de comparacién con los resultados obtenidos. Se aplicé un
control negativo, con agua bidestilada y dos controles positivos, para los
gue se utilizaron muestras conocidas de saliva claramente positivas para
el grupo A y el grupo B. Para calcular el punto de corte (cut-off) y
considerar una muestra positiva se requeria que el valor de absorbancia
fuera igual o mayor al triple del valor obtenido con la muestra negativa de
control. Asi, consideramos que un individuo pertenecia al grupo
sanguineo A o B cuando el resultado era positivo solamente para los
anticuerpos especificos de uno de ambos grupos, del grupo AB cuando
era positivo para ambos y del grupo O cuando era negativo para los dos.

Para determinar los antigenos Lewis a y Lewis b en las muestras de
saliva, se utilizé la misma técnica descrita para la determinacion del grupo
sanguineo ABO pero utilizando anticuerpos monoclonales IgG de ratdon
anti-Lewis a (BG-5 monoclonal antibody, Covance Signet, Dedham, MA,
EEUU) y anti-Lewis b (BG-6 monoclonal antibody, Covance Signet)
diluidos a 1/100 en PBS-BSA al 1%. En todos los andlisis realizados se

utilizé un control negativo y un control positivo para cada uno de los
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antigenos a analizar. Para calcular el punto de corte (cut-off) y considerar
una muestra positiva utilizamos como referencia que fuera igual o mayor
al triple del valor obtenido para la muestra negativa de control. De esta
forma, obtuvimos cuatro grupos de individuos distintos segun el resultado

de los analisis, Lewis a+b+, Lewis a+b-, Lewis a-b+ y Lewis a-b-.

3.5.2. Caracterizacion del fenotipo / genotipo secretor (gen
FUT2)

El fenotipo secretor se determind en saliva mediante un ensayo
de ELISA con una lectina Ulex europaeus especifica del oligosacarido
Fuca1-2Gal-R, presente en individuos secretores pero no asi en los
individuos no secretores (Nordgren et al., 2013). Para su analisis se utilizé
una técnica de ELISA similar a la llevada a cabo para determinar el grupo
sanguineo ABO o los antigenos Lewis, pero en este caso se utilizé la

lectina Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-1) como marcador especifico:

1. Se tapizaron las placas de microtitulacion (Costar) con muestras
de saliva de cada individuo previamente hervidas y diluidas a
1/500 en tampdn carbonato/bicarbonato pH 9’6 a 4°C durante la

noche en atmosfera humeda.
2. Se lavaron los pocillos 3 veces con 300 pl de PBS-T al 0'05%.

3. Se bloquearon los pocillos con PBS-BSA al 3% durante 30

minutos a 37°C.

4. Se lavaron 3 veces con 300 ul de PBS-T al 0°05%.
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5. Se afiadi6 HRP-conjugated Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I,
Sigma Aldrich) diluido 1/3200 y se incubd durante 90 minutos a
37°C.

6. Se lavaron 3 veces con 300 pl de PBS-T al 0°05%.

7. Se agreg6 al preparado 3,3’,5,5'-Tetrametilbenzidina-TMB (Dako
Cytomation, Carpinteria, California, EEUU) y se incub6 durante 30

minutos a temperatura ambiente.
8. Se pard la reaccion afiadiendo 50 pl de H.SO4 3M.

Una vez finalizada la reaccion se leyeron los resultados por

espectrofotometria a 450 nm.

En todos los analisis realizados se utilizé un control negativo (agua
bidestilada) y una muestra positiva (saliva de un individuo secretor
conocido) que sirvieran de comparacion para los resultados obtenidos.
Para calcular el punto de corte (cut-off) y considerar una muestra positiva
utilizamos como referencia que fuera igual o mayor al triple del valor
obtenido para el control negativo.

Por otro lado, se determiné el genotipo secretor, homocigoto o
heterocigoto, mediante PCR-RFLP del gen FUT2 tras digestién de los
amplicones con Avall y analisis en gel de agarosa (Lindesmith etal.,
2003; Serpa et al., 2004). El primer paso consistié en la extraccion del
ADN celular mediante técnica de purificacion del ADN con JetFlex

Genomic DNA Purification Kits (Genomed, Vilnius, Lituania):

1. Anfadir 250 ul de tampdn de lisis celular a una muestra de 50
pl de saliva (5 ul de tampdn por cada 1 yl de muestra).
2. Afadir 20 pl de proteinasa K (1 pl por cada 2’5 uyl de muestra

de saliva).
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Incubar a 58°C entre 1 y 12 horas hasta que la mezcla sea
clara y homogénea. Si hay restos -celulares visibles,
centrifugar la mezcla y transferir el sobrenadante claro a un
tubo limpio.

Anadir 10 pyl de RNAsa A (1 pl por cada 5 pl de muestra de
saliva). Incubar a 37°C durante 5 minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

6. Anadir 150 yl de tampdn de precipitacién de proteinas (1 pl

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

por cada 2 ul de mezcla de lisado celular).

Mezclar vigorosamente con vortex durante 20 segundos.
Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Las proteinas precipitadas forman un sedimento
compacto y el sobrenadante debe ser claro.

Trasferir el sobrenadante a un tubo limpio.

Anadir 150 pl de isopropanol (mismo volumen que el tampén
de precipitacion de proteinas) y agitar la mezcla. No utilizar
vortex.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos a temperatura
ambiente. EI ADN precipitado forma un sedimento blanco en
el fondo del tubo.

Decantar el sobrenadante y dejar secar el tubo.

Afadir 1 ml de etanol 70% vy lavar el pellet de ADN por
inversion del tubo varias veces.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 1 minuto a temperatura
ambiente.

Decantar cuidadosamente el sobrenadante para no perder el
sedimento de ADN y dejar secar el tubo completamente.
Resuspender el sedimento de ADN en 50 yl de tampdn de
disolucion de ADN.
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17. Incubar a temperatura ambiente durante la noche o a 65°C
durante 1 hora. Las soluciones con ADN se conservaron a 4°C
Si se pensaba hacer un uso inmediato, o se congelaron a -

20°C cuando iba a demorarse su procesamiento.

Extraido el ADN de las muestras se realiz6 amplificacion del gen
FUT2 mediante PCR con cebadores especificos, tal y como fueron
descritos en la literatura (Lindesmith et al., 2003; Serpa et al., 2004).

= Cebadores:

o Forward: 5-GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGGAGTAC-3
o Reverse: 5-AGCCGGCCGGGCACCTTTGTAGGGGTCCAT-3

= Mezcla de la reaccion:

Solucién de ADN 5ul
Tampon de PCR 10X 5ul
MgCl, 50 mM 2’5 ul
dNTPs (10 mM, Biotools) 1l
Primer Forward (10 uM) 2 ul
Primer Reverse (10 uM) 2 ul

Tag polimerasa (5 U/ul Biotools) | 0’5 ul

H,O DEPC 32 i

TOTAL 50 pl
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= Protocolo de PCR:
- Un ciclo inicial de 5 minutos a 95 °C.
- 35 ciclos de:

o Desnaturalizaciéon: 30 segundos a 94 °C.
o Hibridacion: 30 segundos a 70°C.
o Extension: 1 minuto a 72 °C.

- Un ciclo final de extensién de 10 minutos a 72 °C.
= Visualizacion:

- Gel de agarosa al 1'5% (p/v) en tampén Tris-borato-
EDTA (TBE) 0’5 X con bromuro de etidio 0°’5%.

- 70 voltios durante 1 hora.

Los amplicones se observaron con un captador de imagenes
conectado a un transiluminador de luz ultravioleta (Gelprinter

Ultra, T.D.l.). Se obtuvieron fragmentos de 195 pares de bases.

Una vez amplificado el fragmento del gen FUT2, se procedi6 a su
digestion mediante el enzima Avall (Thermo Scientific). Esta enzima
realiza un corte en el ADN, a nivel de este gen, siempre que no haya
sufrido la mutacion 428G—A (Se*?®). Este analisis nos permite discriminar
a los individuos de una poblacién en secretores, no poseen la mutacion
0 solo esta presente en uno de los dos alelos del gen y no secretores,

cuando presentan esta mutacién en ambos alelos del gen.
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= Mezcla de la reaccion:

Producto de la PCR | 10 pl
Tampoén R 10X 2 ul
Eco471 (Avall) 1l
H.O DEPC 18 pl
TOTAL 31 ul

= Protocolo de digestion:
- Mezclar durante 20 segundos.
- Incubar a 37°C entre 1y 3 horas.

- Incubar a 65°C durante 20 minutos para inactivar la

enzima.
=  Visualizacion:

- Electroforesis en gel de agarosa al 1'5% (p/v) en
tampon Tris-borato-EDTA (TBE) 0’5 X con 05%
RedSafe (Intron Biotechnology).

- Someter a 70 voltios durante 1 hora.

En los individuos no secretores, “sese”, el producto de la PCR no
se digiere con Avall y tiene 195 pb de tamafio. Los individuos secretores,
por otro lado, son aquellos que presentan un patrén de digestién de su
ADN con la enzima. Entre los individuos secretores diferenciamos dos
grupos: individuos heterocigotos, “Sese”, con una digestién incompleta
del amplificado que muestra un patrén de tres bandas de distinto tamafio

(195, 136 y 59 pb) y los individuos homocigotos, “SeSe”, que presentan
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una digestion completa del amplificado observandose sélo dos bandas
en el gel de agarosa (136 y 59 pb) (Figura 16).

1000 pb

500 pb

200 pb
100 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 MP

MP: Marcador de peso molecular.

Figura 16. Identificacion del genotipo secretor de los individuos del estudio
segun la digestion con la enzima Avall. Los individuos no secretores no
presentan digestion con la enzima (muestra 1). Los individuos secretores
homocigotos presentan digestion completa de sus dos alelos (muestras 2, 3,5y
6) y los individuos secretores heterocigotos presentan digestion incompleta, un
solo alelo del gen (muestras 4, 7 y 8).
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el software R Core
Team 2015 (versiéon 3.2.2). Para cada variable se calcul6 la frecuencia
estimada en forma de porcentaje, con un intervalo de confianza del 95%.
Los resultados obtenidos para cada una de las variables, en una misma
poblacién de estudio, se compararon mediante el método de estimacién
insesgada de la mediana. Para ello se tomé como referencia la primera
categoria de cada variable y se compard con el resto de categorias
analizadas para esa misma variable. Para comparar las diferentes
variables entre el grupo de pacientes y el grupo control se utilizé la prueba
de Chi-cuadrado, excepto en aquellos casos en los que la frecuencia
obtenida fue menor de 5, donde se utiliz6 el test exacto de Fisher. Se
consider6 que habia diferencia significativa cuando el valor de p < 0.05.
(Weaver et al., 2017).
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS DEMOGRAFICO DE LAS POBLACIONES DE
ESTUDIO

4.1.1. Poblaciéon de estudio

En el area de Valencia es dificil establecer una separacion clara
entre ambito rural y urbano, puesto que ambos ambientes estan
estrechamente relacionados al estar las poblaciones y pedanias de
I'Horta Nord, I'Horta Oest y I'Horta Sud situadas muy préximas a la capital.
Para nuestro estudio, consideramos ambito rural al conjunto de
poblaciones con menos de 10.000 habitantes y con un alto grado de
dispersién, y ambito urbano a la capital, donde la densidad de poblacion

es mas elevada y con menor grado de dispersion.

El estudio se realizd0 durante los meses de enero de 2013 a
diciembre de 2015 con pacientes pediatricos del area metropolitana y de
las areas rurales dependientes del Hospital Clinico Universitario de
Valencia. Se tomaron muestras de heces y de saliva a 133 pacientes que
cumplian los criterios de inclusién (ver seccion 3.2). De todos ellos, 71
pacientes (53'4%) procedian del area metropolitana y 62 pacientes

(46'6%) de las zonas rurales dependientes de este hospital.

Los pacientes tenian edades comprendidas entre 13 dias y 5
afios, con una edad media de 1 afio y 10 meses. Ademas, la mayor parte
de los pacientes, 112 (84’2%), eran menores de 3 afios. En cuanto a la
distribucion por sexos, 62 fueron nifias (46’6%; 1C95%: 37’9 - 55’5) y 71
fueron nifios (563'4%; 1IC95%: 44’5 - 62'1) (Figura 17). Respecto al estado

de vacunacion frente a rotavirus, 93 pacientes (69°'9%; IC95%: 62’1 - 77°7)

123



RESULTADOS

no habian recibido ninguna dosis de vacuna en el

infeccion (Figura 18).
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Figura 17. Distribucion de los pacientes segln edad y sexo. La mayor
frecuencia de infeccién ocurre en los individuos menores de 3 afos, con un

pequefio repunte a los 5 afos.
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Figura 18. Distribucion de los pacientes segin su edad y estado de
vacunacion frente a rotavirus. En esta figura se observa un mayor nivel de
vacunacién entre los nifios menores de 3 afios, sin embargo, es precisamente
este grupo de edad el que ha sufrido el mayor nimero de infecciones.

4.1.2. Poblaciéon de control

Para poder realizar andlisis comparativos con el grupo de
pacientes se decidié incluir un grupo control de 50 nifios sanos que
presentaban unas caracteristicas similares al grupo de estudio. Este
grupo estaba formado por 24 nifos (48%; 1C95%: 33’7 - 62’6) y 26 nifas
(52%; 1C95%: 37’4 - 66’3). La edad, en el momento del analisis, estaba
comprendida entre 1 mes y 5 afios, con una edad media de 2 afios y 10

meses y, de todos ellos, 31 (62%) eran menores de 3 afios. Respecto al
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estado de vacunacion frente a rotavirus, 28 nifios del total (56%; IC95%:
41’3 - 70) habian sido vacunados.

Por otro lado, se solicitaron al Centro de Transfusion de la
Comunidad Valenciana, Conselleria de Sanitat i Salut Publica, Generalitat
Valenciana, los datos relativos a grupos sanguineos y antigenos Lewis
de los donantes de sangre analizados en la provincia de Valencia. De
esta forma, se obtuvieron datos de un total de 283.399 donantes que se
utilizaron también como grupo control en nuestro estudio. Por cuestiones
de privacidad y politica de proteccion de datos no se facilitaron los datos
demograficos referentes a edad, sexo, lugar de nacimiento o localizacién

de los donantes analizados.

4.2. ANALISIS DE LOS ROTAVIRUS INFECTANTES

La mayor parte de los pacientes (90'2%) se infectaron por un solo
genotipo de rotavirus, 10 (7’5%) nifios presentaron infeccion mixta y en 3
(2'3%) casos el genotipo G/P infectante no pudo determinarse con las
técnicas aplicadas (Figura 19). Los genotipos G detectados fueron G1,
G2, G3, G4, G9 y G12. El genotipo P mas frecuentemente aislado fue
P[8] (97°5%; IC95%: 93’5 - 995) encontrandose solo 2 pacientes
infectados por un genotipo P[4] (1'5%; 1C95%: 0’2 - 5’3) y ningun paciente
con genotipo P[6]. El genotipo G/P predominante fue el rotavirus G9P[8]
(49°6%; 1C95%: 40’8 - 58’4), seguido por los rotavirus G1P[8] (20°3%;
IC95%: 13’8 - 28’1), G12P[8] (14’3%; 1C95%: 8’8 - 21°4), G4P[8] (3'8%;
IC95%; 1’2 - 8'6), G2P[4] (1'5%; IC95%; 0’2 - 5'3) y G3P[8] (0'8%; IC95%;
0’0 - 4'1). En los nifios con infeccidbn mixta se aisl6 un méaximo de 2

genotipos diferentes. Las infecciones mixtas fueron causadas por
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rotavirus G1P[8] + G3P[8] (cuatro casos), G1P[8] + GIPJ[8] (tres casos),

G3P[8] + G9P[8] (dos casos) y G9P[8] + G12P[8] (un caso).

MEZCLA

GENOTIPOS G1P[8]
7'5% 20'3%

NO
DETEE!\;I;NADO G2r4]
° 1'5%
G12P[8]
14'3% ] G3P[8]
= 0'8%
G4P[8]

3'8%

G9P[8]
49'6%

Figura 19. Distribucion de genotipos G/P de rotavirus infectantes. El 98%
de los rotavirus detectados fue genotipo P[8] con una mayor frecuencia del

genotipo G9[P8] frente al resto de genotipos.

La infeccion por rotavirus experimentod variaciones importantes a

lo largo de todo el periodo de estudio, tanto en la frecuencia del nUmero

de casos (Figura 20) como en la incidencia de los distintos genotipos G

infectantes (Figura 21).
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Figura 20. Distribucién temporal de la frecuencia de infeccion por rotavirus. Durante el tiempo de estudio se observaron

variaciones importantes en la incidencia de infeccion por rotavirus en los diferentes periodos analizados.
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Figura 21. Distribucién temporal de la incidencia de genotipos G de
rotavirus infectantes. La frecuencia de infeccion de los distintos genotipos G
fue diferente en cada periodo del estudio, con un predominio importante de
G9P[8] sobre el resto de genotipos.

Los picos maximos de infeccidon ocurrieron los meses mas frios
del afio (noviembre a abril) siendo el genotipo G9P[8] el mas frecuente
en estos periodos. En el afio 2013, ademas del pico invernal, hubo un
brote durante los meses de marzo a julio debido principalmente al
genotipo G1P[8], aunque fue de menor intensidad. EI nimero de
infecciones por el genotipo G1P[8] permanecid estable durante la mayor
parte del periodo de estudio, con minimas oscilaciones en los periodos
de méaxima incidencia de infeccion. Sin embargo los genotipos G9P[8] y
G12P[8] presentaron variaciones importantes entre los periodos de pico
y valle de infeccién, siendo muy frecuentes en los periodos de méaxima
incidencia y escasos o inexistentes en los periodos de menor intensidad.

En el periodo de junio a diciembre del afio 2015 no se muestran datos de
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infeccion por rotavirus en nuestra area. Sin embargo, este hecho no
significa que no hubiera casos de infeccion, sino que, debido a que no
todos los padres de nifios infectados aceptaron su participacion en el

estudio, no existen muestras analizadas.

4.3. ANALISIS DE LOS ANTIGENOS HISTO-SANGUINEOS

4.3.1. Grupo sanguineo ABO

La distribucién de grupos sanguineos en la poblacién espafiola
durante el periodo de estudio era de un 44% de individuos del grupo O,
43% del grupo A, 10% del grupo B y 3% del grupo AB (datos obtenidos
de Cruz Roja en Espafia, www.donarsangre.org/grupos-sanguineos/).
Esta distribucion fue semejante a la encontrada en el grupo de donantes
de sangre de nuestro entorno. En nuestro grupo de pacientes, la
distribucion por grupo sanguineo fue un 37°6% para el grupo O, un 48’'1%
para el grupo A, un 7'5% para el grupo B y un 6'8% para el grupo AB
(Tabla 17). Al analizar los datos se observo que esta distribucion seguia
un patrén similar al encontrado en los individuos del grupo control, sin
hallarse diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0.365) (Tabla
17). Sin embargo, si que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de pacientes y el grupo de donantes (p =
0.003). De manera que, el antigeno A fue mas frecuente en el grupo de
pacientes que en el grupo de donantes, donde predominé el antigeno O
(Tabla 18).
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PACIENTES CONTROLES p
(n = 133) (%) (n=50)* (%) | VALOR
SEXO
FEMENINO 62  (46'6) 24 (48) 0,500
MASCULINO 71 (534) 26 (52) '
ESTADO VACUNAL
VACUNADO 42  (684) 28 (56) 0.004
NO VACUNADO 91  (316) 22 (44) '
GRUPO ABO
o) 50  (37'6) 15 (36'6)
A 64  (481) 17 (414)
0.365
B 10  (75) 7 A71)
AB 9 (6'8) 2 (4'9)
SECRETOR (FUT2)
SECRETOR 131 (98'5) 35 (70) 0.000
NO SECRETOR 2 (1'5) 15 (30) '
LEWIS (FUT3)
POSITIVO 125  (94) 47 (94)
1.000
NEGATIVO 8 (6) 3 (6)
LEWIS A
POSITIVO 60  (45) 35 (70)
0.005
NEGATIVO 73 (54'9) 15 (30)
LEWIS B
POSITIVO 123 (92'5) 32 (64)
0.000
NEGATIVO 10  (7'5) 18 (36)
LEWISA /B
Le a-b- 8 (6) 3 (6)
Le a- b+ 65  (489) 12 (24)
0.000
Le a+ b- 2 (1'5) 15 (30)
Le a+ b+ 58  (43'6) 20 (40)

* El fenotipo ABO se realizd sobre una muestra n = 41 porque no se pudo determinar
el grupo sanguineo en saliva a 9 nifios del grupo control.

Tabla 17. Comparacion del grupo de pacientes frente al grupo controles.
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PACIENTES DONANTES b
(n=133) (%) | (n=283.399) (%) | VALOR
GRUPO ABO
0 50  (37'6) | 146.454  (51'7)
A 64  (481) | 110273  (389)
0.003
B 10 (75) | 19.054  (§7)
AB 9 (6'8) 7.618 (27)
LEWIS (FUT3)
POSITIVO 125  (94) | 252309  (89)
0.091
NEGATIVO 8 6) | 31000 (11
LEWIS A
POSITIVO 60  (451) | 56.180  (205)
0.000
NEGATIVO 73 (54'9) | 225219  (795)
LEWIS B
POSITIVO 123 (92'5) | 194.615 (687)
0.000
NEGATIVO 10  (75) | 88784  (313)
LEWISA /B
Le a- b- 8 (6) 31.090 (11)
Le a- b+ 65 (48'9) | 194.129  (68'5)
0.000
Le a+ b- 2 (15) | 57.694  (203)
Le a+ b+ 58 (436) | 486 (02)

Tabla 18. Comparacion del grupo de pacientes frente al grupo donantes.
Andlisis estadistico de los datos obtenidos.
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4.3.2. Fenotipo secretor (FUT2)

En cuanto al antigeno H tipo 1, el 98°'5% (1C95%: 94’7 - 99'8) de
los pacientes expresaba un fenotipo secretor. De ellos, el 61'8% (1C95%:
52’1 - 69°2) tenian el gen FUT2 en su forma heterocigota, es decir, con
una mutacion 428G—A en uno de sus alelos, y un 38'2% (1C95%: 29’3 -
46’4) en su forma homocigota, no presentaban mutacion (Tabla 19). En
el grupo control, un 70% (1C95%: 55’4 - 82’'1) de los nifios fueron
secretores (FUT2 +) (Tabla 17). No pudimos obtener los datos relativos a
la expresion del gen FUT2 en el grupo de donantes de sangre, por lo que

no se pudieron realizar comparaciones con esta poblacion.

PACIENTES
(n=133) (%) (1C95%)
SECRETOR 131 (985) | (94’70 — 99'80)
HETEROCIGOTO 81  (618) | (52'10-6920)
HOMOCIGOTO 50  (382) | (2930 —4640)
NO SECRETOR 2 (1’5) (020 - 5'30)

Tabla 19. Distribucién del grupo de pacientes seglin su estado
secretor. Se observa un predominio de pacientes secretores, de los
cuales la mayoria son heterocigotos para el gen FUT2.

4.3.3. Antigenos Lewis (ay b)

Los datos referentes a la expresion de los antigenos Lewis en el
grupo de pacientes mostraron un 94% (1C95%: 88’5 - 97°4) de individuos

Lewis positivos y un 6% (1C95%: 2’6 - 11°5) de individuos Lewis negativos,
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distribucién semejante a la encontrada en los grupos control y donantes
(Tabla 17 y 18). La distribucion segun el tipo de antigeno Lewis evidenci6
que un 54’°9% (IC95%: 46’0 - 63’5) de los pacientes eran Lewis a negativo,
frente a un 30% (IC95%: 17’9 - 44°6) de Lewis a negativo entre los nifios
del grupo control (p = 0.005). En cuanto a la expresion del antigeno Lewis
b, un 92’5% (1C95%: 86’6 - 96°3) de los pacientes fue Lewis b positivo,
frente a un 64% (1C95%: 49°2 - 77°1) de los nifios del grupo control (p =
0.000) (Tabla 17). En el grupo de donantes ambos antigenos Lewis
presentaron una distribucion significativamente diferente de la

encontrada en el grupo de pacientes (p = 0.000) (Tabla 18).

Analizando ambos tipos de antigenos en conjunto, los pacientes
Lewis a negativo - Lewis b positivo fueron los que mas frecuentemente
se infectaron con rotavirus (48’°9%; 1C95%: 40’1 — 57°7), seguidos por los
Lewis a positivo - Lewis b positivo (43'6%; 1C95%: 350 — 52’5). Por otra
parte, los niflos Lewis a positivo - Lewis b negativo parecian presentar
menor frecuencia de infeccion por rotavirus que los que expresaban el
fenotipo Lewis a negativo - Lewis b negativo, hallazgo que se confirmaba
al compararlos tanto con el grupo control (p = 0.002) (Tabla 20) como con
el grupo de donantes, aunque en este Ultimo caso la diferencia no fue tan
significativa (p = 0.005) (Tabla 21).
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FENOTIPO / PACIENTES | CONTROLES ODDS RATIO B
GENOTIPO 1 1\~ 133) (96) | (n = 50) (%) (1C95%) VALOR
LEWIS
Le a- b- 8 (6) 3 (6) - -
Le a- b+ 65 (489) | 12 (24) | 049  (012-260) | 0.367
Le a+ b- > (5 | 15 (30) | 1647 (261-16974) | 0.002
Le a+ b+ 58 (436) | 20 (40) | 09  (023-4'65) | 0.884
SECRETOR
SECRETOR 131 (985) | 35  (70) i i
NOSECRETOR | 2 (15) | 15 (30) | 25  (667-100) | 0.000
GRUPO ABO
o 50 (376) | 15 (36%6) ] ]
A 64 (481) | 17 (414)| 089 (040-197) | 0.764
B 10 @5 | 7 (a7 | 231 (©72-725) | 0.157
AB o (8 | 2 (@9 | 078  (010-356) | 0.769

* El fenotipo ABO esté realizado sobre una muestra n = 41 porque no se pudo determinar
el grupo sanguineo en saliva a 9 nifios del grupo control.

Tabla 20. Distribucion de antigenos histo-sanguineos en el grupo de
pacientes y grupo control. Analisis estadistico. Se observa un claro factor de
riesgo en los individuos secretores.
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FENOTIPO/ | PACIENTES DONANTES ODDS RATIO
GENOTIPO | (4 =133) (%) | (n=283.399) (%) (1C95%) VALOR
LEWIS
Le a- b- 8 6) | 31.090  (12) - -
Le a- b+ 65 (489) | 194.129 (685) | 078 (0'34-154) | 0.500
Le a+ b- 2 (15) | 57.694 (203) | 703 (1'72-51'16) | 0.005
Le a+ b+ 58 (436) | 486 ©02) | 00 (00-00) | 0.000
GRUPO ABO
0 50 (37%6) | 146.454 (517 - -
A 64 (481) | 110273 (389) | 059 (04-085) | 0.005
B 10 (75) | 19.054 (67) | 064 (034-135) | 0.227
AB 9 (68) | 7618 (27) |028 (015-062) | 0.003

Tabla 21. Distribucion de antigenos histo-sanguineos en el grupo de
pacientesy en el grupo de donantes. Andlisis estadistico. Los individuos Lewis
b positivos predominan entre los pacientes infectados. Los individuos de grupo
sanguineo A o AB tienen mayor probabilidad de infectarse que los individuos del
grupo O.

4.4, RELACION ENTRE LOS ANTIGENOS HISTO-SANGUINEOS
DE LOS PACIENTES Y LOS GENOTIPOS DE ROTAVIRUS
INFECTANTES

Los rotavirus mas frecuentemente aislados en nuestro estudio
fueron los genotipos G1P[8], GI9P[8] y G12P[8] (Figura 19). Todos ellos
infectaron con mayor frecuencia a nifios con grupos sanguineos A y O.
Esta diferencia no fue estadisticamente significativa cuando lo
comparamos con el grupo control (Tabla 20), sin embargo, al comparar
los datos con el grupo de donantes se observo una mayor tendencia a la

infeccion entre los pacientes de los grupos A (p = 0.005) y AB (p = 0.003)
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gue los pertenecientes al grupo O (Tabla 21). Asi, los genotipos G1P[8] y
G9P[8] infectaron sobre todo a pacientes del grupo A (51'8% y 45°4%,
respectivamente), mientras que el genotipo G12P[8] se aisl6 con mas
frecuencia en los pacientes del grupo O (47°4% de los pacientes) (Tabla
22). No se hallaron diferencias en la relacion entre la expresion de los
antigenos ABO y el genotipo G de los rotavirus infectantes.

La expresion del antigeno secretor (FUT2+) en los nifios que
formaban el grupo de pacientes fue un factor claramente determinante a
la hora de adquirir la infeccién por rotavirus comparado con el grupo
control (OR: 25; 1C95%: 6’67 - 100; p = 0.00) (Tabla 20). Sélo 2 pacientes
(1’5%; 1C95%: 02 - 5'3) con fenotipo no secretor (FUT2-) fueron
infectados por rotavirus, siendo en un caso un genotipo G1P[8] y en el
otro caso una infeccibn mixta por genotipos G1P[8] + G9P[8]. En los
individuos secretores, se determind el estado homocigoto o heterocigoto
del gen FUT2. Los resultados obtenidos indican que todos los genotipos
de rotavirus encontrados infectaron con mayor frecuencia a individuos
heterocigotos, excepto el genotipo G12P[8] que fue discretamente mas
frecuente (57°9%) entre los individuos homocigotos para este gen (Tabla
22).
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La expresion de los antigenos Lewis en el individuo viene
determinada por la actividad del gen FUT3. Entre los pacientes de nuestro
estudio, los nifios Lewis positivos se infectaron con mayor frecuencia que
los Lewis negativos. Estos resultados coinciden en el analisis
comparativo realizado tanto con el grupo control como con el grupo de
donantes, aunque no se encontraron diferencias significativas en ninguno
de los dos casos (Tablas 17 y 18). Sin embargo, si se realiza un analisis
conjunto del fenotipo Lewis y secretor de los individuos del estudio, los
pacientes secretores Lewis positivos mostraron, de forma significativa (p

=0.000), una mayor predisposicion a la infeccion por rotavirus (Tabla 23).

PACIENTES | CONTROLES| ODDSRATIO |
FENOTIPO
(n=125) (%) | (n=47) @) | (cosw) | VALOR
LEWIS POSITIVO
SECRETOR 123 (984) | 32 (681) :
, , , 0.000
NOSECRETOR | 2 (1'6) | 15 (319) |25 (7'14-100)

Tabla 23. Relacion entre fenotipo Lewis positivo y antigeno secretor.
Estadistica comparativa entre ambos grupos de estudio. Los datos
estadisticos evidencian una clara predisposicién de los individuos secretores
Lewis positivo a presentar infeccion con rotavirus.

En cuanto a la distribucién segun el tipo de antigeno Lewis, se
infectaron en mayor medida los pacientes Lewis a negativos (OR: 0'36;
IC95%: 0’17-0°’70; p = 0.003) y los Lewis b positivos (OR: 6’67; 1C95%:
2'86 - 16’67; p = 0.000) comparado con el grupo control (Tabla 24). Esta
diferencia es igualmente significativa cuando comparamos el grupo de

pacientes con el grupo de donantes (Tabla 25).
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PACIENTES | CONTROLES |  ODDS RATIO )
FENOTIPO | (n=133) (%) | (n=50) (%) (Cosw)  |VALOR
LEWIS A

POSITIVO |60 (451) | 35  (70) _

NEGATIVO| 73 (549) | 15  (30) |036 (017-070) | O0%
LEWIS B

POSITIVO 123 (925) | 32  (64) :

NEGATNVO| 10 (75 | 18  (36) |6%67 (286-1667) | 2000

Tabla 24. Distribucién segun el fenotipo Lewis a 'y Lewis b. Comparacién
estadistica entre pacientes y controles. Los nifios Lewis b positivos tienen
mayor predisposicion a presentar infeccién por rotavirus.

PACIENTES | DONANTES ODDS RATIO )
FENOTIPO | (h = 133) (%) | (n = 283.399) (%) (IC 95%) VALOR
LEWIS A

POSITIVO | 60 (45'1) | 58.180 (20'5) .

NEGATIVO| 73  (54'9) |225.219 (79'5) | 031 (022 - 0'aa) | 9-000
LEWIS B

POSITIVO |123 (92'5) |194.615 (687) :

NEGATIVO| 10  (75) | 88.784 (313) |555 (303-1111)| %000

Tabla 25. Distribucidén segun el fenotipo Lewis ay Lewis b. Comparacién
estadistica entre pacientes y donantes. Los nifios Lewis b positivos tienen
mayor predisposicién a presentar infeccién por rotavirus.
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La distribucion de los genotipos G/P de rotavirus segun la
expresion de los antigenos Lewis en los pacientes no fue

estadisticamente significativa (p = 0.146) (Tabla 26).

PACIENTES
CEN=S Le atb+ Le a+b- Le a-b+ Le a-b-
(n=158) (%) | (n=2) (%) | (n=65) (%) | (n=238) (%)
G1P[8] 7 (1211 (0) | 15 (231) | 4 (50)
G2P[4] 1 (7 |lo © | 1 (6 |0 (0
G3P[8] 1 @®@n]o @ | o © |0 (0
G4P[8] 2 @35 |0 (@ |3 @6 |0 (0
G9P[8] 34 (586)| 0 (0) | 30 (462 | 2 (25
G12P[8] 7 (21|l o (© |11 (169 | 1 (125)
G1+ G3P[g] 2 @)oo @© |1 @5 |1 (125)
G1+ GOP[g] 1 (|1 GOl 1 @5 |0 (0
G3 + GOP[8] o @© |0 © |2 @1lo ()
G9 + G12P[8] o @© |o © |1 @5 |0 (0
NODETERMINADO | 3 (52) | 0 @ | 0o (© |0 (0

(p valor = 0.146)

Tabla 26. Distribucién de genotipos G/P de rotavirus detectados segun la
expresién de los antigenos Lewis ay Lewis b de los pacientes. Se observa
una clara predisposicion de los individuos Lewis b positivos a presentar infeccion
por rotavirus.
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4.5. RELACION ENTRE INFECCION POR ROTAVIRUS Y ESTADO
VACUNAL DE LOS PACIENTES

El 30°1% (IC95%: 22’3 - 37°'9) de los pacientes infectados por
rotavirus habia sido previamente vacunado con una de las dos vacunas
comercializadas en Espafia. La proporcion de nifios vacunados en el

grupo de pacientes fue menor que en el grupo de controles (OR: 2'96;

IC95%: 1’51 - 5'78; p = 0.003) (Tabla 27).

PACIENTES | CONTROLES | ODDS RATIO )
(n=133) (%) | (n=50) (%) (1C95%) VALOR

NO ,

VACUNADOs | %3 (699) | 22 (44) - :

VACUNADOS | 40 (301) | 28  (56) |296 (1'’51-578)| 0.003

Tabla 27. Andlisis estadistico de los individuos vacunados y no vacunados
en cada grupo de estudio. El andlisis de los datos muestra una predisposicion
de los individuos no vacunados a presentar infeccién por rotavirus. El andlisis se
ha realizado con los datos totales de vacunacion, sin tener en cuenta el tipo de
vacuna utilizado.
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La distribucion de los genotipos G/P de rotavirus en los pacientes
segun su estado vacunal no evidencié diferencias significativas (p =
0.706) (Tabla 28).

PACIENTES
GENOTIPOS VACUNADOS | NO VACUNADOS
(n=42) (%) (n=91) (%)
G1P[8] 6 (14'3) 21 (231)
G2P[4] 0 ) 2 22)
G3P[8] 0 ) 1 (1)
G4P[8] 2 4'8) 3 (33)
G9P[8] 22 (52'4) 44 (483)
G12P[8] 8 (19'1) 11 (12'1)
G1+ G3P[g] 0 ) 4 @4)
G1+ GOP[g] 2 47) 1 (11)
G3 + GOP[g] 2 @7) 0 ©)
G9 + G12P[8] 0 0) 1 (11)
NO DETERMINADO 0 0) 3 (33)

(p valor = 0.706)

Tabla 28. Distribucién de genotipos G/P de rotavirus detectados
segun el estado de vacunacién de los pacientes. Se observa una clara
predisposiciéon de los individuos no vacunados a sufrir infecciéon por los
rotavirus mas frecuentes de nuestra area.
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5. DISCUSION

La infecciéon por rotavirus es una de las principales causas de
gastroenteritis aguda a nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) a los 5 afios de vida la practica totalidad de los nifios
habra sufrido una infeccidon por rotavirus de mayor o menor gravedad
(WHO, 2013). En nuestro estudio observamos que se cumple esta
afirmacion, puesto que la media de edad estimada de los pacientes fue
de 22 meses, siendo un 84% del total de los nifios menores de 3 afios de
edad. Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en los
casos de infeccién segun fuera el sexo o el habitat geografico (urbano o

rural) de los pacientes.

Desde el ano 2010, la OMS recomienda la inclusion de la vacuna
frente a rotavirus en el Programa Nacional de Vacunaciones de la infancia
en los paises con alta incidencia de rotavirus (WHO, 2010). En Espana,
estas vacunas estan comercializadas desde agosto de 2006, Rotarix®, y
enero de 2007, RotaTeq®. Segun los datos obtenidos en nuestro trabajo,
un 68% de los nifos infectados por rotavirus no habian recibido
previamente ninguna dosis de vacuna, circunstancia que resulté ser un
condicionante significativo a la hora de adquirir la infeccion (p = 0.003).
Esta escasa cobertura vacunal se observd también en los nifios que
formaban el grupo control (56% vacunados) y en un estudio previo
realizado en nuestra ciudad, en el que se estimd una cobertura vacunal
de alrededor del 40% de la poblacion (Orrico-Sanchez et al., 2017).
Aunque este nivel de vacunacion puede considerarse bajo, hemos de
recordar que en la Comunidad Valenciana, como en el resto de Espana,
esta vacuna no tiene financiacion publica para su adquisicion y su
administraciéon depende de la iniciativa de los padres y tutores. Otra

posible explicacién para esta baja cobertura vacunal es el hecho de que
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3 anos antes de comenzar el estudio, en el afio 2010, la Food and Drug
Administration (FDA) informé sobre la contaminacion de las vacunas
Rotarix® y RotaTeq® con ADN completo de circovirus porcino tipo 1 y
recomendo suspender su comercializacion de forma preventiva mientras
se analizaban los hechos (Victoria et al., 2010). En Espana, la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) prohibio la
comercializacion de ambas vacunas durante 5 meses (de junio a
noviembre de 2010) tras los cuales se reanudd la comercializacion de la
vacuna RotaTeq®, pero no fue hasta 6 afios después, en junio de 2016
(finalizado el periodo de estudio) cuando se autorizé de nuevo la
comercializacién de la vacuna Rotarix®. La suspension de ambas
vacunas supuso una caida de la cobertura vacunal nacional de un 38%
en 2009 a un 19% en 2010 y originé que zonas como Galicia tardaran 3
afios en alcanzar los niveles de cobertura vacunal previos (Martinén-
Torres et al., 2013). A nivel de la Comunidad Valenciana, se desconoce el
impacto que pudo tener esta medida cautelar, pero podria ser un
condicionante mas que justifique el bajo nivel de vacunaciéon observado
en la poblacion. La suspension de la comercializacién de la vacuna
Rotarix® durante 6 afios frente a los 5 meses de prohibicion para la
vacuna Rotateq®, supuso que la mayoria de los nifios vacunados en
nuestro estudio hubiesen recibido esta ultima vacuna, por ello no se han

realizado analisis comparativos segun el tipo de vacunacion recibido.

Las vacunas actuales contra rotavirus se disefiaron en la década
de 1980 cuando G1, G2, G3, G4, P[4] y P[8] eran los genotipos mas
prevalentes y G1P[8] era el rotavirus predominante en la mayoria de los
paises occidentales (Banyai et al., 2012; Bernstein et al., 1998). Sin
embargo, los rotavirus circulantes en la actualidad son diferentes,
habiéndose diversificado gracias a sus mecanismos evolutivos y a las

fluctuaciones de genotipo (Dor6 et al., 2014). En un trabajo realizado en
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Bélgica se observaron diferencias antigénicas significativas entre los
componentes G1 y P[8] presentes en las cepas vacunales y en las cepas
circulantes (Zeller et al., 2012). Ademas, un estudio llevado a cabo en
Nashville (EE.UU) indica que las diferencias antigénicas observadas
entre rotavirus circulantes y vacunales son mayores en G9P[8] y G12P|[8]
que en otros genotipos (Ogden et al., 2018). Este hecho podria reducir la
presién selectiva de los anticuerpos generados por la vacunacién a la
hora de neutralizar estos genotipos, lo que explicaria el aumento
epidemiolégico global de estos rotavirus. A la vista de estos resultados,
podria considerarse que algunos factores pueden causar una seleccion
en las cepas de rotavirus que circulan en una zona geogréfica, y tal vez
la vacunacién podria ser uno de ellos. Por ello, desde la comercializacion
en 2006 de las vacunas Rotarix® y Rotateq®, diversos estudios han
analizado los efectos de la vacunacion generalizada sobre la evolucion
de las cepas de rotavirus y el nivel de proteccion cruzada proporcionado
por estas vacunas contra rotavirus antigénicamente distintos (Araki et al.,
2018; Buttery y Kirkwood, 2014; Chavers et al., 2018; Leshem et al.,
2014). En algunos de ellos, se concluye que no existe evidencia suficiente
de que haya cambios en la distribucion de los diferentes genotipos
circulantes tras la introduccion de la vacunacién (Déro etal., 2014;
Hemming y Vesikari, 2013). Sin embargo, estudios mas recientes
especulan sobre esta posibilidad y afirman lo contrario. En esta linea,
algunos autores han encontrado un aumento de los casos de infeccion
por el genotipo G2P[4], que escaparia a la proteccion vacunal, hallazgo
mas evidente cuando se utiliza la vacuna monovalente (Carvalho-Costa
etal., 2019; Hungerford etal., 2019). En un estudio en el ambito
hospitalario en Nicaragua se encontré un marcado aumento de las
infecciones por el genotipo G12P[8], asociado con un predominio de esta
cepa a nivel nacional, en una poblacion con alta cobertura de vacuna

pentavalente (Bucardo etal, 2015). Este hallazgo es similar al

149



DISCUSION

encontrado por Ogden y cols. en su estudio llevado a cabo en Nashville
(EE.UU) (Ogden et al., 2018). Por otro lado, se ha sugerido que algunos
factores del huésped podrian influir en la proteccion inducida por las
vacunas contra rotavirus en los nifios, como son la lactancia materna, la
presencia 0 ausencia de componentes inmunes y no inmunes en la
composicion de la leche materna y la microbiota bacteriana intestinal
(Monedero et al., 2018; Vesikari et al., 2012). Ademas, el uso de vacunas
contra rotavirus puede tener consecuencias inesperadas, ya que se ha
descubierto que pueden originarse cepas atipicas de rotavirus circulantes
a través de un reordenamiento entre las cepas humanas G1P[8] y las
cepas de la vacuna pentavalente (Bucardo et al., 2012). Con estos datos
no se pretende negar la eficacia de las vacunas, sobradamente
demostrada en muchos estudios, sino mas bien incidir en la necesidad
de realizar un estricto control sobre los posibles cambios que puede
generar el uso de la vacunacién sistematica de la poblacién en la

epidemiologia de rotavirus.

En nuestro estudio, los genotipos G9P[8], G12P[8] y G1P[8]
fueron los mas frecuentemente detectados en nifos vacunados, asi como
en la poblacion no vacunada, de forma que la distribucién de los
genotipos G/P de rotavirus en los pacientes segun su estado vacunal no
evidencio resultados significativos (p = 0.706). Estos resultados indicarian
gque en nuestra area de estudio no existe seleccidbn de genotipos
condicionada por la presion vacunal, pero estos datos no son
concluyentes, puesto que existe un bajo nivel de vacunacién en la
poblacién (no existe vacunacion sistematica) y durante el periodo de

estudio la poblacioén sdlo tuvo acceso a un tipo de vacuna.

En la mayor parte de los paises en vias de desarrollo de Asia y
Africa, la infeccién por rotavirus se caracteriza por una transmision

ininterrumpida a lo largo de todo el afio, con la presencia de algunos
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periodos en los que su circulacion es relativamente mas intensa. Sin
embargo, en los paises desarrollados con climas templados se suele
observar una marcada estacionalidad invernal (Patel et al., 2013). En
nuestra area geografica observamos como los picos maximos de
infeccidon presentaban una distribucién estacional propia de los climas
templados, con mayor incidencia en los meses mas frios (noviembre a
abril) y una caida significativa en el resto del afio. Sin embargo, en la
primavera del afio 2013, hubo un aumento considerable del nimero de
infecciones respecto al volumen esperado para ese periodo, sin ser tan
elevado como en el pico invernal. Ademas, el genotipo predominante en
ese periodo fue G1P[8], dato que tampoco coincidid con el genotipo
predominante en los picos invernales, que fue G9P[8]. Se desconocen
las causas que pudieron originar este aumento en la frecuencia de G1P[8]

durante ese periodo.

La mayor parte de los pacientes (82%) se infectaron por un solo
genotipo de rotavirus y en los casos de infecciones mixtas se aislaron dos
genotipos distintos. Los genotipos G detectados fueron: G1, G2, G3, G4,
G9 y G12. Respecto al genotipo P, el 97°'5% de los pacientes fueron
infectados por un genotipo P[8] y 1'5% por un genotipo P[4], no
hallandose ningun paciente con genotipo P[6]. Estos datos coinciden
plenamente con el resultado obtenido en otros estudios realizados en
paises desarrollados (Doéro6 et al., 2015; Hungerford et al., 2016; lturriza-
Goémara et al., 2009), asi como con los datos facilitados por la red de
vigilancia europea EuroRotaNet de distribuciéon de genotipos circulantes
en Espafia en los ultimos 10 afios (https://www.eurorotanet.com). El
genotipo G/P aislado con mayor frecuencia fue GOP[8] (49'6%), seguido
por los rotavirus G1P[8] (20'3%) y G12P[8] (14’3%). Sin embargo, el
genotipo G1P[8] fue el que presentd una prevalencia mas estable a lo

largo todo el estudio. Este genotipo se aislé de forma constante durante
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todo el tiempo analizado, con pequefias variaciones en los periodos
invernales (ademas del repunte primaveral del afio 2013 ya mencionado).
Sin embargo, los genotipos G9P[8] y G12P[8] sufrieron variaciones
importantes entre los periodos de pico y valle de infeccion. Ambos
genotipos fueron aislados sobre todo en los periodos de maxima infeccion
y fueron escasos o inexistentes en los periodos de menor incidencia,
coincidiendo asi con las variaciones estacionales esperables para un

clima templado como el nuestro.

Los antigenos histo-sanguineos son carbohidratos complejos
sintetizados por fucosiltransferasas codificadas por los genes FUT2 (H
tipo 1) y FUT3 (antigenos Lewis). La sintesis de los antigenos A y B
depende de las transferasas A y B, respectivamente (Ramani etal.,
2016). En el analisis del grupo sanguineo ABO realizado en el conjunto
de pacientes observamos que los grupos sanguineos A 'y O fueron los
mas prevalentes, tal y como se describe en la poblacion general espanola
(www.donarsangre.org/grupos-sanguineos/). Sin embargo, al analizar la
presencia de infeccibn en este mismo grupo observamos que los
individuos de los grupos A y AB se infectaban con mayor frecuencia que
los pacientes del grupo O, tomados como grupo control (p =0.005y p =
0.003, respectivamente). Estos resultados coinciden con la hipétesis
propuesta por algunos investigadores segun la cual el antigeno A
actuaria como receptor para algunos genotipos P de rotavirus, como P[9],
P[14] y P[25] del genogrupo PJlll] (Bekdas et al., 2014; Elnady et al.,
2017; Sun et al., 2018; Trang et al., 2014). Ademas, se ha comprobado
mediante analisis cristalografico que el antigeno A es capaz de interactuar
con algunos genotipos P (Hu et al., 2012, 2018; Sun et al., 2018). Por otro
lado, estudios recientes defienden la hipétesis de que el antigeno B
podria actuar como protector frente a la infeccion por el genotipo P[8]
(Bucardo et al., 2018; Elnady et al., 2017; Huang et al., 2012; Kazi et al.,
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2017; Ma etal., 2015). En nuestro trabajo no hemos encontrado
diferencias significativas en la probabilidad de infeccion que tienen los
individuos del grupo B frente a los del grupo O (p =0.227), utilizados como

grupo control en el analisis estadistico.

Segun datos publicados recientemente, la subunidad VP8* del
genogrupo P[ll] de rotavirus, que incluye a los genotipos comunes P[4],
P[6] y P[8] y al raro P[19], se comporta como una galectina y se une al
antigeno Htipo 1 (Hu et al., 2018; Liu et al., 2016). Gozalbo-Rovira y cols.
han establecido las bases moleculares de la interaccion entre el dominio
VP8* de la proteina VP4 de rotavirus con el antigeno H tipo 1 (Fuc-a1,2-
Gal-$1,3-GIcNAc; H1) y con su precursor la lacto-N-biosa (Gal-B1,3-
GIcNAc; LNB). Mediante estudios de cristalografia de rayos X,
mutagénesis dirigida y resonancia de plasmones superficiales se
demuestra la interaccion de VP8* con la lacto-N-biosa. Este hecho podria
tener interés para el uso terapéutico de este disacarido en las infecciones
por rotavirus. En nuestro trabajo, la mayor parte de los pacientes (98’5%)
expresaba el fenotipo secretor, y de ellos, un 62% poseian el gen FUT2
en su forma heterocigota (con una mutacién 428G—A en uno de sus
alelos). Sin embargo, en el grupo control, sélo un 70% de los nifios fueron
secretores, porcentaje que se aproxima al 80% estimado para la
poblaciéon general europea (Le Pendu, 2004). Asi, la presencia del
antigeno secretor en el grupo de pacientes fue un factor claramente
favorecedor para adquirir la infeccién sintomatica por rotavirus (p =
0.000). Sdlo se infectaron 2 pacientes (1°5%) con fenotipo no secretor,
siendo en un caso por un genotipo G1P[8] y en el otro una infeccion mixta
por los genotipos G1P[8] y G9P[8]. Asi, nuestros resultados refuerzan
esta idea de que los individuos secretores presentan mayor
susceptibilidad a la infeccidon sintomatica por algunos genotipos de

rotavirus y por lo tanto, que los individuos no secretores poseerian cierta
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proteccion natural frente a ellos (Imbert-Marcille etal.,, 2014;
Kambhampati et al., 2016; Lee et al., 2018; Payne et al., 2015; Pérez-
Ortin et al., 2019; Trang et al., 2014; Zhang et al., 2016). Ademas, al
comparar los distintos genotipos aislados con el estado homocigoto o
heterocigoto del gen FUT2 de los pacientes, se observé que todos los
rotavirus infectaron con mayor frecuencia a individuos heterocigotos,
excepto el genotipo G12P[8] que fue discretamente mas prevalente

(58%) entre los individuos homocigotos para este gen.

La expresion de los antigenos Lewis en un individuo viene
determinada por la actividad del gen FUT3. En nuestro grupo de
pacientes se encontrd un 94% de individuos Lewis positivos frente a un
6% Lewis negativos. Esta distribucion fue semejante a la observada en
los grupos control y donantes, sin hallarse diferencias significativas en la
comparacion estadistica entre grupos. Ademas, esta distribucién es
similar a la observada en la poblacién general europea (Mourant et al.,
1976). Al analizar la presencia de los antigenos Lewis a y Lewis b en los
individuos del estudio observamos que el grupo de donantes presenté
una distribucién muy similar a la estimada para la poblacién europea
(Mourant et al., 1976), pero significativamente diferente a la observada
en el grupo de pacientes (p = 0.000). Cuando se analizé la presencia o
ausencia de cada antigeno por separado, se observé que se infectaron
en mayor medida los pacientes Lewis a negativos (p = 0.003) y los Lewis
b positivos (p = 0.000). Por otro lado, si en el analisis teniamos en cuenta
la presencia de ambos antigenos, los pacientes Lewis a negativo-Lewis
b positivo eran los que mas frecuentemente se infectaban con rotavirus
(48'9%), seguidos por los Lewis a positivo-Lewis b positivo (43’6%). Un
dato importante a destacar de nuestros resultados es el hecho de que los
individuos Lewis a positivo-Lewis b negativo parecian presentar mayor

proteccion frente a la infeccion al compararlos con los pacientes Lewis a
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negativo-Lewis b negativo. Este hallazgo coincide con algunos estudios
in vitro que indican que los genotipos P[4] y P[8] no se unen a los
antigenos Lewis a (Huang et al., 2012; Ma et al., 2015; Sun et al., 2016).
Ademas, algunos estudios epidemiolégicos indican que los individuos no
secretores Lewis a positivos son menos susceptibles a la infeccién por el
genotipo P[8] (Imbert-Marcille et al., 2014; Payne et al., 2015; Trang et
al., 2014; Zhang et al., 2016). La mayor parte de estos estudios analiza
el fenotipo no secretor del individuo, por lo que no existen datos
concluyentes sobre la protecciébn que pueda proporcionar el fenotipo
Lewis a de forma independiente. Por otro lado, un estudio reciente llevado
a cabo en Nicaragua por Bucardo y cols. sugiere que los individuos Lewis
a positivos presentan una menor proteccion con las vacunas Rotarix® y
RotaTeq® (Bucardo et al., 2018). Puesto que el genotipo P[8] esta
presente en ambas vacunas, de confirmarse esta circunstancia, avalaria
también la hipotesis de una cierta proteccion conferida por el antigeno
Lewis a frente a la infeccidn por este genotipo P[8]. En nuestro estudio,
aungque encontramos un alto porcentaje de individuos secretores, se
confirmaria esta proteccion del antigeno Lewis a frente a los rotavirus del
genotipo P[8]. La distribucién de los genotipos G de rotavirus segun la
expresion de los diferentes antigenos Lewis en los pacientes, no

demostro relaciones estadisticamente significativas (p = 0.146).

El analisis conjunto de los antigenos Lewis y secretor de los
individuos del estudio demostré6 que los pacientes secretores Lewis
positivos mostraban, de forma significativa, mayor predisposicion a la
infeccion por rotavirus (p = 0.000). Estos resultados son similares a los
observados en estudios previos llevados a cabo en Francia, Vietnam,
Estados Unidos y China (Imbert-Marcille et al., 2014; Payne et al., 2015;
Trang et al., 2014; Zhang et al., 2016). En ellos se confirma que sélo los

nifos con feno- o genotipo secretor, por lo tanto con al menos un alelo
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FUT2 funcional, se infectan con los genotipos P[8] y P[4] de rotavirus. En
un estudio llevado a cabo en Burkina Faso no se encontrd ningun nifio no
secretor Lewis negativo infectado con cepas P[8] (Nordgren et al., 2014).
En cambio, en dicho estudio los nifios Lewis negativos tenian mayor
riesgo de infectarse con cepas del genotipo P[6] que los nifios Lewis
positivos, independientemente de su estado secretor. El genotipo P[8] fue
el mas prevalente en nuestra area, con un escaso numero de casos de
infeccién por genotipo P[4], por lo que no tenemos datos referentes a

otros genotipos P, como P[6].

De los resultados de nuestro estudio y de los de otros autores, se
obtiene la conclusién de que el polimorfismo genético de FUTZ2 (secretor)
y FUT3 (Lewis) influye en la susceptibilidad a las infecciones por los
distintos genotipos de rotavirus (Pérez-Ortin et al., 2019). Es evidente,
por tanto, que los antigenos histo-sanguineos intervienen en el proceso
de infeccion. Sin embargo, se ha demostrado que la infeccion in vitro de
rotavirus en lineas celulares transformadas (Caco-2, HT-29, Vero) es
independiente de la expresién de HBGAs, indicando que los HBGAs no
son los unicos receptores necesarios para la infeccion (Barbé et al.,
2018). Estas células expresan antigenos H, A y Lewis cultivadas en
presencia de dimetilsufoxido (DMSQO). Barbé y cols. inhibieron la
expresion de HBGAs con 2F-fucosa, un inhibidor metabdlico de la
fucosilacion, y después las infectaron con distintas cepas de rotavirus:
SA11 P[2] (dependiente de acido sialico), DS-1 P[4], Wa P[8], Rotarix P[8]
y RotaTeq P[8] y P[5] (independientes de acido sialico). El tratamiento
previo con 2F-fucosa de las células infectadas con las cepas de rotavirus
no inhibié ni redujo la intensidad de la infecciéon, demostrando que la
fucosilacion, y por lo tanto la expresion de HBGAs, no es necesaria para
la infeccién de células susceptibles (Barbé et al., 2018). Estos autores

encontraron también que la presencia de anticuerpos neutralizantes
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frente a rotavirus Wa P[8] en sueros de 76 individuos jévenes sanos se
asociaba significativamente con la presencia del alelo silvestre de FUT2.
Concluyeron que el polimorfismo genético de FUT2 desempeia un papel
importante en la susceptibilidad a la infeccion por rotavirus, que se
traduce en la produccidon de anticuerpos neutralizantes (Barbé et al.,
2018).

Sin embargo, estudios seroldgicos llevados a cabo en nuestro
laboratorio con sueros de individuos secretores y no secretores han
demostrado que estos ultimos presentan anticuerpos séricos IgG frente
a VP8* de distintas cepas de rotavirus (Vila-Vicent et al., manuscrito en
preparacion). Esto confirmaria que los individuos no secretores pueden
infectarse, aunque probablemente en ellos la infeccidn sea clinicamente

mas leve o asintomatica.

A modo de resumen destacar que, el genotipo G9P[8] resulté ser
el rotavirus mas prevalente en nuestra area geografica durante el periodo
de estudio, infectando mayoritariamente a individuos de grupo sanguineo
Ay AB. Como en el resto de Europa y Norteamérica, la mayor parte de la
poblacién espafola y de nuestro area expresa el fenotipo secretor Lewis
positivo, lo que se relaciona con infeccion por los genotipos P[4] y P[8],
pero no por el genotipo P[6]. Este hecho explicaria que un 98% de los
rotavirus aislados fueran genotipo P[8] y no se encontrara ningun
genotipo P[6]. Sin embargo, un 6% de los pacientes que se infectaron con
un genotipo P[8] fueron secretores Lewis negativos, hallazgo que
contrasta con lo descrito por algunos autores (Nordgren et al., 2014) y
confirma lo encontrado por otros (Ayouni et al., 2015). Esta circunstancia
plantea la posibilidad de que el antigeno secretor sea un factor mas
importante que el antigeno Lewis en el proceso de infeccién por rotavirus,
pero son necesarios mas estudios para confirmar este hecho. Otra

hipétesis planteada es que en individuos no secretores Lewis b negativos
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existe cierto grado de proteccién frente a la infeccion por el genotipo P[8]
cuando expresan el antigeno Lewis a (Trang et al., 2014; Zhang et al.,
2016). En nuestro trabajo se cumple la hipotesis de proteccion del
antigeno Lewis a en los nifios Lewis b negativos, pero hemos de tener en
cuenta el sesgo que supone el hecho de que la mayor parte de los
individuos estudiados son secretores, condicion que supone mayor
predisposicion a la infeccién por este genotipo. Por otra parte, la
presencia de antigeno Lewis b en los pacientes estudiados (92’5%) fue
superior a la descrita para la poblacion general (69%). Este hecho
coincidiria con lo descrito en la literatura, ya que se publicé que el
antigeno Lewis b actuaria como receptor para rotavirus (Huang et al.,
2012), aungue no se ha confirmado en otros estudios recientes (Gozalbo-
Rovira et al., 2019; Hu et al., 2018).

Finalmente, y aunque no era uno de los objetivos principales del
estudio, se ha podido comprobar la eficacia de las dos vacunas
comercializadas en Espafa, Rotarix® y RotaTeq®. La proporcion de
nifos vacunados entre los pacientes infectados por rotavirus (30%) fue
menor que en el grupo control (56%), con una probabilidad de sufrir la
infeccién para los nifios no vacunados casi 2 veces superior (p = 0.003)
a la que presentan los nifios vacunados. Ambos preparados han
demostrado ser muy seguros y eficaces en ensayos clinicos realizados
por todo el mundo a gran escala, y ofrecen proteccién contra las cepas
homotipicas y heterotipicas del rotavirus (Armah etal., 2010; Ruiz-
Palacios et al., 2006; Steele et al., 2012; Vesikari et al., 2006). Incluso
una sola dosis de vacuna puede considerarse como proteccién, segun un
estudio previo realizado en nuestra Comunidad Auténoma (Pérez-Vilar
et al., 2015). Sin embargo, en nuestro trabajo se ha revelado la existencia
de infeccion sintomatica por rotavirus en nifios vacunados, lo que podria

considerarse un fracaso vacunal. Asi, cuarenta nifos (30%) de los 133
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incluidos en el trabajo fueron diagnosticados de infeccion sintomatica por
rotavirus a pesar de haber sido vacunados previamente. Podria pensarse
que este hecho puede estar influido por la excrecion de cepas de rotavirus
vacunales en las heces de los individuos vacunados, ya que se ha
observado que los nifios vacunados pueden excretar las cepas vacunales
en muestras de heces hasta 13 dias después de la vacunacion (Bucardo
et al., 2019). Sin embargo, los genotipos detectados en los pacientes de
nuestro estudio no estan presentes en la composicion de las vacunas,
excepto G1P[8], o bien el periodo de tiempo entre la ultima dosis y el
momento de la infeccidén excedio al tiempo de excrecion potencial de las
cepas vacunales en pacientes inmunocompetentes (Anderson, 2008).
Por otro lado, aunque se observé una mayor cobertura vacunal en los
nifos menores de 3 anos, fue precisamente este grupo de edad el que
experimenté el mayor numero de infecciones (Pérez-Ortin, R., Santiso-
Bellon, C., Vila-Vicent, S., Carmona-Vicente, N., Rodriguez-Diaz’ J. y
Buesa, J., Rotavirus symptomatic infection among unvaccinated and
vaccinated children in Valencia, Spain. BMC Infectious Diseases, en
prensa). En este sentido, algunos autores apuntan la posibilidad de que
los altos porcentajes de resultados positivos para rotavirus determinados
por métodos inmunocromatogréaficos, en nifios previamente vacunados,
podrian deberse a falsos positivos, especialmente cuando las pruebas se
realizan fuera de las temporadas epidémicas de rotavirus (Lopez-Lacort
et al., 2016). Sin embargo, todos los resultados positivos reportados en
nuestro estudio fueron confirmados por RT-PCR y se identificaron los

genotipos infectantes de rotavirus.

159






CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

1. La distribuciéon anual de la infeccion por rotavirus presento,
durante el periodo de estudio (enero 2013 — diciembre 2015),
una mayor incidencia durante los meses de noviembre a abril,
con disminucion del nimero de casos durante el resto del afio,

distribucion propia de climas templados.

2. Laedad media de los pacientes fue de 22 meses, siendo el 84%

menores de 3 afios de edad.

3. Lamayor parte de los pacientes (82%) se infectaron con un solo
genotipo de rotavirus, mientras que en los casos con infeccion

mixta se detectaron dos genotipos distintos.

4. Los genotipos G detectados fueron G1, G2, G3, G4, G9 y G12.
Los genotipos P fueron P[4] y P[8]. El genotipo mas
frecuentemente aislado fue G9P[8], que predominé durante los
periodos epidémicos, mientras que el genotipo G1P[8] fue el mas

prevalente a lo largo de todo el estudio.

5. El 70% de los nifios infectados no habia recibido previamente
ninguna dosis de vacuna. No se encontré ninguna relacion entre
la distribucién de los genotipos G y P de los rotavirus detectados

y el estado de vacunacion de los pacientes.

6. Lainfeccion por rotavirus fue mas frecuente en los nifios de los
grupos sanguineos A y AB, en comparacion con los nifios del

grupo O.
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El fenotipo secretor (FUT2+) se asocia a la infeccion sintomatica
por rotavirus, ya que un 98'5% de los pacientes eran secretores,

frente a un 70% de los nifios en el grupo control.

Los nifios Lewis b positivos muestran mayor predisposicion a la

infeccion por rotavirus (p = 0.000).

Los individuos secretores Lewis positivos muestran mayor
predisposicién a padecer una infeccién sintomatica por rotavirus
(p = 0.000).

La vacunacion frente a rotavirus disminuye el riesgo de padecer
una infeccién sintomética por rotavirus (p = 0.003), aunque se

han detectado fallos vacunales.
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on y HBGAs

, Sexo, vacunacion y

ANEXO 2. Documento con los datos de edad

del grupo de controles.
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ANEXO 3. Documento con los datos de antigenos histo-sanguineos del
grupo de donantes de sangre.

GRUPO ABO (nE (z)glséegg)zzﬁn)

o 146.454 (51'68)

A 110.273 (38'91)

. 19.054 (6'72)

oE 7.618 (2'69)
DONANTES

LEWIS (FUT3)

(n= 283.399) (%)

LEWIS POSITIVO 252309 8903 %

LEWIS NEGATIVO 31090 1097 %

ewee T oy oo T oy Trome | oo
SEUISA | 486 | (17) | 57694 | (2036) | 58.180 | (20'53)
Nléfgvxlﬁ\/}o 194.129 | (68'50) | 31.090 | (10'97) | 225.219 | (79'47)
TOTAL | 194615 |(6867)| 88.784 | (31%33) | 283.399 | (100)
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