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RESUMEN

Sapovirus, miembro de la familia Caliciviridae, es un agente emergente de
gastroenteritis aguda que afecta principalmente a nifios menores de 5 afios. Se conoce
muy poco sobre la epidemiologia de este virus en nuestro pais. Este trabajo es el
primero en estudiar Sapovirus en una poblacién de nifios menores de cinco afios con
gastroenteritis aguda quienes requirieron de atencion médica. Un total de 622 muestras
de hisopados rectales fueron recolectados, 490 “casos” (nifios con diarrea 0 vomitos
que acudieron a la Unidad de Rehidratacion Oral-URQ) y 132 “controles” (nifios sin
diarrea ni vémitos que acudieron a otros servicios médicos), todas las muestras fueron
recolectadas en el Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN) en Lima, Per(. EI RNA
fue extraido empleando QIAamp® Viral RNA Mini kit y el cDNA sintetizado con
Superscript 11 kit . La deteccidn de Sapovirus se realizd6 mediante la prueba de PCR
en tiempo real que amplifica una region del gen que codifica la proteina viral VP1. Las
muestras positivas fueron posteriormente amplificadas mediante la prueba de PCR
convencional y el producto de amplificacion fue secuenciado con fines de
genotipificacion. De los 490 casos, 48 (9,80%) resultaron positivas a Sapovirus
mediante la prueba de PCR de tiempo real; 44 de estas muestras pudieron ser
tipificadas mediante secuenciamiento. De las 44 muestras genotipifcadas, 18
fueron clasificadas como SaV - GI, 18 como SaV - GII, 6 como SaV GIV y 2 como
SaV - GV. Los resultados del presente estudio sugieren que Sapovirus es un
agente etiolégico importante de diarrea en nifios menores de 5 afios.

Palabras clave: Sapovirus, gastroenteritis aguda, epidemiologia, virus.



ABSTRACT

Sapovirus, a member of the Caliciviridae family, is an important cause of acute
gastroenteritis in children under five. Little is known about the epidemiology of this
virus in Peru. This work is the first study of Sapovirus on a population of children
under 5 with acute gastroenteritis that needed a medical attention. A total of 622 rectal
swabs, obtained from 490 “cases” (children with diarrhea or vomits attending the Oral
Rehidration Unit) and 132 “control” (from children without diarrhea or vomits
attending other services of the Child Health Institute in Lima, Peru). RNA was
extracted from stool samples using the QIAamp® Viral RNA Mini kit (QIAGEN) and
converted to cDNA using SuperScript 111 kit (Invitrogen). A real time PCR targeting
a region from VVP1gene was used to detect Sapovirus. All positive samples were further
amplified by conventional PCR and sequenced for genotyping. From 490 cases, a total
of 48 (9,80%) samples tested positive for Sapovirus. Only 44 samples, out of the 48
were successfully sequenced. Eighteen samples were identified as genogroup GI, 18
as genogroup GII, 6 as genogroup GIV and 2 as genogroup GV. Sapovirus seems to
be an important etiological agent of acute gastroenteritis in children under five.

Keywords: Sapovirus, acute gastroenteritis, epidemiology, virus.
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INTRODUCCION

Sapovirus es un virus de cadena simple de RNA de sentido positivo,
perteneciente a la familia Caliciviridae (Cartsens, 2010). Sapovirus es una de las
causas principales de gastroenteritis en nifios menores de 5 afios, aunque existen
reportes de brotes por este virus que afectaron a poblaciones adultas, por ejemplo a
profesores en un colegio en Estados Unidos (Noel et al, 1997) y a pacientes y personal
médico de un hospital en Suecia (Johansson et al., 2005).

Sapovirus tiene una distribucion mundial afectando a poblaciones tanto de
paises en vias de desarrollo y como de paises desarrollados. La mayor parte de los
estudios se han realizado en Asia, donde se reportan prevalencias de 4 - 18%. En
Sudamérica se ha estudiado Sapovirus en Brasil, prevalencia 4.6% (Mendanha de
Oliveira, 2012), Venezuela, 11% (Bucardo et al, 2012) y Argentina con una prevalencia
de 2% (Martinez et al, 2002; Gomes et al, 2007). En el Peru sélo existe un trabajo que
utilizé un subgrupo de muestras de una cohorte de recién nacidos de una comunidad de
San Juan de Miraflores, Lima, en el que se hallé una prevalencia de 9%, sin embargo
este estudio contiene muestras recolectadas del domicilio de nifios de una misma
comunidad, y ninguno de ellos requiri6 atencion médica (Liu et al, 2015).

El presente estudio tuvo como objetivo detectar y caracterizar Sapovirus,
mediante PCR y secuenciamiento, presentes en muestras de hisopados rectales de nifios
menores de cinco afios con gastroenteritis aguda que requirieron de atencion médica y
acudieron a la URO del INSN de la ciudad de Lima, comparado a Sapovirus presente

en nifos sin gastroenteritis aguda que acudieron a otros servicios del mismo Instituto.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Sapovirus

Sapovirus es un virus RNA de cadena simple de sentido positivo, perteneciente
a la familia Caliciviridae. Esta familia esta constituida de cinco Géneros: Sapovirus,
Norovirus, Lagovirus, Vesivirus y Nebovirus (Cartsens, 2010), de los cuales Norovirus
y Sapovirus afectan a humanos.

El genoma de Sapovirus tiene aproximadamente 7.3-7.5 kb y presenta 2 0 3
marcos de lectura abiertos (ORF por sus siglas en inglés), el ORF 1 codifica una
poliproteina que contiene las proteinas no estructurales: NS1, NS2, NS 3, NS 4, NS 5,
NS 6-7 (Oka et al, 2005) (Figura 1) ademas de la proteina mayor de la capside, VP1,
el ORF 2 codifica la proteina menor de la capside, VP2, el ORF 3 est4 presente en
algunas cepas humanas y de murciélagos, sin embargo su funcion ain es desconocida
(Farkas et al, 2004). Sapovirus esta dividido en siete genogrupos, tres que afectan a
animales (GlII, GVI 'y GVII) y cuatro que afectan a Humanos (G, GllI, GIV and GV).
Los genogrupos Gl y Gl esta subdivididos en 7 genotipos, mientras que los genotipos

GIV y GV presentan un Gnico genotipo cada uno.



1.2 Deteccion

Sapovirus fue detectado por primera vez utilizando microscopia electronica, en
un brote que afectd a infantes de 2 a 20 meses de edad (Chiba et al, 1979) y sigue
siendo la pruba de oro (“gold standard”) para el diagndstico de sapovirus, sin embargo
debido a que se trata de una técnica tediosa y que necesita ademas de un personal
técnico  especializado,  distintos  grupos  desarrollaron  diversos  ensayos
inmunoenzimaticos tipo ELISA para evaluar anticuerpos contra Sapovirus (Nakata et
al, 1983), empleando anti-sueros hiperinmunes de raton o cobayo desarrollados contra
Particulas Parecidas a Virus (VLP por sus siglas en inglés) los cuales fueron expresados
en un sistema de Baculovirus. Esta pruebas de ELISA alcanzan un 100% de
especificidad pero solo un 25-60% de sensibilidad (Hansman et al, 2005-2006). De
forma similar se han desarrollado anticuerpos monoclonales para diferentes genotipos
de Sapovirus (Kitamoto et al, 2012).

Después de la introduccidon de las técnicas moleculares, el método mas usado
para la deteccion de Sapovirus es la prueba de PCR que sigue a una transcripcion
reversa inicial (RT-PCR) que permite ademas el analisis genético y la tipificacion de
estos virus. La deteccion se basa en el uso de cebadores dirigidos a amplificar diversas
regiones del genoma del virus, principalmente las regiones que codifican para la
polimerasa, la capside, la regidn de unidn entre el gen de la polimerasa y el gen de la

capside (Hansman, 2004; Vinje, 2000; Okada, 2002, 2006). De estos juegos de



cebadores, los disefiados por Okada, presentan la ventaja de detectar y genotipificar
Sapovirus utilizando PCR convencional tipo anidado y multiplex respectivamente.
Ademas de la simple deteccion, la cuantificacion de la carga viral es un aspecto
importante para entender aspectos clinicos de la infeccidén por este virus, méas aun
cuando no se dispone de ninguna forma de cultivar Sapovirus. Se han desarrollado
diferentes pruebas de PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) usando sondas de
hidrolisis y cebadores para una region del gen de la capside altamente conservada (Oka,
2006) asi como para una region conservada del gen de la RNA polimerasa (Gunson et
al, 2006). Igualmente se han disefiado pruebas de PCR de tiempo real para la deteccion
simultanea de virus como Adenovirus, Rotavirus, Astrovirus, y Sapovirus (Maarseveen

et al, 2010).

1.3. Clasificacién de Sapovirus

La Clasificacion de Sapovirus ha cambiado desde su primer reporte en 1977.
Los Virus Tipo Norwalk (NLVs por sus siglas en inglés) y los Virus Tipo Sapporo
(SLVs por sus siglas en inglés) eran considerados simplemente como genogrupos |y
Il (NLVs) y I (SLVs) de los Calicivirius Humanos (Vinjé, 2000). Luego, debido a
las marcadas diferencias epidemioldgicas y geneticas, asi como la creciente deteccion
de nuevos genotipos para NLVs y SLVs obligd a los especialistas a cambiar la
clasificacion en el afio 2001, esta clasificacion utilizd 11 secuencias disponibles de
SLVs y se demostro que se podria realizar una clasificacion uniforme en funcion de la
secuencia entera del gen de la cépside, organizandose asi en 3 genogrupos y 5

subgrupos (Schuffenecker, 2001).



La clasificacion aceptada mas reciente de Sapovirus se basa en 106 secuencias
completas del gen de la capside, la cual tiene 1700 nt aproximadamente,
estableciéndose 5 genogrupos GlI, GII,GlIl, GIV, and GV, clasificando a su vez a los
genogrupos humanos, Gl y Gll en siete genotipos y GIV y GV en 1 genotipo (Oka et

al, 2012).

1.4. Transmision

Sapovirus se transmite principalmente via fecal-oral, ademas posiblemente a
través de alimentos contaminados y a través de contacto entre personas. Cuando
alcanzan los cuerpos de agua, los animales filtradores como diferentes especies de
almejas y mariscos son reservorio de Sapovirus (Hansman, 2007; lzuka, 2010). Sin
embargo la informacién sobre la presencia de Sapovirus en almejas y mariscos es
limitada. Al igual que Norovirus, el mecanismo de infeccidn no esta esclarecido y se
investiga el rol de algunos proteinas estructurales y no estructurales determinantes

moleculares que facilitarian la infeccion (Karst, 2010).

1.5. Epidemiologia

Ademas de Rotavirus, el agente viral mas comun causante de gastroenteritis,
Norovirus y Sapovirus son considerados también como enteropatdégenos de gran
importancia a nivel mundial, sobre todo en la poblacion de nifios menores de cinco
afios. En afios recientes, los Calicivirus Humanos (HUCVs) han emergido como un
agente etiologico importante en los casos de diarreas esporadicas y epidémicas en todos

los grupos etarios (Dove et al., 2005).



Sapovirus esta distribuido mundialmente, la prevalencia de los anticuerpos
contra Sapovirus varia entre un 70 y 100% en adultos de Japdn, Canada, Estados
Unidos, China, Singapur, Indonesia, y Papua Nueva Guinea (Soli, 2014). La
adquisicion de estos anticuerpos empieza a temprana edad; por ejemplo, en Kenia los
anticuerpos fueron detectados en nifios de 1 y 2 afios (Green, 2006). Los brotes por
Sapovirus son comunes en guarderias, colegios, casas de asilo para ancianos y en
reclutas militares, siendo seropositivos para los cuatro genogrupos (Phan et al, 2004).

Los genogrupos predominantes son Gl y GllI, con un 95% en Japén (Okada et
al., 2006) y un 85% de Gl.1 y GIl.1 en el Reino Unido en los afios de 1984-2004
(Martinez et al., 2002). También son comunes las infecciones mixtas de Sapovirus con
Astrovirus y Norovirus en nifios con gastroenteritis aguda en diverso paises (Vasickova
et al., 2005).

Los estudios en Sapovirus no estdn tan avanzados como en Norovirus,
posiblemente debido a que se ha reportado que los sintomas tienen una menor
intensidad comparada con norovirus y que son pocos los laboratorios que estudian este

virus.

1.6 Generalidades del analisis Filogenético

El andlisis filogenético trata de encontrar la relacion evolutiva entre especies,
puede realizarse basandose en caracteristicas morfolégicas como en sus inicios
(Linneaus, 1758). Todos los organismos han evolucionado de un ancestro comdn y

todos los organismos estan sujetos a mutaciones en la secuencia de nucleotidos



(sustituciones, inserciones y deleciones), las cuales son utilizadas para inferir
relaciones entre genes. Béasicamente, los métodos filogenéticos consideran la similitud
entre genes asumiendo que comparten un ancestro comuan reciente, es decir son
homologos.

Un anélisis filogenético adecuado se inicia con un alineamiento de secuencias,
del cual dependera la calidad del arbol filogenético, por esto, una edicion manual del
alineamiento optimizara los resultados. En un arbol filogenético, los nodos externos
representan los taxones existentes, llamados también Unidades Taxondmicas
Operacionales (OTUs por sus siglas en inglés). Para identificar cual es el ancestro de
dos 0 mas especies en un arbol filogenético, este debe tener raiz, para lo que se necesita
de un grupo externo (outgroup) el cual se asume como el mas distante en relacion a los
OTU s restantes.

Para la construccion del arbol filogenético a partir del alineamiento de
nucleotidos o aminoacidos existen diferentes métodos, los mas comunes para el anélisis
de virus son el Neighbor-Joining y el Maximum Likelihood. EIl método de Neighbor-
joining (NJ) construye un arbol encontrando secuencialmente pares de vecinos, que
son los pares de OTUs conectadas por un unico nodo interior. Este método no intenta
agrupar las OTUs mas estrechamente relacionadas, sino mas bien reduce al minimo la
longitud de todas las ramas internas y por lo tanto la longitud de todo el arbol. El
Neighboor-Joining junto con la técnica de re-muestreo denominada “bootstrap”
comprenden un método bastante rapido y adecuado para un conjunto de datos grande

(Lemey et al, 2009).



CAPITULO I

Planteamiento de la Investigacion

2.1.- Planteamiento del problema

La introduccion de la vacuna contra Rotavirus en el esquema nacional de
vacunacion en el Peru, ha permitido que Norovirus y Sapovirus (ambos de la familia
Caliciviridae) empiecen a tomar el rol etioldgico principal. Sapovirus, el menos
estudiado de los Calicivirus que infectan humanos, fue descrito por primera vez en los
afios 70 en Japon (Chiba et al., 1979). Aunque se han logrado avances significativos en
la epidemiologia, genética y patologia, Sapovirus ain no podido cultivarse hasta el dia
de hoy, lo que limita el desarrollo de vacunas y de pruebas de diagndstico.

El avance en técnicas de expresion para la produccion de Particulas Tipo Virus
(VLP, por sus siglas en inglés) ha permitido desarrollar algunas pruebas serolégicas,
que si bien permiten detectar anticuerpos contra sapovirus con gran especificidad
(Hansman et al, 2005), no permiten distinguir a los individuos con infeccion actual de
los que estuvieron infectados, ya que gran porcentaje de la poblacién es seropositiva.
Hace una década un grupo de investigadores japoneses desarrollaron una prueba basada
en la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), que permite mejorar el
estudio de la epidemiologia de este virus (Oka et al., 2006); el estudio de este virus ain
es escaso debido principalmente al acceso limitado a pruebas moleculares sofisticadas.

El presente trabajo se enfoc6 en detectar y caracterizar Sapovirus, empleando

la prueba de PCR vy secuenciamiento, en una poblacién de nifios menores de cinco



afios con gastroenteritis aguda que acudieron a la Unidad de Rehidratacion Oral (URO)

del Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN) de la ciudad de Lima.

2.2.- Justificacion e importancia del estudio

La gastroenteritis es un problema de salud publica mundial, con una alta tasa
de mortalidad y morbilidad, las poblaciones més susceptibles son los nifios menores de
cinco afos y los adultos mayores de 65 afios. No solo afecta la salud de las personas
sino que también tiene un impacto socioecondmico importante, ya que se sabe que los
continuos episodios de gastroenteritis afectan al desarrollo del nifio (Checkley et al,
2008). La gastroenteritis puede ser de origen parasitario, bacteriano o viral; sin
embargo mas de un 40% de casos de gastroenteritis son de origen viral, siendo
Rotavirus junto a Norovirus y Sapovirus los principales agentes causales de origen viral
(Ramani et al, 2009).

A pesar del desarrollo de pruebas moleculares para el diagnostico y la
tipificacion, la informacion existente sobre Sapovirus sigue siendo escasa; sobre todo
en Sudamérica, donde solo existen investigaciones sobre Sapovirus en tres paises,
Brasil, Venezuela y Argentina (dos Anjos, 2012; Bucardo et al, 2012; Martinez et al,
2002; Gomes et al, 2007). En el Pert no existen antecedentes sobre la prevalencia ni
la diversidad de Sapovirus.

El presente es el primer estudio de Sapovirus en el Perd, donde se reporta la
prevalencia y la diversidad de Sapovirus en una poblacién de nifios menores de cinco

afios que debido al cuadro de gastroenteritis aguda recibieron atencién médica



especializada, ademas es el primero en evaluar la severidad de la gastroenteritis aguda

con la infeccidn por sapovirus.
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Obijetivos

I. HIPOTESIS
La prevalencia de sapovirus en nifios con gastroenteritis aguda que requieren
atencion médica es mayor que en nifios sin gastroenteritis aguda que acuden al Instituto

Nacional de Salud del Nifio, Lima, Pera.

1. OBJETIVO GENERAL

Detectar y caracterizar Sapovirus, mediante qPCR, PCR y secuenciamiento,
presentes en muestras de hisopados rectales de nifios menores de cinco afios con
gastroenteritis aguda que acudieron a la Unidad de Rehidratacion Oral del Instituto

Nacional de Salud del Nifio de Lima

1.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar Sapovirus mediante la prueba de PCR de tiempo real.

e Tipificar Sapovirus mediante PCR convencional de tipo anidado y
Secuenciamiento.

e Determinar la filogenia de las secuencias parciales de capside de las distintas

cepas de Sapovirus detectadas en el estudio.

11



CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio del estudio

El presente es un estudio transversal en el cual se empled una prueba de RT-
gPCR para la deteccion de Sapovirus en muestras (n= 622) de hisopados rectales de
nifios con y sin gastroenteritis aguda menores de cinco afios.

A cada muestra positiva, a la prueba de PCR de tiempo real, se realiz6 la prueba
de PCR convencional tipo anidado (PCR anidado. El producto de amplificacién de las
muestras con resultado positivo en la prueba de PCR anidado fue secuenciado mediante
el método de Sanger (Macrogen, Maryland). Finalmente, con las secuencias obtenidas

se pudo elaborar un &rbol filogenético utilizando el método de Neighboor Joining.

3.2. Poblacion de estudio

Las muestras fueron obtenidas a partir de 622 nifios menores de 5 afios que
acudieron al Instituto Nacional de Salud del Nifio de la ciudad de Lima durante los
meses comprendidos entre Noviembre del 2013 y Noviembre del 2014.

Un total de 490 nifios fueron considerados como casos y 132 como controles
bajo los siguientes criterios de inclusion/exclusion
Criterios de inclusion casos

- Acudir a servicio de la Unidad de Rehidratacién Oral (URO) del INSN

- Ser menores de 5 afios

12



- Presentar diarrea (dentro de los ultimos 30 dias, minimo tres deposiciones
liquidas en un periodo de 24 hrs) o vomitos (dentro de los ultimos 30 dias)
- Autorizacion del padre o apoderado para participar en el estudio (firma del

consentimiento informado)

Criterios de exclusién casos
Ser mayor de 5 afios

Sufrir de alguna condicidn que implique un riesgo para la salud del nifio.

Criterios de inclusion Controles

Acudir a algan servicio distinto a URO (emergencia, odontologia,
traumatologia, etc) del INSN.

Ser menor de 5 afos.

No presentar diarrea ni vomitos en los Gltimos 30 dias.

Consentimiento informado firmado por padre o apoderado

Criterios de exclusién controles

Mayores de 5 afios.

Presentar diarrea o vomito.

13



3.3. Anélisis de severidad

Se utilizo el indice de Vesikari para determinar la severidad del episodio de
gastroenteritis de cada individuo, para esto se construye una tabla donde se asigna un
valor a diferentes parametros como: la duracion y maximo numero de diarrea al mes,
duracion y maximo numero de vomito, temperatura corporal y grado de deshidratacion,
la suma de dichos valores genera un puntaje que es considerado para asignar si el

episodio fue “leve, moderado o severo” (Anexo Al-A2) (Lewis, 2011).

3.4 Muestras

El personal técnico de la URO recolect6 las muestras , que fueron obtenidas de
la region rectal de cada nifio empleando un hisopo (Pur-Wraps, West Sussex, UK) los
cuales fueron inmediatamente transferidos a crioviales estériles conteniendo 500uL de
buffer fosfato salino (PBS, NaCL 150 mM, PO4 10mM, pH 7.3-7.5(Life Technologies)
y refrigerados a -20°C.

Las muestras recolectadas en un recipiente acondicionado para mantener la
cadena de frio a 4°C, y transportadas el mismo dia de recoleccion de muestra (intervalo
de 6-8 horas) al Laboratorio de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (LIEI) del
Departamento de Ciencias Celulares y Moleculares, Facultad de Ciencias y Filosofia
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, donde fueron almacenadas a -70°C hasta

su procesamiento.
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3.5 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA viral se proces6 140 pL de la suspension que
contenia el hisopado. EI RNA fue extraido empleando el kit de extraccion QlAamp
Viral RNA mini kit (QIAGEN, California, EEUU) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El -RNA se eluy6 en un volumen total de 70uL Buffer AVE (H.O de grado

molecular, 0.04% NaN3) y almacenado a -70°C hasta la sintesis del cDNA respectivo.

3.6 Sintesis de cDNA

Debido a que la integridad del RNA viral extraido no se ve afectada durante el
primer mes de almacenamiento (datos no publicados) y razones logisticas, la sintesis
de cDNA se realizo6 dentro de la primera semana de extraccion del RNA. La sintesis
de cDNA se realiz6 empleando el kit SuperScript 11l First-Strand Synthesis System
(Thermo Fisher, Massachusetts) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion
se realiz6 en un volumen inicial de 10 uL conteniendo 7uL de RNA, 1uL de hexdmeros
aleatorios 5 ng/pL, 1uL de dNTPs 1mM y 1uL de agua. La mezcla fue incubada a
65°C durante 5 minutos, e inmediatamente transferida a un recipiente con hielo durante
al menos 1 min. Luego se le afiadio 10uL de la mezcla anterior a un tubo que contenia
2uL de RT Buffer (Tris-HCI 250 mM pH 8.3 KCI 375 mM, MgCI2 15 mM), 4uL
MgCl, 25mM, 2uL DTT 0.1M, 1uL RNAse OUT (40U/uL), 1uL SuperStrand Il
(200U/uL). El tubo con la mezcla final fue incubado bajo las siguientes condiciones,
25°C por 10 min, 50°C por 50 min, 85°C por 5 min, y luego en hielo por 1min,

finalmente ,1uL de RNase H fue afladido a la mezcla final la cual fue incubada a 37°C
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por 20 min. La muestra de cDNA fue almacenada a -20°C hasta su uso en las distintas

pruebas de PCR.

3.7 Prueba de cuantitativa en tiempo real

La prueba de qPCR, disefiada para amplificar 104 pares bases, se realiz6 en un
volumen final de 10 uL. EI tubo de reaccion consistio 1uL de cDNA, 5uL de Fast
Advanced Master Mix (5x, Thermo Fisher, Massachusetts), 10pmol de cada cebador
(SaV124F, SaV1F, SaV5F, y SaV1245R) y 10pmol de cada sonda (SaV124TP y
SaV5TP) segun lo descrito por Oka et al, 2006. La secuencia de cada primer esta
descritaen la Tabla 1. Laamplificacion se realizo en el equipo Step One plus (Thermo
Fisher, Massachusetts, EEUU) usando las siguientes condiciones de reaccion: 50°C por
2 min, 95°C por 15 min, 45 ciclos de 95°C 30 seg y 60°C 30 seg, y paso final a 60°C
por 2 min. En cada placa se utilizaron 5 pozos como blancos sin cDNA, y 14 pozos
para la curva estandar que comprendia 7 puntos por duplicado, y las muestras de cDNA.

Los resultados fueron analizados empleando el software del equipo (Step One
Software, V2.1). A fin de verificar la calidad de nuestros resultados, un grupo de
muestras fueron procesadas siguiendo el mismo protocolo en la Universidad de Tohoku

(Japon).

3.8 Prueba de PCR convencional tipo anidada
Para la deteccion de Sapovirus mediante la prueba de PCR anidada se siguio el

protocolo descrito por Okada (Okada, 2006). Cada mezcla de reaccion del PCR
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externo e interno, contenia lo siguiente: 0.5mM de cada cebador (externo SV-F14/13-
SV-R14/13 o interno SV-F22, SV- R2) (Tabla 2), Buffer Taq Platinum 1x (Life
Technologies), 0.2mM dNTPs, 2mM MgCI2, y 1uL de cDNA o 1ul de producto de
reaccion del PCR externo. Las condiciones de la reaccidn fueron las siguientes: 94°C
por 2 min, seguido de 45 ciclos cada uno de 94°C por 30seg, 52°C 30seg, y 72°C por
45 seg, y un paso final a 60°C por 2 min. Todos los ciclos de amplificacion se
realizaron en el termociclador Mycycler (Biorad, California, EEUU). El producto final
de amplificacion de la prueba de PCR anidada fue analizado mediante electroforesis
empleando un gel de agarosa al 1.5% en TAE 0.5X conteniendo 0.01ug/ml de bromuro
de etidio a 100V por 1h20m. Para evitar contaminacion se corrieron en grupos de 10
muestras incluyendo 10 controles negativos en cada gel. Los productos de
amplificacion fueron visualizados empleando un transluminador de luz UV (UVP,
California, EEUU) y se capturd la imagen con una camara digital Kodak. La muestra
fue considerada positiva si se visualizaba una banda de amplificacion de 400 pb (Anexo

A3)

3.9 Determinacion de la carga viral

La curva estandar para la determinacion de la carga viral se realizo utilizando
una dilucion seriada (1:10) del plasmido que contenia 437 pares de nucleotidos (bp)
que corresponden a una region parcial del gen de la capside de Sapovirus, 5154-5591
insertados en el vector pPGEM-T Easy. Durante la estandarizacion de los ensayos de

RT-gPCR se evalud el efecto del DNA humano en el desempefio del ensayo
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(sensibilidad y especificidad de amplificacion), para lo cual se utilizé agua de grado

molecular con 10ng de DNA gendmico.

3.10 Limite de cuantificacion, limite de deteccidn y expresion de resultados
Se definié como el limite de cuantificacion (LOQ) a la dilucion mas alta de la
curva estandar y su valor de Cq segun cada corrida. Las muestras fueron consideradas
como positivas si cumplian los siguientes criterios:
e Valores de Cq més bajas que el LOQ (deteccidn cualitativa).
e Curva de amplificacién tipica, de forma sigmoidea.

e Resultado positivo por duplicado.

3.11 Deteccidn de otros virus mediante PCR en tiempo real

Todas las muestras fueron procesadas mediante PCR en tiempo real para la
deteccion: Norovirus GI, Norovirus Gl, Rotavirus, Astrovirus y Aichivirus. Estas
pruebas fueron parte de otros proyectos de tesis y de investigacion que se vienen

realizando en el LIELI.

3.12 Anélisis de secuencias y analisis filogenético
El producto de amplificacion del PCR convencional tipo anidado fue enviado a
secuenciar a la empresa MACROGEN. El secuenciamiento fue realizado empleando

los cebadores de sentido F22 y anti-sentido R2. Los archivos en formato ABIF
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proporcionadas por MACROGEN, fueron analizados utilizando el software SeqTrace,
(Stucky, 2012) el cual permite corregir las secuencias segun su respectivo
cromatograma y alinear las secuencias sentido y anti-sentido obtenidas para generar
una secuencia consenso. Para la identificacion del genogrupo se utilizo el software
BLAST, buscando las secuencias de mayor similitud con las secuencias consenso,
considerandose un minimo de similitud de 90% para considerar que la secuencia
pertenezca a un determinado genogrupo.

Para el analisis filogenético las secuencias fueron agrupadas segun el
genogrupo, luego alineadas empleando el software Clustal mediante la plataforma
bioinformética Geneious R8 (Kearse et al, 2012). En esta plataforma se agruparon
todas las secuencias consenso obtenidas a partir de las muestras de nifios junto a las
secuencias de referencia (Tabla 3), una vez alineadas todas las secuencias, se realizd
una edicion manual a fin de eliminar las secuencias de cebadores. Finalmente se
elabor6 un arbol filogenético utilizando el modelo de Neighbor Joining utilizando

bootstrap de 2000 repeticiones como técnica de re muestreo.

3.13 Analisis estadistico

Para analizar la validez de la curva estandar, se siguieron las pautas propuestas
por el MIQE (Bustin et al, 2009) que indica que los valores de eficiencia y genero un
diagrama de box plot, se utilizaron los valores de promedio, valor minimo, valor

maximo, desviacion estandar.
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Se usé una prueba exacta de Fisher para evaluar los resultados de PCR en

tiempo real, en las muestras de los casos versus las muestras de los controles.

3.14 Consideraciones éticas

Este trabajo se realiz6 con muestras de pacientes reclutados en el proyecto
“Variantes genéticas de Norovirus en nifios menores de 5 afios con y sin diarreas y su
relacion con la Severidad Clinica de la Gastroenteritis, en un hospital peruano” (codigo
de ética 59222). EI presente estudio obtuvo aprobacion para el trabajo con dichas
muestras, del comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con el

codigo de inscripcion: 65915
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Poblacion de estudio

El promedio de edad de los nifios incluidos en el presente estudio fue de 24.8
meses, 53.7% fueron del sexo masculino. EIl promedio de edad del grupo de los casos
fue de 22.8 meses siendo el 53.9% del sexo masculino mientras que en los controles

el promedio de edad fue de 26.8 y el 53% pertenecia al sexo masculino (Tabla 4).

4.2. Prueba de RT-qPCR para Sapovirus

4.2.1. Rango dindmico, repetibilidad y reproducibilidad de la prueba.

Al realizar la prueba de RT-qPCR para Sapovirus, se observaron curvas
sigmoideas en los 7 puntos de la curva. El rango dindmico del ensayo fue de 7 6rdenes
(107 a 10! copias/uL), cada punto de la curva se corrié por duplicado, con una
desviacion estandar entre repeticiones de 0.1 a 0.3 ciclos, el coeficiente de
determinacion fue de R?=0.997, una eficiencia de 93.14% y una pendiente de -3.498
(Figura 2y 3).

La variacion intra-ensayo (repetibilidad) de la prueba determinada calculando
los coeficientes de variacion (CV) en una misma placa que fueron de 0.010 - 0.06,
siendo el valor mas alto correspondiente a los estandar mas diluidos (10'-
10%copias/uL). La variacion Inter-ensayo (reproducibilidad) de la prueba, fue

calculada empleando los coeficientes de variacion en diferentes placas, mostrando
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valores de 0.03 — 0.06, siendo el valor mas alto del estandar mas diluido (10'-
102copias/uL) (Anexo A4, Tabla 5).

No se observé ningan efecto del DNA humano sobre la deteccidn del blanco de
amplificacion en el PCR de tiempo real (Figura 2). Al diluir las diferentes
concentraciones de plasmido de la curva estandar en una mezcla de DNA humano el
rango dindmico se mantuvo en los 7 drdenes, la desviacidn estandar entre repeticiones
fue de 0.06-0.15 ciclos, el coeficiente de determinacion fue de R?=0.971, una eficiencia
de 107% y una pendiente de -3.149. No se detect6 amplificacion del control negativo

o del blanco, en ninguna placa bajo las condiciones establecidas.

4.2.2. Deteccion mediante PCR en tiempo Real

De las 490 muestras, provenientes de nifios caso, analizadas un total de 48
muestras resultaron positivas a la prueba de-qPCR para la deteccién de
Sapovirus, lo que representa una prevalencia en la poblacién analizada de 9.80%
(Figura 4). Al compararse la distribucién, segun el indice de Vesikari, de los casos
positivos y casos negativos para la PCR en tiempo real, se hall6 una distribucion
similar en ambos grupos, sin encontrar diferencias significativas (p=0.50, Figura
5). Los valores de Cq se encuentran en lo rangos de 18.04-38.21, con un valor
promedio de 29.65 (Anexo A4, A6). En el grupo de muestras provenientes de
nifios controles solo se detecté una muestra positiva (Cq = 32.26) lo que

representa una prevalencia de 0.75%. La prueba exacta de Fisher arrojo un p=
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0.0006 al evaluar la tabla de contingencia de los resultados de las muestras

positivas a Sapovirus mediante qPCR en los grupos controles y casos (Tabla 7).

Aunque la cuantificacion de la carga viral no es uno de los objetivos principales
de este trabajo, gracias a la curva estandar se puede aproximar los valores de carga viral
maxima a 10° copias/uL y de la carga viral minima a 10*copias/uL (Anexo A5).

Al analizar la frecuencia de casos positivos al PCR en tiempo real segtn el mes
en que se recolectaron las muestras, existe una ligera tendencia a que existan mayor
namero de casos durante la temporada de verano (Figura 6).

Entre las muestras positivas para Sapovirus se detectaron 8 co-infecciones, 2
con Rotavirus, 2 con Norovirus Gl, 2 con Norovirus Gll, 1 con Astrovirus y 1 con
Rotavirus y Norovirus Gl (datos no publicados pertenecientes a otros proyectos del

laboratorio).

4.2.3. Genotipificacion basada en Andlisis de Secuencias

La prueba de PCR anidado fue positiva para 45 muestras de las 49 muestras
positivas mediante gPCR. El analisis por secuenciamiento permitié genotipificar 44 de
las 45 muestras positivas al PCR anidado. La muestra positiva mediante qPCR en el
grupo control, resulté ser del genogrupo GI genotipo 2 segun el analisis por
secuenciamiento.

El andlisis mediante el software BLAST identifico 18 de las secuencias

obtenidas como genogrupo Gl, 18 fueron asignadas como Sapovirus del genogrupo
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Gll, 6 secuencias fueron asignadas como genogrupo GIV y 2 como genogrupo GV
(Figura 8). En el andlisis de BLAST todas mostraron una similitud mayor al 90%. Con
la cepa de referencia para cada genogrupo Dentro de los genogrupos identificados se
encontré diversidad de genotipos; asi entre los Sapovirus del genogrupo Gl se hallaron
9 con el genotipo GI.1, 5 con el genotipo GI.2 'y 2 con el genotipo GI1.3, dos secuencias
con genotipo indeterminado. Dentro de las 17 muestras con genogrupo GllI, se
hallaron: 1 con el genotipo GII.2, 11 con el genotipo G.I1.4 y 6 con el genotipo GII.5.
Para los genogrupos GIV y GV solo se hallaron los genotipos GIV.1y GV.1 (Figura

8).

4.2.4 Correlacién entre cuadro clinico y Sapovirus

El analisis de severidad de las muestras positivas en el grupo de casos
(n=48) mediante el indice de Vesikari identific6 4 (8.16% de positivas)
clasificadas como “Leve”, 21 (38.78% de positivas) clasificadas como “Moderado”
y 23 (44.90% de positivas) clasificadas como “Severo. (Figura 6). Luego al
identificarse el genogrupo de cada muestra, se hall6 la distribuciéon de cada

genogrupo segun la Severidad (Figura 8).

4.2.5. Analisis de Secuencias y andlisis Filogenético
De las 49 muestras positivas La caracterizacion mediante secuenciamiento y
mediante BLAST asigné 20 de las secuencias como Sapovirus del genogrupo Gl, 16

como Sapovirus del genogrupo GlI, 5 como genogrupo GIV y 2 como genogrupo GV
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(Figura 8 y 9 EIl arbol filogenético permitio identificar por similitud a aquellas
muestras que no fueron identificadas adecuadamente por el analisis BLAST. Asi, las
de las tres secuencias sin genotipo asignado una fue asociada al genotipo Gl.2, la

segunda fue asociada al genotipo GI1.3. y una tercera al genotipo Gll.4.
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CAPITULO V
Discusion

La prueba de PCR en tiempo real se ha convertido en una de las herramientas mas
utilizadas en biologia, sobre todo en epidemiologia molecular, debido a que permite una
deteccion répida, previene la contaminacion y tiene una alta especificidad (Bustin et al,
2009). Los valores de eficiencia y de linealidad obtenidos en la estandarizacion de la prueba
de PCR de tiempo real en el presente estudio, cumplen con los parametros minimos
requeridos para este tipo de experimentos (Bustin et al, 2009), ademas los valores de Cq de
los estandares utilizados fueron similares a los reportados por el laboratorio en la Universidad
de Tohoku (datos no mostrados).

Sapovirus en el Peru ha sido reportado previamente en una investigacion que utilizé
muestras de una poblacién de Lima (Liu et al, 2015), sin embargo, este difiere del presente
trabajo en lo siguiente: Utiliz6 un subgrupo de muestras de una cohorte de recién nacidos de
una comunidad peri urbana (asentamiento humano ubicado San Juan de Miraflores, Lima);
ningdn nifio en el estudio requirié de atencion médica y en el estudio no se analizo la
severidad de los episodios de gastroenteritis.

En el presente trabajo se detectd y caracterizO a Sapovirus mediante técnicas
moleculares, en muestras de hisopado rectal de nifios menores de cinco afios que fueron
colectadas en el Instituto Nacional de Salud del Nifio, un grupo de estos nifios presentaron

un cuadro clinico de gastroenteritis aguda y requirieron tratamiento médico hospitalario a
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este grupo se denomind grupo “casos”, otro grupo estaba conformado por nifios que no
presentaron gastroenteritis, estos fueron el grupo “control”.

Es por eso que el presente trabajo, significa un aporte importante en comprender la
etiologia de la gastroenteritis aguda asi como conocer mas sobre la severidad de la infeccidn
por Sapovirus pues las muestras “casos” necesitaron de atencion médica. Teniendo en cuenta
que ya que en la actualidad Sapovirus es considerado como el segundo agente viral mas
importante causante de gastroenteritis después de Norovirus (Tam et al, 2012). Después de
la introduccion de la vacuna contra Rotavirus hace menos de 10 afios, existe un incremento
en los casos de gastroenteritis ocasionados por Norovirus y Sapovirus (Bucardo et al, 2014),
lo cual se ve reflejado en el presente estudio.

Nuestros resultados muestran una prevalencia de 9.8% en nifios con gatroenteritis
aguda, la cual es superior a la prevalencia reportada en en estudios realizados con
poblaciones similares en China (Lu et al, 2015), Tailandia (Malasao et al, 2008), Australia,
(Kirkwood, 2005) Estados Unidos (Zintz et al, 2005), incluso al compararlos con las
investigaciones realizadas en Sudameérica, por ejemplo: en Brasil donde se reporta una
prevalencia de 4.6% (Mendanha de Oliveira, 2014), en Argentina y Venezuela donde se
reporta una prevalencia del 2% (Gomes et al, 2009- Rodriguez-Guillén et al, 2005). Esta
mayor prevalencia podria deberse a que la secuencia diana para la prueba de tiempo real en
el presente estudio (una regidon conservada de unidn entre el gen de la capside y de la
polimerasa) es distinta a la utilizada en trabajos anteriores que tuvieron como diana una

region de la RdRp (RNA Polimerasa dependiente de RNA). Sin embargo el 91.84% de las
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muestras positivas en nuestro estudio también fueron positivas al PCR convencional que
tiene como diana una region del gen VP1 distinta al blando de amplificacion del qPCR.

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman reportes previos que
afirman que Sapovirus es una causa importante de gastroenteritis aguda en nifios. Solo una
muestra proveniente del grupo de controles resultd positiva a la prueba de PCR de tiempo
real, con un Cqg considerado como positivo. La posibilidad de una contaminacion fue
descartada debido a que el analisis de la muestra fue repetida desde la extraccion inicial del
RNA vy el uso de controles de extraccion y reaccion de PCR. Es probable que este nifio, si
bien no presento diarrea o vémito al momento del reclutamiento, haya estado iniciando o
terminando un episodio de diarrea, ya que el periodo de excrecion de Sapovirus en heces se
extiende en promedio de 1 mes (Harada et al, 2012) que significaria una infeccion
asintomatica, ademas la prevalencia de sapovirus en nifios asintomaticos de comunidad entre
los 18 y 23 meses de edad puede alcanzar el 7.7% (Liu et al., 2015)

En el presente estudio, se utiliz6 el indice de Vesikari, sistema que fue desarrollado
inicialmente para determinar la severidad de un episodio de gastroenteritis en una infeccion
por Rotavirus basado en un sistema de 20 puntos (Ruuska et Vesikari, 1990), este sistema
fue posteriormente adoptado para evaluar la eficacia de los candidatos a vacuna contra
rotavirus (Vesikari, 1991-1992-1993) y en la actualidad grupos que investigan diversos virus
entéricos como Norovirus, Astrovirus, y Sapovirus lo utilizan. Identificar el grado de
severidad de la diarrea es un aspecto importante en la gastroenteritis aguda, sobre todo en

nifios menores de cinco afos donde este dato ayuda a un tratamiento adecuado del nifio. La
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severidad de los sintomas causados por Sapovirus ha sido evaluada previamente, (Pang et al,
2000- Sakai et al, 2001) estos reportes mencionan que los sintomas suelen ser menos severos
que Norovirus y Rotavirus, sin embargo, estos no han sido detallados por cada genogrupo,
nuestros resultados sugieren que no existe asociacion entre la infeccion por Sapovirus y la
severidad del episodio de gastroenteritis pues la distribucion de episodios “leves”,
“moderados”, y “severos” tuvieron una distribucion muy similar en los Sapovirus positivos
y negativos detectados por PCR en tiempo real. Los resultados ademas muestran que el grado
de severidad es similar entre los distintos genogrupos (Figura 8).

El pico més alto de Sapovirus se alcanzo en la estacion de verano, en los meses de
Diciembre a Marzo (Figura 6). Esta estacionalidad concuerda con un reporte de China, donde
también se observd la mayor frecuencia en verano (Chen et al, 2013) pero difiere a lo
reportado en Japdn, donde el pico mas alto se alcanzd en la estacion de invierno,
correspondiente a los meses de Noviembre a Marzo (Dey et al, 2012). Sin embargo, los
resultados de estacionalidad no deberian ser considerados como concluyentes ya que para
determinar la estacionalidad se necesita un mayor periodo de observacion; asi un estudio
realizado en Canada con muestras de tres afios consecutivos report6 que la estacionalidad de
Sapovirus vario en los diferentes afios entre las estaciones de otofio y primavera (Pang et al,
2009).

Del total de nifios positivos a Sapovirus 8 presentaron coinfecciones con otros virus
que representa un 16.3% de los positivos, estas coinfecciones con Norovirus Gl y Gll,

Rotavirus y Astrovirus que coinciden con un estudio reportado previamente con una
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prevalencia de 1.6 % al 19% (Lu et al, 2015). Sin embargo, no existen estudios que
demuestren el orden de infeccidn con estos virus, la importancia de los mismos en el cuadro
de enteritis aguda y sobre todo si estas coinfecciones conllevan a un cuadro clinico de mayor
gravedad.

Mediante el analisis filogenético se pudieron identificar 8 genotipos, lo cual muestra
la variabilidad genética existente. Los genotipos mas prevalentes en diversos trabajos, al
igual que los observados en el presente estudio, pertenecen a los genogrupos Gl y GllI
(Bucardé et al, 2014- Mendanha de Oliveira et al, 2014). Las secuencias encontradas de Gl
muestran una alta similitud con las cepas de referencia; mientras que las muestras que
pertenecen al genotipo de GII.4 se agrupan en un clado distinto a la cepa de referencia
utilizada para el andlisis, estos resultados sugieren que el genotipo Gll.4 observado en el
presente estudio sea denominado como una variante distinta del genotipo reportado.

El presente estudio es el primero en evaluar el rol de Sapovirus como agente
causal de gastroenteritis aguda en nifios que requieren de atencion médica en el Perd. Los
resultados confirman estudios previos que asocian a Sapovirus con los casos de
gastroenteritis aguda, ademas muestra una diversidad que comprende 12 genotipos
distribuidos en los 4 genogrupos que causan infecciones en humanos. Aparentemente el

genotipo Gll1.4 circulante es propia y Unica de la poblacion evaluada.
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Conclusiones

La prevalencia de Sapovirus asociado a nifilos menores de 5 afios con gastroenteritis
aguda que acudieron a la Unidad de Rehidratacion Oral del Instituto Nacional del
Nifio, durante el periodo de Diciembre 2014 a Junio 2015 detectada mediante PCR
en tiempo real fue mayor a la de nifios sin gastroenteritis que acudieron al mismo
instituto.

La prueba de PCR en tiempo real puede detectar Sapovirus correctamente, obteniendo
una buena concordancia comparada con la prueba de PCR convencional.

No existe correlacion entre la severidad de una infeccion por Sapovirus y el genotipo.
Todos los genogrupos de Sapovirus que afectan a Humanos se observaron en la
poblacién estudiada, siendo los genogrupos SaV Gl y SaV Gll los de mayor

frecuencia.
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Recomendaciones

Realizar un estudio de seguimiento que permita determinar el periodo de
diseminacion viral en nifios menores de cinco afios, que ademas permitiria
conocer si existe 0 no reinfeccion con el mismo genotipo.

Secuenciar la cépside (VP1) completa (1700 pb aproximadamente), lo que
permitiria clasificar mejor el genotipo al cual pertenece cada muestra.
Secuenciar la region de union entre el gen de la capside y la polimerasa,
permitiria identificar las cepas recombinantes.

Detectar y tipificar Sapovirus en poblacion adulta y anciana, lo cual permitiria
conocer la prevalencia en diferentes grupos etarios.

Para determinar con mejor precisién la estacionalidad se necesita tener

muestras de un periodo de tiempo mas largo.
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Limitaciones del estudio

El volumen de muestra no permite realizar mas de dos extracciones de RNA.
El buffer de eluciébn de RNA contiene azida de sodio, lo que impide la
cuantificacion del RNA.

Los pacientes no pueden ser ubicados geograficamente, debido a que el
acceso a la informacion domiciliaria no fue facilitada, ademéas en muchas
ocasiones, los pacientes no brindan informacion autentica para poder ser
atendidos en el INSN.

La clasificacion solo pudo realizarse hasta genogrupo, debido a que solo se

secuencio una region del gen VP1.
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Figura 1- Organizacion del Genoma de Sapovirus (cepa Manchester GI.1- X86560) El esquema presenta el ORF
1 conteniendo las proteinas No Estructurales (NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, NS6-NS7) y la proteina “Estructural
Principal”’(VP1), el ORF 2 conteniendo la proteina “Estructural Secundaria” (VP2). Ademas esta indicado la cantidad
de aminodacidos (aa) que forman cada proteina. En el extremo 3’ se aprecia la cola poli Adenilada. (Oka, 2015)
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Figura 2.-Rango dindmico lineal de la prueba de RT-qPCR para la deteccion de Sapovirus y determinacion del efecto
del DNA gendmico en el proceso. Cada punto equivale a cada estandar (10*-10%copias/uL). La curva sin DNA humano es
plasmido diluido en H20O PCR y la curva con DNA humano es el plasmido con 20ng de DNAg diluido en H20 PCR
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Figura 3 Diagrama de caja de la curva estandar. Cada caja corresponde a los valores obtenidos en las diferentes placas
que se usaron para correr las 622 muestras, resumidos en la Tabla 3.
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Figura 4 Resultado de la prueba PCR en tiempo real Prevalencia de Sapovirus detectada mediante PCR de tiempo real.
La prueba se basé en la amplificacion de una region del gen que codifica VP1. El relleno punteado representa el porcentaje
de muestras positivas(n=48) mientras que el relleno solido representa el porcentaje de muestras negativas (n=442)
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CASOS NEGATIVOS PARA PCR EN

CASOS POSITIVOS PARA PCR EN S
TIEMPO REAL SEGUN INDICE DE

TIEMPO REAL SEGUN INDICE DE

VESIKARI VESIKARI
8% 12%
489% LEVE (n=4) 520 LEVE (n=52)
MODERADO (n=21) MODERADO (n=157)
GRAVE (n=23) 3600 GRAVE (n=231)

44%

Figura 5 Sapovirus Positivos (n=48) seguin Indice de Vesikari El indice de Vesikari, clasifica la severidad tomando en
cuenta, la duracion y el maximo nimero de diarrea al mes, duracion y el maximo namero de vomito, temperatura corporal
y grado de deshidratacién, de acuerdo a ello se le asigna como: Leve, Moderado y Severo. Hubo mayor nimero de Casos
Positivos para la PCR en tiempo Real calificados como “Moderado y “Severo”, sin embargo al compararlo con los Casos
Negativos mediante una prueba de chi cuadrado no se evidencio diferencia significativa.(p=0.653)
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detectados por PCR de tiempo real durante un afio (Nov 2013-Nov 2014). Se aprecia una tendencia a mayor aparicion de
casos en la estacion de verano.,
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Figura 7 Genotipos de Sapovirus Genotipos de Sapovirus Identificados segin Analisis de Secuencias (n=44). Las
secuencias fueron obtenidas a partir de los productos de amplificacion de los cebadores F22-R2 (400nt).
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Figura 9 Arbol Filogenético de Sapovirus del estudio Se construyé el arbol
filogenético basados en el alineamiento de nucleotidos de 44 secuencias obtenidas de
muestras de hospital y 47 secuencias de referencia. El arbol fue construido por
Neighboor Joining con bootstrap=3000. Cddigos en azul pertenecen al genogrupo Gl,
los cddigos en Gris pertenecen al genogrupo GIV, los codigos en rojo pertenecen al
genogrupo GV y los codigos en verde pertenecen al genogrupo GlI.
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Tablas

Nombre Ubicacion Orientacion Secuencia
SaV 1F 5077-50942 Sentido TTGGCCCTCGCCACCTAC
SaV 124F 5077-5097° Sentido GAYCASGCTCTCGCYACCTAC
SaV 5F 5112-5135° Sentido TTTGAACAAGCTGTGGCATGCTAC
SaV 1245R 5163-5181 Antisentido CCCTCCATYTCAAACACTA
Nombre Ubicacion Fluoroforo Secuencia
SaVv 124 TP 51055118 VIC CCRCCTATRAACCA
SaV5TP 5142-5157 VIC TGCCACCAATGTACCA

Tabla 1 Lista de Cebadores y sonda para PCR en Tiempo Real
4Posicidn correspondiente a la secuencia de nucleétidos de AB614356.1
®Posicion correspondiente a la secuencia de nucleétidos de HM002617.1
Posicién correspondiente a la secuencia de nucledtidos de AY 646856
dPosicion correspondiente a la secuencia de nucleétidos de AY237420
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Nombr | Ubicacié | Orientacio Secuencia (5°>3°) Uso
SV- 5074
Sentido GAYYWGGCYCTCGCYACCTAC | Universal/genogrupo
F13 5094
SV- 5074
Sentido GAACAAGCTGTGGCATGCTAC | Universal/genogrupo
F14 5094
SV- 5876—
Antisentido | GGTGANAYNCCATTKTCCAT Universal
R13 5861
SV- 5876—
Antisentido | GGTGAGMMYCCATTCTCCAT Universal
R14 5861
SV- 5154
Sentido SMWAWTAGTGTTTGARATG Universal
F22 5172
5591-
SV-R2 Antisentido | GWGGGRTCAACMCCWGGTGG Universal
5570
SV- 5580-
Antisentido | CCCBGGTGGKAYGACAGAAG genogrupo
G1-R 5561
SV- 5503-
Antisentido | CCANCCAGCAAACATNGCRCT genogrupo
G2-R 5483b
SV- 1052-
Antisentido | GCGTAGCAGATCCCAGATAA genogrupo
G4-R 1033b
SV-
194-174b | Antisentido | TTGGAGGWTGTTGCTCCTGTG genogrupo
G5-R

Tabla 2 Lista de Cebadores para PCR Convencional
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Genogrupo Cadigo de Secuencia NCBI
G1.1:U65427, AY237422, AY694184.
Gl.2: U73124, AF294739, EU124657, AB14356
Gl.3: AB623037, AJ606696, AF194182
Gl Gl.4: AJ606693
GI.5: AB253740, DQ366345,
Gl.6: AB622435
Gl.7: AB522390
GIl1.1: U95645, AJ271056, AY237419, AJ249939
Gll.2: AF435812, AY237420
GI1.3: AY603425, DQ104360, AB455793, AJ786350
Gll Gll.4: AB429084
GIl1.5: AY289804
Gll.6: AY646855
GI1.7: AB630067
GIV GIV.1: AF435814, DQ125333, DQ058829
GV.1: AY289803, AJ606699, AY646856, DQ366344
GV.2: AB775659
GV
GV.3: AB521772
GV.4: IN420370
Gl
(Outgroup) AF182760

Tabla 3 Lista de Secuencias utilizadas para Analisis Filogenético
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MASCULINO FEMENINO
n Promedio Edad (meses) | n Promedio Edad Total
(meses)
CASOS 264 215 226 24.0 490
CONTROL | 70 25.3 62 28.2 132
334 22.8 288 26.8 622

Tabla 4 Descripcion de la poblacién de estudio
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Estandar (copias/uL)
10 100 | 1000 | 10000 | 1000000 | 1000000 | 10000000 | 100000000
Valor
38.47 | 31.31 | 28.17 | 24.1 20.4 15.82 13.18 9.162
Minimo
25%
38.49 | 31.76 | 29.63 | 25.68 20.97 16.04 14.07 10.12
Percentil
Mediana 39.31 | 34.26 | 30.91 | 26.34 22.54 17.73 14.29 10.9
75%
39.88 | 35.2 | 32.08 | 27.03 23.13 18.58 14.66 11.22
Percentil
Valor
40.42 | 35.29 | 33.08 | 27.92 23.77 18.86 14.97 12.49
Méaximo
Promedio 39.21 | 33.7 | 30.84 | 26.24 22.23 17.45 14.28 10.83
Desviacion
2.625 | 1.697 | 1.666 | 1.121 1.156 1.207 0.5008 1.018
Estandar
Coeficiente
0.064 | 0.050 | 0.054 | 0.043 0.052 0.069 0.035 0.054
de Variaciéon

Tabla 5 Valores estadisticos descriptivos de cada uno de los puntos obtenidos
en la curva estdndar de las diferentes placas que se usaron para correr las 622
muestras
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CASOS CONTROLES
qPCR-POS 48 1 49
qPCR- NEG 442 131 573
490 132 622

Tabla 6 Resultados PCR en tiempo real segin definicion de Participacion

CASOS CONTROL
Positivos  Negativos Positivos Negativos
Leve 4 52 0 38 94
Moderado 21 157 1 31 210
Severo 23 231 0 0 254
Sin

sintomas 0 2 0 62 o4
48 442 1 131 622

Tabla 7 Resultados de PCR en tiempo real segiin definicion de participacion y
Severidad.
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Genotipificacién por PCR convencional tipo Multiplex

Negativos | SaV_GI | SaV_GIl | SaV_GIV | Sav_GV | Total

Negativos 578 1 0 0 0 579

Genotipificacion | SaV_Gl 2 15 0 0 0 17
por Analisis de SaVv_Gill 3 0 13 1 0 17
secuencias SaV_GIV 0 0 1 5 0 6
Sav_GV 0 1 0 0 2 3

Total 583 17 14 6 2 622

~ Kappa=0.876

SE of kappa = 0.039
95% confidence interval: From 0.799 to 0.953

Tabla 8 Cuadro de concordancia para la Genotipificacion por PCR y por Analisis

de Secuencias
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LISTA DE ABREVIATURAS

RINA oottt ettt ettt n et Acido Ribonucleico
DINA e Acido Desoxirribonucleico
CDNA Acido Dexosirribonucleico complementario
g ettt Ciclo de cuantificacion
(0| I TSR desoxinuclotidos trifosfato
ELISA .o Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima
INSN Lo Instituto Nacional de Salud del Nifio
MGB......ooiii Sondas para ligandos de union al surco menor
N s Neighboor Joining
N[0 Y ST PT R T PP Norovirus
1 SRRSO nucleétido
0] TSSOSO UT T PP PPPPRO pares de base
PCR e Reaccion en Cadena de la Polimerasa
OPCR s PCR cuantitativo en tiempo real
RARP oo RNA Polimerasa dependiente de RNA
R e Transcripcién Reversa
SAV et e e ra e Sapovirus
URO e Unidad de Rehidratacién Oral
VIC e Fluoroforo registrado de Applied Biosystems
WL e Particulas tipo virus
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ANexos

Anexo 1.- Sistema de puntaje y parametros del Indice de Severidad de Vesikari

Puntaje
Parametro 1 2 3
Diarrea
e Maximo numero de deposiciones
por dia 1a3 42a5 >6
e Duracion de diarrea 134 5 >6
Vémito
e Maximo nimero de vdmitos por
di 1 2a4 25
ia
e Duracién del vémito 1 2 >3
e Temperatura 37.1-38.4 38.5-38.9 239.0
e Deshidratacion N/A 1-5% >6%
e Tratamiento Rehidratacion | Hospitalizacion N/A

Anexo 2.- Categoria de Severidad segun puntaje en el sistema de puntaje

Categoria de Severidad

Leve Moderado

Severo

Puntaje Maximo

<7 7a10

20




Anexo A3 Gel de electroforesis del producto interno del PCR anidado de 400pb
aproximadamente

1A ATEERTs T
W -1000pb

-400pb

-100pb

Carril 1-5-6: muestra positiva , carril 2; muestra positiva , carril 3: control negativo,
carril 4: muestra negativa,



Anexo A4 Relacion de los valores de Cq con la carga viral de las muestras Sapovirus positivas mediante PCR
tiempo real

Cq vs Carga Viral
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Anexo A5 Tabla de Contingencia con la concordancia en la deteccion de Sapovirus
de la prueba de PCR en tiempo Real, y la Prueba de PCR convencional (n=622)

Tiempo real
POS NEG

PCR POS 43 7
Convencional | NEG 6 566

El indice Kappa obtenido es de 0.857- que indica una concordancia muy buena
entre pruebas

Anexo A6 Distribucién de los casos Sapovirus positivos segun valor de Cq

Distribucion de Positivos por RT-PCR

45 -

40 -

35-
351
30 A
251
20 A
154
10 A

Cq

Sapovirus Positivos

De las 49 muestras detectadas como positivas 39 tuvieron un valor de Cq<35



Anexo A7 Curvas de amplificacion de la Curva Estandar.

Grafica de Amplificacion
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En rojo el valor de 108 hasta llegar a la curva fucsia correspondiente a 101, 0.025 es umbral que se determind para
cada placa que se utilizé en el ensayo



