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Resumen

Introduccion: Una prolongada excrecién de Sapovirus y un alto nivel de carga viral
en heces puede ser un obstaculo para el control de la gastroenteritis infantil en
comunidad. El objetivo de este estudio fue estimar la duracion y caracterizar la
evolucion del nivel de la carga viral de los episodios de excrecion por Sapovirus en
heces de nifios menores de dos afios.

Métodos: Para la determinacion del periodo de excrecion, se detecto la presencia de
Sapovirus mediante transcripcion reversa seguido de PCR cuantitativo (RT-gPCR) de
la region de unidn de los genes que codifican la polimerasa y la proteina de la capside
VP1, en un subconjunto de muestras de heces semanales colectadas antes y después de
las infecciones por Sapovirus (n=440). Las infecciones por Sapovirus fueron reportadas
previamente por el estudio cohorte de nifios recién nacidos en la comunidad Pampas
de San Juan de Miraflores, Lima — Perd. Asimismo, se realizd la genotipificacion del
genogrupo de Sapovirus mediante la amplificacion y el secuenciamiento del gen que
codifica la proteina de la capside VP1 para confirmar que el episodio perteneciera al
mismo genotipo.

Resultados: La mediana de la duracion de los episodios de excrecion por Sapovirus
sin diarrea fue de 20.5 dias (n = 15; [RIQ], 7.5-25); mientras que los episodios de
excrecion por Sapovirus con diarrea tuvieron una mediana de 16.5 dias (n = 41; [RIQ],
12.5-22), sin diferencias significativas entre los grupos (p>0.05). La duracion de la
excrecion de Sapovirus no mostrd relacion con la edad del individuo, la presencia de

diarrea en el episodio, el genogrupo del virus, ni con la carga viral inicial (p>0.05).



Ademas, se observd una disminucion de la carga viral inicial de los episodios de
excrecion por Sapovirus en nifios infectados mayores a los 10 meses de edad, y una
evolucion de la carga viral en el curso de los episodios de excrecién con una tendencia

a reducirse con el tiempo.

Conclusién: EIl presente estudio encontrd un periodo de excrecién por Sapovirus en
heces de 18 dias en nifios menores de 2 afios de edad. Estos hallazgos son informacion
esencial para proponer mejores medidas de vigilancia y control de la gastroenteritis

infantil causada por Sapovirus en el Peru.

Palabras claves: Gastroenteritis infantil, Sapovirus, excrecion viral, duracion, carga

viral.



Abstract

Introduction: A prolonged excretion of Sapovirus and a high level of viral load in
stool can be an obstacle for the control of infantile gastroenteritis in the community.
The aim of this study was to estimate the duration and characterize the evolution of the
viral load level of episodes of Sapovirus excretion in feces of children under two years
of age.

Methods: For the determination of the excretion period, the presence of Sapovirus was
detected by reverse transcription followed by quantitative PCR (RT-qPCR) of the
binding region of the genes encoding the polymerase and the capsid protein VP1 in a
subset (n=440) of weekly stool samples collected before and after Sapovirus infections.
Sapovirus infections were previously reported from the study cohort of newborn
children in the Pampas community of San Juan de Miraflores, Lima - Peru. Likewise,
genotyping of the Sapovirus genogroup was performed by amplification and
sequencing of the gene encoding the capsid protein VP1 to confirm that the episode
belonged to the same genotype.

Results: The median duration of Sapovirus excretion episodes without diarrhea was
20.5 days (n = 15; [RIQ], 7.5-25); while Sapovirus excretion episodes with diarrhea
had a median of 16.5 days (n = 41; [RIQ], 12.5-22), with no significant differences
between groups (p>0.05). The duration of Sapovirus excretion showed no relationship
with the age of the individual, the presence of diarrhea in the episode, the genogroup
of the virus, nor with the initial viral load (p>0.05). In addition, a decrease in the initial

viral load of Sapovirus shedding episodes was observed in infected children older than



10 months of age, and an evolution of the viral load in the course of shedding episodes
with a tendency to reduce with time.

Conclusion: The present study found a period of excretion of Sapovirus in feces of 18
days in children under 2 years of age. These findings are essential information to
propose better surveillance and control measures for childhood gastroenteritis caused

by Sapovirus in Peru.

Key words: Infantile gastroenteritis, Sapovirus, viral shedding, duration, viral load.



Introduccion

La diarrea es la tercera causa de muerte entre los nifios menores de 5 afios
principalmente en los paises mas pobres del mundo. Mas de medio millon de
nifios murieron por diarrea segun el estudio sobre la Carga Mundial de
Enfermedades, Lesiones y Factores de Riesgo (GBD) en el 2017 (Reiner et al.,

2020).

La infeccion por Rotavirus era la causa principal de diarrea aguda en nifios
lactantes antes de la introduccion de la vacuna contra este virus. En el Per( la
vacuna contra Rotavirus se introdujo en el Programa Nacional de Inmunizacién
como vacunacion universal en el 2009, y su cobertura nacional al 85% fue
alcanzada en 2013 (Juliao et al., 2021). Después de la implementacion de la
vacuna de Rotavirus, otros agentes virales causantes de gastroenteritis aguda
(GEA), como Norovirus, Sapovirus y otros virus diarreicos emergieron,
contribuyendo a la persistencia de la enfermedad entre los nifios (Bucardo et

al., 2014).

Los estudios realizados sobre Sapovirus en Latinoamérica son limitados.
En el Perq, un estudio realizado en una comunidad periurbana, demostré que la
tasa de deteccidn de Sapovirus en nifios con gastroenteritis agua fue de 12.4%.

(Liuetal., 2016). En la actualidad, se sigue describiendo los principales agentes



etiologicos de diarrea, incluyendo Sapovirus en comunidad, para establecer
prioridades de intervencion y tratamiento. Asi como, fomentar la investigacion

en vacunas especificas para los causantes de diarreas en nifios.

Sapovirus pertenece a la familia Caliciviridae, es un virus redondo,
pequefio y sin envoltura, con un genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo de entre 7,1 y 7,5 kb que contiene dos marcos de lectura abiertos
(ORF). ElI ORF1 codifica una poliproteina que contiene las proteinas no
estructurales: NS1, NS2, NS3 (NTPasa), NS4, NS5 (VPg), NS6 (proteasa), NS7
(ARN polimerasa dependiente ARN polimerasa) y la proteina de la capside
(VP1), mientras que el ORF2 codifica proteinas con funciones desconocidas

(Oka et al., 2015).

Las cepas de Sapovirus se dividen en cinco genogrupos, GI-GV, basados
en las secuencias del gen VP1, de los cuales GI, Gll, GIV y GV infectan
humanos, mientras que las cepas del genogrupo GllI infectan a cerdos (Oka et
al., 2015). Las cepas Gl y Gl se clasifican ademas en siete genotipos cada una
(GI1.1-GL.7 y GII.1-GI1.7), mientras que las cepas GV incluyen dos genotipos
(GV.1y GV.2), y las cepas GIV tienen un Gnico genotipo (GIV.1). También,
se han notificado recombinantes de Sapovirus inter e intragenogrupo (inter e
intragenotipo) (Lasure and Gopalkrishna, 2017). Las cepas de Sapovirus que

infectan a humanos no son cultivables. Su deteccién morfoldgica se realiza



mediante la microscopia electronica y su diagnostico definitivo mediante la
deteccion de antigenos o la identificacion del genoma de Sapovirus mediante

RT-qPCR (Takagi et al., 2020).

Sapovirus se trasmite por via fecal-oral, directamente por contacto de
persona a persona o indirectamente a través de aerosoles, alimentos, agua o
ambientes contaminados. Su tratamiento consiste en hidratacion. No se dispone
de quimioterapia antiviral especifica ni de una vacuna (Cunliffe, Glass and
Nakagomi, 2014). No esté claro el momento en el que un nifio infectado deja
de representar un riesgo significativo de contagio. Ademas, se ha informado
que la diseminacion de Sapovirus en las heces puede continuar después de la
desaparicion de los sintomas (de 1 a 4 semanas después del inicio de la
enfermedad) (Oka et al., 2015). Un estudio previo en Per0 tipo caso-control
anidado a una cohorte de recién nacidos reportd que en promedio la duracién
de los sintomas se encuentra entre los 3-5 dias (Liu et al., 2016). No obstante,
la duracion de los sintomas de Sapovirus puede subestimar el tiempo de la
excrecion viral en heces, medida valiosa para prevenir la transmisién, ya que
en comunidad podemos encontrar nifios que podrian ser reservorio infeccioso
asintomatico. Por lo que es importante conocer el tiempo que un nifio infectado
excreta Sapovirus en heces y la carga viral en el curso del episodio de excrecion

en comunidad, pues ya se sabe que nifios y personas inmuno-suprimidas



hospitalizadas eliminan el virus durante periodos prolongados, incluso después

de haber superado los sintomas (Pietsch and Liebert, 2019).

En este estudio, mediante monitoreo molecular por transcripcion reversa
seguido de PCR cuantitativo (RT-gPCR) de Sapovirus en heces, se estimo la
duracion y caracterizo la evolucion del nivel de la carga viral en el curso de los
episodios de excrecidn de Sapovirus, y se exploro su relacion con la edad del
individuo, presencia o ausencia de diarrea y genogrupo de Sapovirus, en nifios
menores de 2 afios con infeccién por Sapovirus del distrito de San juan de

Miraflores de Lima — Peru.

Il Planteamiento del problema y justificacion de la investigacion

Planteamiento del problema

Las enfermedades diarreicas que con frecuencia son causadas por virus
diarreicos representan un serio problema para la salud pablica en todo el mundo.
Estas enfermedades se caracterizan por afectar en su mayoria a poblaciones
vulnerables como personas desnutridas, inmuno-suprimidas, ancianos y nifios,

incluso pueden llegar a causar la muerte (Stuempfig and Seroy, 2021).

Segun el estudio sobre la Carga Mundial de Enfermedades, Lesiones y
Factores de Riesgo (GBD) en el 2017, la gastroenteritis por infecciones viricas

fue responsable de mas de 500 000 muertes de nifios en todo el mundo, sobre



todo en paises con recursos limitados (Reiner et al., 2020). Convirtiéndose en la
tercera causa de muerte en este grupo de edad. Otras consecuencias que
acompainian a las enfermedades diarreicas en los nifios son el retraso del
crecimiento, la desnutricion y el deterioro del desarrollo cognitivo (Stuempfig

and Seroy, 2021).

Después de la implementacion de la vacuna contra Rotavirus por los
programas de salud, Norovirus y Sapovirus emergieron como la causa principal

de diarrea aguda en nifios menores de 5 afios de edad (Ballard et al., 2022).

En este contexto, especificamente para Per(, sera muy dificil avanzar en el
control de la diarrea infantil, si se sigue pasando por alto la contribucién de las
infecciones por Sapovirus a la carga de la enfermedad. AuUn existen pocos
estudios epidemioldgicos que describen la magnitud de las infecciones por
Sapovirus detectadas por métodos moleculares como RT-gPCR, y alin menos que
examinen el tiempo que un nifio infectado podria seguir transmitiendo el virus a
través de sus deposiciones o que exploren la evolucidon del nivel de la carga viral,
y la influencia de la edad del individuo, presencia de diarrea y genogrupo del
virus sobre estas medidas. Conocer esta informacion permitird elaborar
estrategias de prevencion para reducir la transmision y la carga por diarrea

infantil.



Justificacion de la investigacion

Sapovirus ha sido identificado como principal causante, después de
Norovirus, de la gastroenteritis en nifios en paises donde se ha introducido las
vacunas contra Rotavirus. La transmision de Sapovirus ocurre por varias vias,
como por la ingesta oral de alimentos o agua contaminados, el contacto de
persona a persona por la via fecal-oral y la inhalacion de aerosoles que se general
durante los vémitos (Oka et al., 2015). Se ha sugerido que, de forma similar a
Norovirus, Sapovirus podria resistir a distintas condiciones ambientales y que
podria causar infeccidn activa con cantidades bajas de particulas virales. Por lo
que, es necesario conocer las caracteristicas de la excrecion de Sapovirus en
heces de nifios peruanos para el desarrollo de estrategias de prevencion de la

transmision.

Si bien hay estudios que han reportado periodos prolongados de excrecion
de Sapovirus en heces (15 y 28 dias después del inicio de la enfermedad) (Oka et
al., 2015), se desconoce la duracion de los episodios de excrecidn por Sapovirus
en una comunidad peruana, y si caracteristicas como la carga viral, edad del
individuo, presencia de diarrea y genogrupo de Sapovirus estan relacionados con

un mayor tiempo de excrecién del virus en heces.

Este estudio proporciona la estimacion de la duracién y caracteriza la

evolucion del nivel de la carga viral en el curso de los episodios de excrecion por



Sapovirus en heces, y su relacion con la edad del individuo, presencia de diarrea
y genogrupo de Sapovirus, en nifios menores de 2 afios con infeccién por
Sapovirus del distrito de San juan de Miraflores de Lima — PerQ. Se espera que
esta informacién contribuya a prevenir la transmision de Sapovirus en

comunidades periurbanas del Perd.



111 Marco Teoérico

3.1 Gastroenteritis aguda (GEA)
La gastroenteritis aguda (GEA) es una inflamacién del aparato
gastrointestinal debido a una infeccion o a una intoxicacion por alimentos. Se
caracteriza por la presencia de diarrea y vomitos. En el 2019, representd el 9%

del total de muertes en nifios menores de cinco afios (Perin et al., 2021).

La GEA en humanos es causada por patdgenos virales y bacterianos. Sin
embargo, en el mundo los virus intestinales son la principal causa de los casos
agudos de diarrea en comunidad. Entre los virus entéricos importantes para la
gastroenteritis en humanos estdn: Rotavirus, Caliciviridae (Norovirus y
Sapovirus), Adenovirus entéricos y Astrovirus. Siendo Norovirus uno de los
principales objetivos de vigilancia por GEA, y Sapovirus recientemente
reconocido como un importante agente causante de la GEA en nifios menores de
5 afios, tras la incorporacion de las vacunas contra Rotavirus en los programas

nacionales de inmunizacion de todo el mundo (Chiejina and Samant, 2021).

3.2 Patologia y diagnostico
Las infecciones por Sapovirus estan asociados a sintomas menos graves en
comparacion a Norovirus y Rotavirus. Los principales sintomas clinicos son la

diarrea y los vémitos; sin embargo, también se notifica con frecuencia sintomas



como: nauseas, dolor abdominal, escalofrios, dolor de cabeza y malestar general.
La fiebre es un sintoma clinico poco frecuente. Los sintomas de la gastroenteritis
suelen ceder espontdneamente al cabo de un par de dias. No obstante, estudios
recientes han informado que las infecciones por Sapovirus pueden provocar
hospitalizaciones y deshidratacion grave. El deterioro cognitivo en nifios también
se ha asociado a las infecciones por Sapovirus en paises de ingresos bajos y

medios (Chiejina and Samant, 2021).

El diagnostico de Sapovirus en la ultima década ha evolucionado hacia
métodos moleculares mas sensibles que han aumentado la tasa de deteccion en
comparacion a la deteccion por microscopia electronica 0 a los ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA). La técnica de transcripcion reversa seguida de la
prueba de PCR cuantitativo (RT-gPCR) se ha convertido en el método de rutina
para la deteccion de Sapovirus en muestras clinicas (heces), debido a su
especificidad y sensibilidad. Entre los genes blancos usados para la deteccion de
Sapovirus estan: la region parcial de RdRp (Berke et al., 1997; Noel et al., 1997;
Jiang et al., 1999; Honma et al., 2000; Farkas et al., 2004; Rachakonda et al.,
2008), la union RdRp-VP1 (Chan et al., 2006; Oka et al., 2006; Jiang et al.,
2014), la region parcial de VP1(Okada et al., 2002; Yan et al., 2003; Monica et
al., 2007; Liu et al., 2012) o los motivos conservados de la region RdRp (por
ejemplo, p290 y p289). Sin embargo, es la prueba diagndstica dirigida a la region

de union RARp-VP1 la que tiene la mayor tasa de deteccion y pueden utilizarse



como primera opcion para la identificacion de Sapovirus a partir de muestras
clinicas (Harada et al., 2009; Iwakiri et al., 2009). Por otro lado, la PCR dirigida
ala VVP1 permite obtener una genotipificacion fiable a partir del secuenciamiento

del producto de amplificacion.
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3.3 Desafios para la eliminacion de Sapovirus

Hasta la fecha, no se dispone de vacunas ni de medicamentos antivirales
para el control y la prevencion de las infecciones por Sapovirus en humanos. Los
mecanismos de unién y entrada del virus en las celulas diana, asi como la
replicacion y traduccion del ARN viral no estan definidos, debido a la falta de un
sistema de cultivo celular. La carencia de un cultivo celular para Sapovirus
obstaculiza el estudio de su infectividad e inmunidad protectora, ya que no hay
produccién de antigenos para medir la inmunidad humoral. No obstante, la
expresion de la proteina de la capside VP1 recombinante (rVP1) en células de
insectos da lugar al autoensamblaje de particulas similares a virus (VLP) que son
antigénicamente similares a los virus nativos (Hansman et al., 2007). Estos
estudios podrian conducir a implementar medidas de control més especificas para

la prevencion de la gastroenteritis por Sapovirus en el futuro (Oka et al., 2015).

El conocimiento que se tiene de Sapovirus que infecta a humanos es en
gran medida al uso de la cepa de Sapovirus porcino que pueden propagarse con
éxito in vitro e in vivo, asi como estudios en individuos voluntarios sanos y casos

clinicos.
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IV Pregunta de Investigacion y objetivos

La duracion y la evoluciéon del nivel de carga viral en el curso de los episodios de
excrecion de Sapovirus en heces han sido poco estudiados, y menos adn si estos
se modifican segun la edad del individuo, la presencia de diarrea, genogrupo de
Sapovirus y carga viral.

Con un disefio de cohorte retrospectivo de nifios menores de dos afios de edad
infectados por Sapovirus se responde la siguiente pregunta de investigacion: ¢La
duracion y la evolucion del nivel de la carga viral en el curso del episodio de
excrecion durante una infeccion por Sapovirus se ve influenciado por la edad del

nifio infectado, la presencia de diarrea y/o el genogrupo del virus?

Obijetivos

Objetivo general:

- Determinar la duracién y caracterizar la evolucion del nivel de la carga viral
en el curso de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces de nifios
menores de 2 afios con infeccion por Sapovirus del distrito de San juan de

Miraflores de Lima — Peru.

12



Objetivos especificos:

- Estimar el tiempo de duracion de los episodios de excreciéon viral de Sapovirus
en heces provenientes de nifios con y sin diarrea.

- Cuantificar la carga viral en el curso de los episodios de excrecion de Sapovirus
en heces.

- Determinar si la duracion de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces
se relacionan con la edad del individuo, presencia de diarrea, genogrupo de
Sapoviros y el nivel de carga viral inicial de los episodios.

- Determinar si el nivel de la carga viral en el curso de los episodios de excrecion
de Sapovirus en heces se relaciona con la edad del individuo, presencia de

diarrea y genogrupo de Sapovirus
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V Materiales y métodos

5.1 Disefio de estudio
El presente estudio es de tipo retrospectivo que estimé la duracion de
los episodios de excrecion por Sapovirus y caracterizé la evolucion del nivel
la carga viral en heces desde el inicio del episodio de excrecion de Sapovirus

hasta volverse indetectable por RT-qPCR.

5.2 Disefio experimental
El presente estudio parte de un estudio matriz tipo cohorte realizado
en recién nacidos. El proyecto matriz se tituld “Deteccion de agentes
etiologicos en casos de gastroenteritis aguda en nifios menores de 5 afios en la
comunidad de Pampas de San Juan de Miraflores” (codigo SIDISI: 50347) a
cargo del Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Infecciosas de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

El proyecto matriz se ejecutd con la finalidad de estimar la prevalencia
de infeccion por Sapovirus por RT-qPCR vy la incidencia de la diarrea en la
comunidad peruana de Pampas de San Juan de Miraflores. Previamente,
realizd un censo completo de la comunidad y seleccion6 aleatoriamente 100
individuos entre mujeres embarazadas y recién nacidos menores de 3 meses.
La cohorte inicié en junio del 2007 hasta abril del 2011. El personal de campo

realizé visitas transversales consecutivas cada semana para colectar muestras

14



de heces, independientemente de los sintomas. También, colectaron muestras
de heces durante cada deposicion diarreica. La deteccion se realizé mediante
transcripcion reversa seguido de PCR cuantitativa (RT-qPCR) de la region de
union de los genes que codifican la polimerasa y la proteina de la capside VP1
de todas las muestras de heces diarreicas (n=877) y no diarreicas colectadas
trimestralmente (n=792) provenientes de 100 nifios de hasta 2 afios de edad.
Las muestras positivas a Sapovirus fueron genotipificadas por PCR anidado y
secuenciamiento del gen VP1. Todas las muestras fueron colectadas antes de
la incorporacion de la vacuna contra Rotavirus “Rotarix” al calendario

nacional de vacunacién del Per(.

En el presente estudio, para identificar los episodios de excrecion de
Sapovirus se uso de referencia las infecciones positivas por Sapovirus con
genotipificacion detectadas por el estudio matriz. Luego, empleando el mismo
protocolo del estudio matriz, se uso la transcripcion reversa seguida de la PCR
cuantitativa (RT-qPCR) para la deteccién de Sapovirus en las muestras de
heces semanales adicionales (n = 440) colectadas antes y después de la
infeccion de referencia. El episodio de excrecién por Sapovirus se definio
COMo un conjunto de muestras positivas consecutivas semanales alrededor de
la muestra de infeccidn de referencia hasta hallar dos muestras consecutivas
negativas antes del inicio y después del final del episodio. Asimismo, se

realizo la genotipificacion de la cepa de Sapovirus en las muestras de heces
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que conformaron el episodio mediante la amplificacion y el secuenciamiento
de la region del gen de la cépside VP1, de esta manera se confirmé la
pertenencia del episodio a una misma infeccion por el mismo genotipo, (figura
1).

En la figura 2, se muestra el esquema de los experimentos realizados

por el estudio matriz y el presente estudio.
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Figura 1. Disefio del estudio matriz y el presente estudio.

Ciento diecisiete infecciones positivas a Sapovirus con genotipificacion (Infecciones de referencia) fueron consideradas para
armar los episodios de excrecion en el presente estudio. Se hallaron 60 episodios de excrecion por Sapovirus con confirmacion
del mismo genotipo.
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Figura 2. Flujograma del disefio experimental del estudio matriz y el presente
estudio.
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5.3 Areas de estudio

El estudio matriz se llevd a cabo en Las Pampas de San Juan de
Miraflores, poblacion de aproximadamente 50 000 habitantes al sur de la
provincia Lima, Perd. Esta comunidad es un asentamiento humano con
problemas de impacto sanitario debido a las condiciones de pobreza, mal
estado de las viviendas (pisos de tierra) y saneamiento, asi como la falta de
agua y desagle, menor acceso a eliminacion de excretas y la mala practica de
higiene. La presencia de nifios con diarrea es elevada en esta poblacién. El
diagnostico y tratamiento en el area siguen los procedimientos y pautas segun
las guias del Ministerio de Salud, hidratacion; no se administra antibidticos

(figura 3).

B Departamento Lima
Provincia Lima
B Distrito San Juan de Miraflores

Comunidad Pampas de San Juan

%

PAMPAS DE
ana SANJUAN

Figura 3. Ubicacion espacial de la comunidad de Pampas de San Juan
(circulo rosado) en el distrito de San Juan de Miraflores, Departamento de
Lima, Peru.
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5.4 Muestras
El estudio matriz seleccioné aleatoriamente 100 nifios recién nacidos,
los cuales fueron muestreados semanalmente. Se recogieron 9860 muestras de
heces durante el seguimiento de los nifios enrolados en Pampas de San Juan
de Miraflores, incluidas todas las muestras de heces de episodios diarreicos.
Las muestras fueron trasladadas a la Universidad Peruana Cayetano Heredia

en un plazo de 12 horas para su almacenamiento a -80°C.

El estudio matriz analiz6 por transcripcion reversa y luego por gPCR
(RT-gPCR), 1669 muestras de heces (877 muestras de heces diarreica y 792
heces no diarreicas trimestrales por dos afios), el resto de muestras de heces
fueron conservadas para andlisis posteriores. El analisis por RT-qPCR report6
223 muestras positivas a Sapovirus, solo 117 infecciones obtuvieron

genotipificacién correspondientes a 64 nifios.

El presente estudio para hallar los episodios de excrecion por
Sapovirus se basd en 117 infecciones genotipificadas de referencia

encontradas en 64/100 nifios del estudio cohorte.
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Se excluyeron 48 infecciones de referencia correspondientes a 17/64
nifios por no contar con muestras semanales antes y después con menos de 7

dias de diferencia y sin genotipificacion exitosa.

Solo 69 infecciones de referencia permitieron detectar 60 episodios de
infeccion por Sapovirus en 47/64 nifios, de los cuales 11/47 nifios mostraron
maés de un episodio de excrecidn de Sapovirus sucesivos. En los 60 episodios
detectados se confirmé que el episodio pertenecia a un mismo genotipo,

(figura 4).

Estudio Matriz 100 nifios recién nacidos seleccionados

aleatoriamente seguidos por 2 afios
Colecta de muestra de heces semanal
n= 9860 muestras de heces No analizadas por la cohorte

Andlisis trimestral por RT- gPCR i n= 8191 muestras de

) . ey | NECES SEManNales
Todas las heces diarreicas: 877

Heces no diarreicas trimestrales: 792
n= 1446 muestras |
negativas a Sapovirus 1

223 muestras positivas a Sapovirus

106 sin genctipificacion l

117 muestras genotipificadas

Presente estudio Analizadas por RT- qPCR }
117 Infecciones de referencia para n= 440 muestras de heces
construir episodios de excrecion Pul— semanales adicionales
48 Infecciones de colectadas antes y después
referencia sin episodio de la infeccién de referencia
ni genotipo definido :

69 Infecciones de referencia

Conforman

60 episodios de infeccion
con confirmacion del mismo genotipo

Figura 4. Flujograma de la distribucion de individuos del estudio matriz y
el presente estudio.
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5.5 Definiciones

El proyecto matriz definié como episodio de diarrea a la presencia de
tres a mas (> 3) deposiciones liquidas o semiliquidas en un nifio, en un periodo
de 24 horas, las mismas que fueron reportadas por el cuidador o la madre.

En el presente estudio se definid a un episodio de excrecion por
Sapovirus en heces como diarreico cuando al menos una muestra positiva a
Sapovirus del episodio correspondia a una deposicién diarreica en los siguientes
7 dias iniciado el episodio. Mientras que, un episodio de infeccién por
Sapovirus no diarreico se caracterizo cuando todas las muestras positivas que
conformaron el episodio correspondian a deposiciones no diarreicas. Los
episodios de infeccién por Sapovirus indefinidos se produjeron cuando al
menos una muestra positiva por Sapovirus dentro del episodio correspondia a
una deposicion diarreica después de los 14 dias iniciado el episodio. Se
encontraron 60 episodios de infeccidn por Sapovirus, de los cuales: 41 fueron
episodios diarreicos, 15 fueron episodios no diarreicos y 4 fueron episodios no

definidos.

5.6 Deteccidn de Sapovirus por RT-gPCR en dos pasos

5.6.1 Extraccion de ARN usando QlAamp Viral RNA mini Kit
El ARN se purifico a partir de muestras de heces almacenadas a

-80°C siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las muestras de
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heces se descongelaron a 4°C. A partir de estas muestras, se prepard
una suspension de heces al 10% empleando tampon fosfato salino
(PBS, Life Technologies, Estados Unidos)(Apaza et al., 2012). La
suspension se centrifugd durante 10 minutos a 20 000 g. Se tomo una
alicuota de 140 pl del sobrenadante sin alterar el sedimento. Se
afiadié 600 pl de Buffer AVL con carrier ARN (proporcionado por
el kit) y la mezcla se incub6 durante 10 minutos para permitir una
mayor homogenizacion. Se afiadié 560 ul de etanol absoluto al lisado
de células y se centrifug6 a 14000 rpm durante 1 minuto. Se transfirio
630 ul del lisado a la columna de purificacion, insertada en un tubo
colector. Se centrifugd la columna por 1 minuto a 6 000 g. Se descart6
el liquido filtrado y se colocd la columna en un nuevo tubo colector.
Se afiadié 500 pl de buffer AW1 (proporcionado por el kit) a la
columna de purificacién. Se centrifugd por 1 minuto a 6 000 g. Se
descartd el filtrado y se reuso el tubo colector. Luego, se afiadio 500
ul de buffer AW?2 (incluido en el kit). Se centrifug6 por 3 minutos a
20 000 g. Se descarto el filtrado y se colocé la columna en un nuevo
tubo libre de ARNasas de 1,5 ml. Se afiadio 70 pl de buffer AVE al
centro de la membrana de la columna. Se centrifug6 por 3 minutos a
8 000 rpm para eluir el ARN. EI ARN se conservo a -80°C hasta la

sintesis del cADN, por un plazo no mayor a una semana.
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5.6.2 Sintesis de cCADN usando el kit SuperScript® Il Reverse

Transcriptase

La sintesis de cCADN se realiz6 empleando el kit SuperScript®
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Estado Unidos) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se mezclé 7 pl de ARN con 1 ul de
hexameros aleatorios (250 pug), 1 ul de dNTPs (10 uM) y 1 pl de agua
libre de nucleasas. Esta mezcla se incubd a 65°C durante 5 minutos,
y se transfirié inmediatamente a un recipiente con hielo durante al
menos 1 minuto. Luego, los 10 ul de la mezcla anterior fueron
afiadidos a un tubo con 4 pl de 5X First-Strand Buffer, 4 pul MgCl;
(50mM), 1 ul DTT (0.1M), 1 pl RNAse Out (40 U/ul), 1 pl
SuperStrand 111 RT (20u/ul). El tubo con la mezcla final se incub6
bajo las siguientes condiciones de ciclado: 25°C por 10 minutos,
50°C por 50 minutos y 85°C por 5 minutos, luego en hielo por 1
minuto. Finalmente, se afiadio 1 pl de RNase H a la mezcla, se incubo
a 37°C por 20 min. La muestra de cADN se almaceno a -20°C hasta
su uso en las distintas pruebas de PCR.

Para la reaccion control de la transcripcion reversa (RT) se
reemplazo en la mezcla final 1 pl SuperStrand 111 RT (20u/ul) por 1
ul de agua libre de nucleasas. La condicion de ciclado de la reaccion

fue la misma descrita antes.
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5.6.3 PCR en tiempo real empleando sondas TagMan para la
deteccion de Sapovirus

Para la deteccion de Sapovirus por gPCR se uso el instrumento
LightCycler 480 (Roche, Alemania) y el protocolo de TagMan Fast
Advanced Master Mix (Life Technologies, Foster City, California).
El gPCR tuvo como blanco de amplificacion la region de union de la
polimerasa y la proteina de la capside VP1 de Sapovirus. La
amplificacion se realizo utilizando cebadores y sondas previamente

descritos (Oka et al., 2006).

Con el fin de determinar el limite de deteccion se prepar6é una
curva estandar que cubri6 el rango de 10 copias a 1 millén de copias
por reaccion del plasmido Gl1.4 proporcionada por el Departamento
de Virologia de la Universidad de Tohoku (Sendai, Jap6n). El limite
de deteccién fue de 10 copias que corresponden a un ciclo de
cuantificacién (Cq) de 38. Una muestra con un valor de Cq <38 y una
curva de amplificacion sigmoidal en la RT-gPCR se consider6 como
positiva. Las muestras con valores de Cq >38 y <40 se consideraron
positivas si la PCR convencional para el genotipificado era positiva

y se identificaba su genotipo.

La reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de

10 pl con 1 pl de cADN, 2 ul agua libre de nucleasas, 5 uL de 2X de
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TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Estados
Unidos), 10 pmol de cada cebador (Sapovirus124F, SapoviruslF,
SapovirusbF 'y Sapovirusl245R) y 10 pmol de cada sonda

(Sapovirus124TP y Sapovirus5TP) (Oka et al., 2006), Anexo 1y 2.

Los controles en la placa de PCR fueron: una muestra positiva a
Sapovirus (control positivo), controles sin RT para detectar la
presencia de contaminacion por ARN, muestra positiva a Norovirus
(control negativo) y diluciones de la curva estandar. Para el blanco

se uso agua libre de nucleasas.

Las condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 15
minutos, 45 ciclos, cada uno de los cuales consistio en 95 °C durante
30 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 60 °C durante 30
segundos, y finalmente 60 °C durante 2 minutos. Los resultados

fueron analizados empleando el programa del equipo.

5.6.4 Secuenciamiento y andlisis de secuencias
Se utilizo la region parcial de la capside VP1 de Sapovirus para
la genotipificacion. Todas las muestras positivas de Sapovirus por
RT-gPCR se amplificaron mediante una PCR anidado dirigida a la
region parcial del gen VP1. La primera reaccién de PCR se realiz
con los cebadores externos SV F13/F14 y SV R13/R14, mientras que

la segunda reaccion de PCR se realiz6 con los cebadores internos SV
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F22 y SV R2(Okada et al., 2006), Anexo 1y 2. Las condiciones de
amplificacion para la primera y segunda rondas de PCR anidado
fueron 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos, cada uno de los cuales
consistio en 94°C durante 30 segundos, 52°C durante 40 segundos y

72°C durante 1 minuto y luego 1 ciclo de 72°C durante 10 minutos.

Los productos de amplificacion finales del PCR anidado se
enviaron para su secuenciamiento a Macrogen USA (Rockville,
Maryland). La secuenciacion se realiz6 con los cebadores F22/R2.
Los datos de secuenciacion se alinearon y recortaron utilizando el
software bioinformatico Geneious. Los genogrupos y genotipos se

asignaron utilizando BLAST Yy las secuencias consenso.
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5.7 Plan de analisis
Los resultados obtenidos por RT-qPCR de dos pasos para la deteccion
de Sapovirus en las muestras de heces adicionales fueron analizados en el
software LightCycler480 v1.5 (Roche, Alemania). Luego, los datos fueron
ingresados en una base datos construida en Excel 2016 (Microsoft) y se

procesaron en el software Prism (Graphpad San Diego, CA).

La duracién de los episodios de excrecién de Sapovirus se estimé
como la diferencia del tiempo en dias entre: i) la mediana de las dos fechas al
final del episodio, correspondientes al ultimo positivo del episodio y el
negativo siguiente y ii) la mediana de las dos fechas al inicio del episodio,
correspondientes al negativo anterior al inicio del episodio y el primer positivo

del episodio, de acuerdo a la formula de Saito, et al. 2014 (figura 5).

Referencia

Primer ‘ Ultimo
-1 positivo positivo +1

L

Inicio del episodio Final del episodio

Duracién (dias) = Mediana(dos fechas del final) - Mediana(dos fechas del inicio)

Figura 5. Férmula para el calculo de la duracion de los episodios de
excrecion en dias.

Se utilizo la prueba estadistica no paramétrica U Mann-Whitney para

comparar la mediana de la duracion en dias de los episodios segun: los
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5.8

genogrupos de Sapovirus que infectan humanos (Gl, GllI, GIV y GV), la edad
en meses (0-5, 6-11, 12-17, 18-24), la presencia 0 ausencia de diarrea y la
carga viral, estimacion semicuantitativa de la cantidad de Sapovirus (Valor de
Cq). En todos los analisis las diferencias con valores p<0.05 se considero

estadisticamente significativo.

Para caracterizar la evolucion del nivel de la carga viral en el curso de
los episodios de excrecion de Sapovirus desde el inicio del episodio hasta
volverse indetectables por RT-qPCR se grafico las trayectorias de la carga
viral (Valor de Cq) por episodio segun: los genogrupos de Sapovirus (Gl, Gll,
GIV y GV) y la presencia o ausencia de diarrea en el episodio. Finalmente, el
coeficiente de correlacion de rangos de Spearman se calcul6 para la asociacion
de conjuntos de datos continuos no paramétricos entre las variables carga viral
inicial del episodio de excrecion (Cq) y la duracion del episodio, y también en
carga viral inicial del episodio de excrecion (Cq) y la edad en meses de los

nifios infectados.

Consideraciones éticas

El presente estudio obtuvo aprobacion del Comité Institucional de
Etica para Humanos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (codigo
SIDISI: 66552) para acceder a las muestras de heces y base de datos del

estudio matriz (codigo SIDISI: 50347). Todos los nifios reclutados en el
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estudio matriz contaron con un consentimiento informado otorgado por la

madre.
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Resultados

El presente estudio determind la duracion y caracterizo la evolucion del nivel
de carga viral en el curso de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces
relacionadas a caracteristicas como edad del individuo, presencia de diarrea,
genogrupo del virus y carga viral en nifios menores de 2 afios con infeccion por
Sapovirus pertenecientes a la comunidad Pampas de San Juan de Miraflores,
Lima- Perd, mediante el monitoreo molecular por RT-qPCR de dos pasos, del
gen de union de la polimerasa y la capside VP1 de Sapovirus, y genotipificacion

de la capside VP1 por PCR anidado y secuenciamiento.

6.1 Descripcidn de los episodios de excrecidn de Sapovirus detectados en la

comunidad peruana Pampa de San Juan de Miraflores
El presente estudio identificd 60 episodios de excrecidn de Sapovirus
en heces de 47 nifios infectados (69 infecciones de referencia conformaron
episodios). Once nifios mostraron mas de un episodio de excrecion de Sapovirus
sucesivos, de los cuales: 9 nifios infectados presentaron hasta dos episodios
sucesivos y 2 nifios infectados hasta tres episodios sucesivos, Tabla 1. Solo 4
nifios infectados desarrollaron episodios de excrecion sucesivos por el mismo

genogrupo, pero distintos para el genotipo.

La categorizacién por edades (en meses) mostrd que mas de la mitad
(70%) de los episodios de excrecidn de Sapovirus en heces se presentaron en el

segundo afio de vida de los nifios. La presencia de diarrea en los episodios de
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excrecion (73.2%) superd a los episodios de excrecion con ausencia de diarrea.
Entre los episodios, los genogrupos mas frecuentes fueron Gl (46.7%) y GllI
(33.3%) mientras que GIV y GV fueron poco frecuentes y predominan en nifios
mayores a 10 meses de edad. EI 60 % de los episodios se presentd una sola vez
durante el seguimiento en 24 meses, Tabla 1. En 60 episodios de excrecion
viral de Sapovirus, no hubo presencia de co-infeccion con Rotavirus. Sin
embargo, 5 episodios de excrecion de Sapovirus mostraron co-infeccion con
Norovirus, de los cuales 4 episodios desarrollaron diarrea (Data de proyectos

relacionados).
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Tabla 1. Caracteristicas de los episodios de excrecion viral de los nifios con infeccién
por Sapovirus (n=60)

Caracteristicas de los episodios de excrecion del virus de los nifios
con infeccion por Sapovirus
n %
Total 60 100.0
Edad (meses)
0-5 5 8.3
6-11 13 21.7
12-17 26 43.3
18-24 16 26.7
Presencia de diarrea en el episodio
No 15 26.8
Si 41 73.2
Indefinido 4
Genogrupo
GI 28 46.7
GII 20 333
GV 7 11.7
GV 5 8.3
Episodios sucesivos de excrecién en 24 meses
1 36 (36) 60.0
2 18(9) 30.0
3 6(2) 10.0

() NUmero de nifos infectados por Sapovirus
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6.2 Duracion de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces

La mediana de la duracion de los episodios de excrecion de Sapovirus
en los nifios fue de 18 dias (n = 60; rango intercuartilico [RIQ], 12.3-24.5;

méaximo = 63).

6.2.1 Segun edad en meses del individuo

Con el fin de determinar si existe alguna diferencia en la
duracion de los episodios de excrecion por Sapovirus segun edad en
meses de los nifios infectados por Sapovirus, se comparé la duracion de
los 60 episodios de excrecion entre los rangos de edad (0-5, 6-11, 12-17

y 18-24 meses) (figura 6).

La mediana de la duracion de los episodios de excrecion por
Sapovirus en los nifios con rango de edad de 0-5 meses fue de 12 dias
(n = 5; rango intercuartilico [RIQ], 6.5-20; m&ximo =29); mientras que
la mediana de la duracién en los rangos de edad: 6-11 meses (n = 13;
rango intercuartilico [RIQ], 12.5-23.5; maximo = 40.5), 12-17 meses (n
=28; rango intercuartilico [RIQ], 13.5-22; maximo = 63) y 18-24 meses
(n =16; rango intercuartilico [R1Q], 7.7-25.3; maximo = 43.5) fue de 18
dias, més alta a la duracion de los episodios de excrecion de los nifios

con edad 0-5 meses. Sin embargo, no se encontrd una diferencia
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significativa de la duracion de los episodios de excrecion de Sapovirus

entre los rangos de edades de los nifios infectados (p=0.56).

18-24= H | (n=16)
§ 12-17= — ]  (N=26)
S
3 6-11- — | (n=13)
o
0-5= K —] (n=5)
1 || || 1 1 || || || || 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Duracion de los episodios de excrecion (dias)

Figura 6. Comparacion de la duracidn de los episodios de excrecion de
Sapovirus segun rango de edad en meses de los nifios infectados.

Los nifios infectados con Sapovirus en el rango de edad de 0-5 meses
mostraron menor duracién de excrecion de Sapovirus que en los rangos de
edades 6-11, 12-17 y 18-24 meses, sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Los episodios de excrecion de Sapovirus se
detectaron mediante RT-gPCR en dos pasos. Los recuadros representan el
percentil 25, la mediana y el percentil 75, y los bigotes muestran la duracion
minima y méaxima de la excrecion en dias.
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6.2.2 Segun presencia de diarrea en el episodio

Con el fin de determinar si existe alguna diferencia en la
duracion de los episodios de excrecion de Sapovirus influenciado por la
presencia de diarrea en los episodios, se comparé la duracion de 56
episodios de excrecion entre presencia y ausencia de diarrea. Cuatro
episodios de excrecion con diarrea fueron excluidos del andlisis por
presentar la deposicion diarreica después de los 14 dias iniciado el
episodio, es decir se hall6 en 4 episodios de excrecién incertidumbre al

atribuir diarrea a causa de la infeccion por Sapovirus (figura 7).

La mediana de la duracion de los episodios de excrecion de
Sapovirus que no presentaron diarrea fue de 20.5 dias (n = 15; rango
intercuartilico [R1Q], 7.5-25; maximo =43.5); mientras que la mediana
de la duracion de los episodios de excrecion con diarrea fue de 16.5 dias
(n = 41; rango intercuartilico [RIQ], 12.5-22; maximo =63). No se
encontrd una diferencia significativa de la duracion de los episodios de
excrecion de Sapovirus entre los que presentaron o ausencia de diarrea

(p=0.74).

36



No- |- (n=15)

SiH |— —I (n=41)

Episodios con presencia de diarrea

T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Duracion de los episodios de excrecion (dias)

Figura 7. Comparacion de la duracién de los episodios de excrecion de
Sapovirus segln la presencia o ausencia de diarrea.

Los episodios de excrecién de Sapovirussin diarrea mostraron segun la
mediana mayor duracién en comparacién con los episodios de excrecion de
Sapoviruscon diarrea. Esta observacion no fue estadisticamente significativa.
Los episodios de excrecion de Sapovirus se detectaron mediante RT-qPCR en
dos pasos. Los recuadros representan el percentil 25, la mediana y el percentil
75, y los bigotes muestran la duraciéon minima y maxima de la excrecién en
dias.
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6.2.3 Segun genogrupo de Sapovirus

La duracion de los 60 episodios de excrecion de Sapovirus con
respecto al genogrupo no mostro diferencias. La mediana de la duracién
de los episodios de excrecion de Sapovirus con genotipo Gl fue de 15.5
dias (n = 28; rango intercuartilico [RIQ], 7.7-24.2; m&ximo =63); para
GII fue 20.2 dias (n = 20; rango intercuartilico [R1Q], 14-24; maximo
=33.5), para GIV fue 18 (n = 7; rango intercuartilico [RI1Q], 11.5-25.5;
méaximo =29.5) y para GV fue 20 (n = 5; rango intercuartilico [RIQ],

17.5-30; maximo =38), (figura 8).

GV- : — (1=5)

GIV - — —]  (n=7)

GliH{ F— —]  (n=20)

Genogrupos

GlH{ H { (n=28)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 §

Duracion de los episodios de excrecion (dias)

Figura 8. Comparacion de la duracién de los episodios de excrecion de
Sapovirus segiin genotipo.

Los episodios de excrecion de Sapovirus no mostraron una diferencia
estadisticamente significativa entre genogrupos. Los episodios de excrecion
de Sapovirus se detectaron mediante RT-qPCR en dos pasos. Los recuadros
representan el percentil 25, la mediana y el percentil 75, y los bigotes
muestran la duracion minima y maxima de la excrecion en dias.
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6.2.4 Segun el valor de la carga viral inicial (Cq) de los

episodios

No se identifico correlacion significativa entre la duracion de los
episodios de excrecion de Sapovirus y la carga viral inicial del episodio
(p=0.96). La carga viral inicial de los cuatro genogrupos de Sapovirus
es variables y oscilan entre el limite de deteccion de laRT-gPCR Cq=38

y el valor mas alto, Cq=16 (figura 9).
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Figura 9. Correlacion entre la duracion de los episodios de excrecion de
Sapovirus en heces vs la carga viral inicial (Cq) de los episodios.

La duracion de los episodios de excrecion de Sapovirus no presento
correlacion significativa con la carga viral inicial medidos por RT-gPCR.
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6.3 Caracteristicas de la evolucién de la carga viral en el curso de los
episodios de excrecion de Sapovirus

Los valores del curso de la carga de Sapovirus oscilan entre el limite
de deteccidn de la RT-gPCR Cqg=38 y el valor més alto Cq=16. La mediana de
todas las muestras positivas a lo largo de los episodios fue de Cq=30, [RIQ],

24-35.4.

6.3.1 Segun el geogrupo y la presencia de diarrea

Las trayectorias de la carga viral de los 56 episodios de excrecién
de Sapovirus categorizados en episodios con diarrea y sin diarrea, y por
genogrupo de Sapovirus muestran una alta variabilidad en la carga
inicial entre los episodios (figura 10). Se presenta una mezcla de
episodios con picos pronunciados de carga viral y otros episodios en los
que la carga viral se reduce a traves del tiempo. No parecen haber
diferencias marcadas de los niveles de la carga viral entre los
genogrupos de Sapovirus ni una relacion con la presencia de diarrea
durante el episodio. Se observo una tendencia a la disminucion de la
carga viral a medida que transcurre el episodio de excrecion viral de
Sapovirus. No se encontré trayectorias del curso de excrecion viral del
genogrupo V (GV) entre los episodios de excrecion en ausencia de

diarrea.
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Figura 10. Curso de la carga viral (Cq) de los episodios de excrecidn de Sapovirus categorizados por genogrupo de
Sapovirus y presencia de diarrea en el episodio.

Se muestra la carga viral en la unidad de deteccion de diagnostico por RT-gPCR (Cq) en las muestras de heces que
conformaron los episodios de excrecién con respecto al tiempo en dias. El dia 0 del eje de las abscisas se ha definido como
el dia de la primera prueba de RT-qPCR positiva para Sapovirus.
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6.3.2 Segun la presencia de diarrea en los episodios de

excrecion por Sapovirus

Se puede apreciar que el signo clinico, diarrea, en 41 episodios
de excrecion de Sapovirus en su mayoria ocurrieron en los 10 primeros
dias del episodio. Sin embargo, la carga viral en este periodo de tiempo
muestra una alta variabilidad entre los episodios. Tras los 10 dias
iniciales, se observa una tendencia de disminucion de las cargas virales

(figura 11).
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Dias a partir de la primera RT-qPCR positiva a Sapovirus

Figura 11. Curso de la carga viral (Cq) de los episodios de excrecién de
Sapovirus que registraron diarreas.

El simbolo rombo en la gréafica corresponde al registro de diarrea dentro del
episodio de excrecion de Sapovirus en heces.
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6.3.3 Carga viral inicial (Cq) de los episodios de excrecion de

Sapovirus respecto a la edad

La mayoria de episodios de excrecidon de Sapovirus ocurren a
partir del décimo mes de edad (figura 12). La variabilidad en la carga
viral inicial es elevada en todo momento. Se identifico una correlacion
significativa entre edad y la carga viral inicial del episodio (p=0.04). Se
muestra una tendencia de reduccion de la carga viral inicial del episodio
a partir de los 10 meses de edad. Los genogrupos IV y V muestran una
tendencia a aparecer después de los genogrupos 1y 1. No se evalud una
relacion entre genogrupo y edad en meses debido al reducido tamafio de

muestra por genogrupo.
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Figura 12 Correlacién entre la edad en meses de los individuos vs la carga
viral inicial (Cq) de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces.
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VI Discusion

Se ha reportado que la medida de la duracion de los sintomas por Sapovirus subestima
la duracion de la excrecion viral en heces. Estudios en nifios de Alemania con el sistema
inmune deprimido sefialan que Sapovirus se excreta de manera prolongada, incluso
después de haberse recuperado de los sintomas (Pietsch and Liebert, 2019). Por lo que,
se necesita conocer la duracion de la excrecion viral y como evoluciona la carga viral

por Sapovirus en entornos comunitarios.

En este contexto, el presente estudio estimo la duracion y caracterizo la evolucion del
nivel de carga viral del curso de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces, en
valores del ciclo de RT-qPCR (Cq), e intentd relacionar ambas medidas respecto a la
edad del individuo, el genogrupo del virus, la presencia o ausencia de diarrea en los

episodios y la carga viral inicial del episodio.

Para lograr esto, se identificdé por RT-qPCR de dos pasos y genotipificacion, 60
episodios de excrecion de Sapovirus en heces de 47 nifios infectados por Sapovirus,

provenientes de Pampas de San Juan de Miraflores, Lima — Perd.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la excrecion de Sapovirus en
heces tienen un periodo de excrecion de alrededor de dos semanas. Ademas, se reportd
que una menor carga viral inicial de los episodios de excrecion se relaciona con nifios
infectados mayores de 10 meses de edad, y que la carga viral disminuye con el curso

del episodio de excrecion.
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Con el fin de demostrar que las duraciones de los episodios de excrecién varian de
acuerdo a la edad del individuo infectado, presencia o en ausencia de diarrea,
genogrupos y/o carga viral inicial, se analiz6 la mediana de la duracion de 60 episodios

de excrecion por Sapovirus segun las caracteristicas mencionadas.

Se encontro que la presencia de los episodios de excrecidn por Sapovirus fue mayor en
el segundo afio de vida de los nifios (70%) en comparacion al primer afio de vida (30%)
(Tabla 1). Ademas, que el rango de edad de 0-5 meses mostrd una tendencia de menor
duracién de los episodios de excrecidén en comparacion a los rangos de edades de 6-11,
12-17 y 18-24 meses (Figura 6). Estos hallazgos sugieren, la proteccion de la lactancia
materna y/o los anticuerpos maternos transferidos a los bebés en el Utero o a través de
la lactancia, o una baja exposicion a Sapovirus durante los primeros seis meses de vida.
Sin embargo, esta diferencia en la duracion del episodio de excrecion por el rango de
edad en meses no fue estadisticamente significativa. Un estudio previo, especula que
la proteccién contra Sapovirus podria seguir a la de Norovirus, para el que se han

detectado anticuerpos en la leche materna (Makita et al., 2007; Labayo et al., 2020).

Respecto a la duracion de los episodios de excrecion y la presencia y/o ausencia de
diarrea, se encontrd que el 73.2% de los episodios de excrecion presentaron diarrea y
el 26.8% se mantuvieron en ausencia de ella (Tablal). El rango de edad de 12-17 meses
fue el que mas proporcion tuvo en el grupo de diarrea (91.3%). Lo que se corrobora
con informes recientes que, Sapovirus se presenta con diarrea en el segundo afio de
vida y en ausencia de diarrea en menores de 1 afio de edad (Saito et al., 2014; Liu et

al., 2016), posiblemente reflejando el efecto protector de la lactancia materna.
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Asimismo, no se evidencid diferencia significativa entre la duracién de los episodios
de excrecion por Sapovirus en presencia o ausencia de diarrea (Figura 7), lo que sugiere
que la leche materna interrumpe la progresion hacia la diarrea, pero no evita la
colonizacion intestinal por el virus (Levine and Robins-Browne, 2012). De esta

manera, el virus seguird siendo excretado de forma asintomatica.

En este estudio, los genogrupos més frecuentes fueron Gl (46.7%) y Gll (33,3%)
mientras que GIV (11.7%) y GV (8.3%) fueron poco frecuentes (Tablal), similar a lo
reportado en los casos de gastroenteritis en todo el mundo (Lasure and Gopalkrishna,
2017). Los resultados de la duracion de los episodios de excrecion frente a los
genogrupos no lograron tener diferencias estadisticamente significativas (Figura 8). Sin
embargo, para el genogrupo GV, se observa una tendencia de mayor duracion de los

episodios de excrecidn por Sapovirus respecto a Gl, Gl y GIV.

Debido a que no se encontrd diferencias significas entre la duracion de los episodios
de excrecion y las caracteristicas aqui evaluadas, se decidi6 analizar la carga inicial de
los episodios de excrecién por Sapovirus versus su duracion. No se encontrd
correlacion entre la carga inicial de los episodios de excrecion y la duracion. Se observo
una alta variabilidad de la carga inicial entre genogrupos y no se hallé una carga viral
inicial “umbral” que pronostique una duracion de excrecion viral prolongada (Figura

9).

En resumen, nuestros resultados podrian indicar dos escenarios: el primero, en el cual

las caracteristicas edad, diarrea y genogrupo no generan una diferencia en la duracion
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de los episodios de excrecion por Sapovirus; o el segundo, en el cual el tamafio muestral
empleado en este estudio no fue suficiente para lograr evidenciar una diferencia entre
grupos respecto a la duracion de los episodios de excrecion. No obstante, este trabajo
muestra un escenario que amerita que se hagan mas estudios sobre si la duracion de los
episodios de excrecion difieren segun la edad del individuo, el genogrupo del virus, la

presencia de diarrea en los episodios y la carga viral inicial del episodio.

Este estudio mostré un nimero muestral de los episodios de excrecion por genogrupo
reducido. Es posible que este hecho, se deba a una baja sensibilidad de la prueba de
PCR anidado empleada para la genotificacion del gen de la capside VP1 en muestras
positivas a Sapovirus 0 que efectivamente este genogrupo se encuentre en baja
frecuencia. Cabe resaltar que se analizaron 117 muestras positivas a Sapovirus con
genotipificacion provenientes del estudio matriz para armar los episodios de excrecion,
tomando muestras antes y después de la muestra de referencia. Ciento seis muestras
positivas a Sapovirus no obtuvieron genotipificacion por el estudio matriz, por lo que
no se procedié a armar los episodios de excrecion en ellos. Se dio prioridad a los
episodios de excrecion con genotificacion, ya que hay especial interés en proponer

genotipos como blanco de vacuna especificos.

En general, este trabajo encontré una mediana de duracion de 18 dias para la excrecién
de Sapovirus en heces de nifios menores de dos afios en Pampas de San Juan de
Miraflores, similar a lo encontrado por un estudio tipo cohorte en Japon que analizd
nifos mayores y adultos infectados por Sapovirus en comunidad, quienes reportaron

que la excrecién de Sapovirus en heces disminuy6 después de los 14 dias (lwakiri et
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al., 2009). Por otro lado, si se comparara la duracion de la excrecion de Sapovirus con
la duracion de excrecién por Norovirus, Sapovirus muestra una duracion de los
episodios de excrecion inferior (Saito et al., 2014). Esta diferencia sugiere que la
respuesta inmunitaria podria ser mas eficaz para la eliminacion de Sapovirus a

diferencia de Norovirus, o que Norovirus sea mas virulento.

Con respecto a las trayectorias de la carga viral de los 56 episodios de excrecién de
Sapovirus, categorizados en episodios con diarrea y sin diarrea, y por genogrupo de
Sapovirus, se observé una alta variabilidad en la carga inicial entre los episodios.
Ademas, se evidencié una mezcla de picos pronunciados de carga viral y otros
episodios en los que la carga viral se reduce a través del tiempo. No se evidencio
diferencias marcadas de los niveles de la carga viral entre los genogrupos de Sapovirus
ni una relacion con la presencia de diarrea durante el episodio (Figura 10). Esta
descripcidn de los episodios de excrecidn por Sapovirus concuerda con la variabilidad
reportada por lwakiri et. al., que encontré individuos con excreciones de Sapovirus que
disminuian hasta un nivel indetectable en 2 semanas, y otros que excretaban Sapovirus
en las heces en altas concentraciones durante 2-4 semanas después del inicio de la

enfermedad.

El signo clinico, diarrea, en 41 episodios de excrecion de Sapovirus en su mayoria
ocurrieron en los 10 primeros dias del episodio de excrecion, con una tendencia de
disminucion de la carga viral después de la desaparicion de la diarrea (Figura 11). Sin
embargo, la carga viral en la deposicion diarreica mostro una alta variabilidad entre los

episodios. Lo que podria indicar que, la carga viral de Sapovirus no puede utilizarse

48



para predecir la condicion de salud del individuo, por ejemplo, si el nifio tendrd o no
diarrea. Esto sugiere que durante todo el episodio de excrecion de Sapovirus hay riesgo
de transmision, y no solo en el momento que se coincide con diarrea. No obstante, es
necesario estudios que determinen la cantidad minima de particulas virales de
Sapovirus necesaria para infectar al hospedero y el tiempo que puede permanecer
viable la particula viral en el ambiente a través de estudios en cultivos celular para

Sapovirus.

Se identificé una tendencia de reduccion de la carga viral inicial del episodio a medida
que la edad aumenta, coincidente con un estudio previo que reportdé que la edad
avanzada es un factor de proteccién contra la diseminacion de los virus
gastrointestinales (Hebbelstrup Jensen et al., 2019). Ademas, se identificé que la
mayoria de episodios de excrecion de Sapovirus ocurrieron a partir del decimo mes de
edad, siendo Gl y Gll quienes predominaron a lo largo de los 2 afios de vida de los
nifios, y GIV y GV a partir del segundo afo (Figura 12). Dado que Sapovirus
comprende solo 4 genogrupos, es posible que los nifios menores a los 6 meses de edad
en comunidad hayan desarrollado inmunidad a cepas frecuentes como Gl y GlI,
permitiendo que cepas poco comunes como GV se propaguen en el segundo afio de
vida del nifio, ya que no tiene una historia previa de infeccion a esta cepa, y no han

desarrollado inmunidad.

Este estudio observo una mayor frecuencia de los episodios de excrecion de Sapovirus
en heces en el segundo afio de vida de los recién nacidos, lo que podria ser efecto del

decaimiento de la inmunidad materna y la cada vez mas habitual exposicién del nifio a
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los alimentos o ambientes contaminados. Lo opuesto sucede con las cargas virales
iniciales de Sapovirus, que se reducen a partir del décimo meses de vida, sugiriendo
que la exposicion frecuente al virus permite al nifio desarrollar una respuesta inmune
frente a Sapovirus. Como ya se ha sefialado, la lactancia materna durante los primeros
6 meses de vida se asocia con una menor probabilidad de detectar patdgenos entéricos
importantes en los primeros meses de vida (McCormick et al., 2021), lo que corrobora
la baja presencia de episodios de excrecion en los primeros meses de vida de los nifios

infectados del estudio.

Los nifios presentaron hasta 3 episodios de excrecion por Sapovirus sucesivos en sus 2
primeros afios de vida. Treinta y seis nifios presentaron un unico episodio, 9 nifios
presentaron 2 episodios, y 2 nifios presentaron hasta 3 episodios (Tabla 1). Se
detectaron 12 genotipos de 17 que se conocen, basados en una variacion de >20-1% en
las secuencias completas de la capside VP1 (Oka et al., 2015) (Anexo 3). Once nifios
tuvieron reinfeccion con diferentes genotipos (Anexo 4), también observado en Japén
y Pert. De forma similar a otros informes, G1.1 (28.3%) y GII.1 (13.3%) fueron los
genotipos mas comunes detectados en nuestro estudio (Anexo 3). El GII.5 no se
detectd, en comparacion a estudios en Thailandia, Guatemala, Sudafrica, Estados
Unidos e incluso Pera (Liu et al., 2016; Murray et al., 2016; Diez-Valcarce et al.,
2018). Lo que sugiere que este genotipo circula en area y afios diferentes. Nuestros
datos indican que las vacunas contra Sapovirus pueden necesitar incluir maltiples

genotipos, por la gran diversidad de variantes circulantes halladas en comunidad.
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Se dispone de muy poca informacidn sobre la inmunidad protectora contra la infeccion
por Sapovirus. Los sueros recogidos de humanos infectados de forma natural o de
animales inmunizados contra la proteina VP1 recombinante de Sapovirus han
demostrado poca reactividad cruzada entre los genogrupos (Zweigart et al., 2021). Lo
que ha sugerido que las primeras infecciones por Sapovirus proporcionan inmunidad
frente a las infecciones homologas, pero poca proteccién frente a las infecciones de
diferentes genogrupos, y posiblemente diferentes genotipos. Ademas, la baja
incidencia de episodios sintomaticos de Sapovirus en los primeros meses de vida en
los estudios epidemiolégicos apoya la protecciéon temprana de la inmunidad materna

(Zweigart et al., 2021).

Por dltimo, se ha notificado con frecuencia co-infecciones de Sapovirus y otros
enteropatgenos (Makhaola, Moyo and Kebaabetswe, 2020). En el presente estudio se
encontrd 5 episodios de excrecién mixta con Norovirus (8.3%) a partir del sexto mes
de vida de los nifios, 4 episodios tuvieron presencia de diarrea y 1 episodio se desarrolld
en ausencia de diarrea. Ningun episodio de excrecion mostré co-infeccion con
Rotavirus (Anexo 5), a pesar que durante el seguimiento alin no se habia implementado
la vacuna contra Rotavirus en los nifios. Lo que sugiere que los nifios del estudio
infectados por Sapovirus probablemente también albergaban co-patégenos (virales,
bacterianos o parasitologicos), no detectados por este estudio, que contribuian a los

sintomas.
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Conclusiones

La mediana de tiempo de los episodios de excrecidn de Sapovirus fue ~ 18
dias por RT-gPCR.

La edad del individuo, la presencia de diarrea, el genogrupo de Sapovirus
y la carga viral inicial del episodio no demostraron afectar la duracién de
los episodios de excrecion por el virus.

La evolucién de la carga viral en el curso de los episodios de excrecion
muestra una tendencia a reducirse con el tiempo. No se muestra una
diferencia marcada entre los genogrupos ni una relacién con la presencia
de diarrea durante el episodio.

Las cargas virales iniciales de los episodios de excrecion se reducen a partir

de los 10 meses de edad de los nifios infectados por Sapovirus.
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IX Limitaciones y Recomendaciones

El disefio del estudio matriz fue usado como recurso para estimar la duracion
de los episodios de excrecion de Sapovirus en heces y caracterizar la evolucion
del nivel de carga viral en el curso del episodio, y explorar la relacion entre
ambas medidas respecto a la edad del individuo, el genogrupo del virus, la
presencia o0 ausencia de diarrea en los episodios y la carga viral inicial del
episodio. Se recomienda enrolar a 150 nifios recién nacidos al azar en un estudio
tipo cohorte por dos afios, interesado en conocer la duracion de los episodios de
excrecion de Sapovirus en una comunidad peruana.

En éste estudio se estimd la cantidad de Sapovirus presente en las muestras de
heces segun el valor de Cq de la RT-gPCR. Se recomienda elaborar curvas
estandar para cada genogrupo de Sapovirus, asi obtener una cuantificacion
precisa de carga viral para cada cepa de Sapovirus.

No se evalud la relacion entre la inmunidad y la duracién de la excrecion por
Sapovirus. Se recomienda explorar la inmunidad a Sapovirus en una cohorte de
nifios menores de cinco afios que incluyan también marcadores de inmunidad
general y especificos de las cepas de Sapovirus.

Este estudio identifico episodios de excrecion de Sapovirus en heces de nifios
con infeccion por Sapovirus; sin embargo, cabe la posibilidad que el nifio este
coinfectado con otros patogenos entéricos, lo que dificulta la capacidad para
atribuir a un episodio de excrecion con presencia de diarrea a un unico
patogeno. Se recomienda realizar diagndsticos para otros patdgenos diarreicos.
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ANexos

Anexo 1 Primers y sondas para la deteccion y genotipificacion de Sapovirus.

Uso Cebador/Sonda Secuencia de nucledtidos (5" —3") Polaridad? Posicion
SAV 1F TTGGCCCT+D9:D14CGCCACCTAC + 5077-5094
SAV 5F TTTGAACAAGCTGTGGCATGCTAC + 5112-5135
gPCR SAV 124F GAYCASGCTCTCGCYACCTAC + 5074-5094
SAV1245R CCCTCCATYTCAAACACTA - 5159-5177

SAV 124 sonda VIC-CCRCCTATRAACCA-MGB - 5101-5117

SAV 5 sonda VIC-TGCCACCAATGTACCA-MGB - 5142-5157
SV F13 GAYYWGGCYCTCGCYACCTAC + 5074-5094

SV R13 GGTGANAYNCCATTKTCCAT - 5876-5861
Genotificacion SV F14 GAACAAGCTGTGGCATGCTAC + 5074-5094
capside SV R14 GGTGAGMMYCCATTCTCCAT - 5876-5861
SV F22 SMWAWTAGTGTTTGARATG + 5154-5172

SV R2 GWGGGRTCAACMCCWGGTGG - 5591-5177

a. + (sentido) y — (antisentido)



Anexo 2. Esquema del genoma de Sapovirus y la ubicacion de los primers empleados en el estudio.

qPCR Region RdRp Region VP1
5094
SVI24F 5094 5159
== f}—
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PCR Region RdRp Region VP1
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Anexo 3. Diagrama de torta que muestra la diferenciacion de
excrecion por Sapovirus por genotipo.
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Anexo 4. Diagrama de los genotipos de los episodios de excrecion sucesivos por

Sapovirus presentes en 11 nifos
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Anexo 5. Numero de co-infecciones en los episodios de excrecion por Sapovirus
segun rango de edad

25
24
23
22

“ = Mixtos SaV+NoV
11 Sapovirus (5aV)

NUmero de episodios de excrecion
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