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Des de molt petita sentia gran atraccio per las plantes i els animals, i tenia molt clar
gue volia ser veterinaria. El fet de poder ser el metge dels animals que m'estimava
em feia sentir bé amb mi mateixa. No volia passar-me la vida ordenant llibres o
darrera un taulell manegant els céntims dels altres. Perd a mesura que s'acostava el
moment de I'eleccio (la selectivitat) el meu avi matern em feia dubtar més i més de
la meva eleccié. Es el que passa amb professions tipicament sexistes. Jo volia ser
veterinaria de grans animals, no de gossets que tussen. Aixi és que la meva
predileccié pels animals es va estendre a tot lI'ecosistema: volia ser bidleg. Llavors la
biologia era una carrera considerada pels amants de la natura i farres de cap de
setmana. Perd de mica en mica es va anar perfilant com una de les carreres amb més
espectre i futur. Englobava moltes materies diverses i era pionera en molts camps.

L'any olimpic va ésser per mi, i per molta gent de la meva generacié, un gran any.
Vaig entrar en la Facultat de Biologia per a iniciar, el que seria, la meva carrera
professional, i vaig conéixer la persona amb la que compartiria molts moments
especials de la meva vida, en David. Ell fou qui m'obliga a coneixer un altre
ecosistema totalment desconegut per mi, el submari. Sé que sona molt pastelés pero
aquell any vam iniciar el nostre repte de ser biolegs. Amb els anys, aquest gran repte
va ésser assolit, i ara, no tan sols em sento virdloga siné també una gran amant de la
natura.

Bastant abans d'acabar la carrera ja sentia curiositat per conéixer un laboratori: com
funcionava, com es treballava, etc. Aixi vaig topar amb la Dra. Rosa Pint6 al passadis
de Microbiologia i li vaig demanar per veure i participar en la recerca del seu grup.
Aixi vaig fer-ho i em varen convidar fins i tot a un congrés: estava totalment
enlluernada. Un cop acabada la carrera se'm va oferir la possibilitat d'iniciar una tesis
doctoral. Immediatament vaig dir que si. Era un repte molt emocionant. | ara,
després de 6 anys de tesi doctoral (un gran periode formatiu per a mi) em trobo
escrivint l'apartat d'agraiments en la que desitjo agrair a tothom el fet de tan sols
creuar-se pel meu cami.

La iniciativa, la direccid, I’afany per entendre els virus entérics, la decisio, I’esperit
de grup, la perspectiva de les coses i la visio de futur ho dec a I’Albert. La formacio,
el treball diari, la critica, la maduresa, l'ansia d’autosuperaci6 ho dec a la Rosa.
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Els préstecs, la ajuda, els consells, els debats, els acudits i molts bons moments
també els dec a molts membres del Departament de Microbiologia. Després de prop 8
anys sén moltes les persones que he conegut i m'han ajudat en menor o major grau.
He disfrutat molt el companyerisme existent en aquest Departament on tothom és
membre d’un grup pero tots som un mateix grup de microbiologia. He vist acabar i
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Introduccién

1. LOS ROTAVIRUS

1.1. Los rotavirus como miembros de la familia Reoviridae

Todos los miembros de la familia Reoviridae poseen un genoma formado por 10, 11 6 12
segmentos de RNA de doble cadena, miden entre 60 y 85 nm, carecen de envuelta
lipidica, presentan proteinas distribuidas en capas concéntricas siguiendo una simetria
icosaédrica y la replicacion tiene lugar en el citoplasma, formandose viroplasmas en las
células infectadas. Dentro de los géneros que se agrupan en esta familia (ver tabla 1.1)
Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus y Coltivirus infectan mamiferos y aves.

TABLA 1.1. Géneros clasificados dentro de la familia Reoviridae.

Familia Género Especie tipo Huésped

Reoviridae Orthoreovirus Mammalian orthoreovirus Vertebrados
Orbivirus Bluetongue virus Vertebrados
Rotavirus Rotavirus A Vertebrados
Coltivirus Colorado tick fever virus  Vertebrados
Aquareovirus Aquareovirus A Vertebrados
Cypovirus Cypovirus 1 Invertebrados
Fijivirus Fijivirus 1 Plantas
Phytoreovirus Rice dwarf virus Plantas
Oryzavirus Rice regged stunt virus  Plantas

Cabe destacar que de las 6 familias viricas existentes con genoma dsRNA (Reoviridae,
Birnaviridae, Totiviridae, Partitiviridae, Hypoviridae y Cystoviridae), Reoviridae es la que
posee mayor diversidad de huéspedes.
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1.2. Caracteristicas particulares de los rotavirus

Los rotavirus, como miembros de la familia Reoviridae, poseen caracteristicas comunes a
todos los géneros de esta familia, pero presentan algunas propias resumidas en la tabla
1.2.

TABLA 1.2. Caracteristicas de los rotavirus.

Estructura
Particulas icosaédricas de entre 65 a 75 nm
Capside formada por tres capas proteicas
No envueltos
La capside contiene todos los enzimas necesarios para la replicacion del RNA
Genoma
Once segmentos de RNA de doble cadena distinguibles electroforéticamente
Los segmentos de RNA purificados no son infecciosos
Cada segmento de RNA codifica para al menos 1 proteina
En infecciones duales en una misma célula los segmentos de RNA pueden intercambiarse (en
inglés “reassorting”)
Replicacion
Propagacion facilitada por proteasas
Replicacion citoplasmatica
Formacion de cuerpos de inclusion
Estado transitorio de particulas envueltas durante un estadio de la morfogénesis
Liberacion de la progenie mediante lisis celular o transporte vesicular no clasico en células

epiteliales polares.

1.3. Morfologia

Mediante técnicas de microscopia electronica es posible observar tres morfologias
distintas de viriones de rotavirus (ver figura 1.3.):

- La particula completa (triple capa) con un aspecto semejante a una rueda (de aqui
el nombre de rotavirus, en latin rota significa rueda).

- La particula carente de la capa mas externa, conocida como particula de doble
capa, presenta una morfologia muy rugosa debido a que la periferia muestra
subunidades triméricas de la capside interna.

- La particula de capa simple, la cual sélo muestra el core. Normalmente se
encuentra agregada y no presenta genoma.
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Particulas de triple capa Particulas de doble capa Particulas de capa simple

VP1,2,3,4,6y7 VP1,2,3y6 VP1,2y3
Infecciosa, No infecciosa, No infecciosa,
polimerasa inactiva polimerasa activa polimerasa inactiva

FIGURA 1.3. Estructura y propiedades bioldgicas de las particulas de los rotavirus.
Mediante tincién con 1% de molibdato aménico es posible observar en el microscopio
electrénico las tres morfologias caracteristicas de rotavirus (Estes, 2001). La barra
representa 100 nm.

1.4. Clasificacion

Los rotavirus se clasifican en serogrupos, subgrupos y serotipos segun sus caracteristicas
seroldgicas. Se conocen 7 diferentes serogrupos o grupos dependiendo de los diferentes
epitopos presentes en la proteina VP6, a cada uno de los cuales se le ha asignado una
letra: los grupos A, B y C han sido aislados tanto en humanos como en animales, mientras
que los grupos D, E, F y G han sido soélo aislados en animales (Kapikian et al., 2001). La
mayoria de infecciones por rotavirus en humanos son causadas por rotavirus del grupo A.
Estos virus son capaces de intercambiar segmentos de su genoma entre miembros de su
mismo serogrupo, pero no si son de diferentes serogrupos (Yolken et al., 1988). El
serogrupo A se asocia tipicamente a diarreas en personas y animales jovenes. El
serogrupo B se ha asociado a epidemias anuales de diarrea grave en adultos en China
(Hung et al., 1983, Wang et al., 1985; Su et al., 1986) y en la India (Krishnan et al., 1999),
y a brotes de diarrea no tan grave en neonatos en China (Mackow, 1995). El serogrupo C
ha sido esporadicamente descrito en muestras fecales de nifos con diarrea (Rodger et al.,
1982; Penaranda et al., 1989; Jiang et al., 1995; Mackow, 1995; Otsu, 1998) y en varios
brotes (Matsumoto et al., 1989; Caul et al., 1990; Hamano et al., 1999). Muy pocos
rotavirus de serogrupo diferente al A han podido propagarse en cultivo celular (Saif et al.,
1988; Welter et al., 1991; Sanekata et al., 1996; Shinozaki ef al., 1996). La proteina VP6 es
el antigeno predominante de grupo, seguramente porque constituye el 51% del virién
(Kapikian et al., 2001).

Dentro del grupo de rotavirus A se han definido diferentes subgrupos (SG) atendiendo a
la presencia o ausencia de distintos tipos de epitopos immunoreactivos frente a
determinados anticuerpos monoclonales. Se conocen el SG I, SGII, SG I+l, SG no-l y SG
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no-Il segun sean reactivos o no a los anticuerpos monoclonales 255/60 y 631/9
(Greenberg et al., 1983). El SG Il es el mas frecuente entre las cepas humanas (Georges-
Courbot et al.,, 1988; Beards et al., 1989; Arista et al., 1990; Mohammed et al., 1994;
lturriza-Gémara et al., 2001) mientras que el SG | es mas frecuente entre las cepas de
origen animal (Lépez et al.,1994; Tang et al., 1997).

Los rotavirus del grupo A comprenden gran numero de serotipos definidos mediante
ensayos de neutralizacion (Hoshino y Kapikian, 1996). Estos ensayos han
desenmascarado la existencia de dos proteinas externas de la capside, altamente
reactivas frente anticuerpos neutralizantes de la infeccion: las proteinas VP7 y VP4 (ver
figura 1.5.1.). El hecho de que los genes que codifican para ambas proteinas puedan
segregarse independientemente da la posibilidad de la existencia de antigenos de
neutralizacion heterologos (Hoshino et al., 1985).

Asi, la clasificacion de los rotavirus es un sistema binario que distingue distintos serotipos
de las proteinas VP7 y VP4 (Rodger y Holmes, 1979; Hoshino et al., 1984; Graham y
Estes, 1985; Hoshino y Kapikian, 1996). Por el momento se conocen 15 serotipos de VP7
y 13 serotipos de VP4 -tablas 1.4.1. y 1.4.2. respectivamente- (Hoshino y Kapikian, 1996;
Rao et al., 2000; Estes, 2001). Dado que VP7 es una glicoproteina, el serotipo VP7
también es conocido como G-serotipo o G-tipo. En el caso de VP4, debido a que es una
proteina sensible a proteasas, se le denomina P-serotipo o P-tipo (Mattion et al., 1994).

El procesamiento de la proteina VP4 genera dos subunidades, VP8* y VP5*. Estudios con
recombinantes, que expresaban VP8* y VP5* de tres cepas de rotavirus humanas,
demostraron que la subunidad VP8 contiene los principales lugares antigénicos para la
especificidad serotipica, mientras que la subunidad VP5* contiene lugares responsables de
la reaccion cruzada entre diferentes VP4 (Larralde et al., 1991). Soélo la variacion
nucleotidica existente entre los aminoacidos de las posiciones 84 y 180 de la subunidad
VP8* ha sido util para definir los epitopos especificos de P-tipo (Larralde y Gorziglia,
1992). La poca disponibilidad de anticuerpos y antisueros que reconocieran
especificamente los diferentes serotipos de la proteina VP4, llevd a la necesidad del
estudio de sus propiedades basandose en la secuencia nucleotidica del gen que codifica
para ésta. Hasta el momento se conoce la existencia de al menos 21 genotipos de VP4, de
los cuales s6lo 16 se corresponden con serotipos conocidos (Hoshino y Kapikian, 1996;
Rao et al., 2000; Estes, 2001). En cambio, en el caso de la proteina VP7 existe una
correlacion muy clara entre genotipo y serotipo (Gouvea et al., 1990).

Todo esto ha llevado a una nomenclatura consenso entre la mayoria de autores para
definir los serotipos de un determinado aislado de rotavirus. Se describe el G-tipo como G
y el numero de G-tipo, y el P-tipo como P y el numero de serotipo y/o el numero de
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genotipo correspondiente entre corchetes. Por ejemplo, la cepa de rotavirus humana Wa

seria G1 P1A[8] (ver tablas 1.4.1. y 1.4.2.).

TABLA 1.4.1. Serotipos G VP7 de rotavirus del grupo A.

Serotipo Humanos Animales®
G1 Wa, KU, RV-4, K8, D, M37, Mont, WI79, Bo/T449, Po/C60, Po/C91, Po/C95, Po/CN117, Po/C86,
AU32, HN-1, GR475/87 Po/S7, Po/S8
G2 DS-1, S2, RV-5, RV-6, KUN, HN-126,
1076, E201, E210, HU5, TA3, TA20
G3 Ito, YO, P, M, Nemoto, AU-1, RV-3, W178, Si/SA11 CI3, Si/SA11 4fm , Si/SA11-SEM, Si/SA11-FEM,
AK-35, ST8, MO, McN13, McN14, HCR3, Si/RRV, Ca/K9, Ca/CU-1, Ca/A79-10, Ca/LSU79C-36,
CHW927A, Ro1845, 0264, AU228, PA710, Ca/RS15, La/ALA, La/C-11, La/R-2, La/BAP-2, Eq/H-2,
02/92, CH-32, CHW2, CHW17, CH-55, Al- Eq/FI14, Eq/HO-5, Eq/69, Eaq/124, Eq/K1673, Eq/311,
75, J-12, TK08, TK28 Fe/Cat97, Fe/Cat2, Fe/Cat22, Fe/taka, Fe/FRV64, Fe/FRV-1,
Mu/EW, Mu/EB, Mu/EL, Mu/EC, Mu/EHP, Mu/YR-1, Po/CRW-
8, Po/A131, Po/A138, Po/LCA843, Po/A821, Po/A411,
Po/BEN-307, Po/PRV 4F, Po/AT/76, Ov/LRV1, Po/MDR-13"
G4 Hochi, Hosokawa, ST3, 57M, ST4, VA70 Po/Gottfried, Po/SB-1A, Po/SB-2A, Po/BEN-144, Po/BMI-1
G5 IAL28 ¢, BR1054 Po/OSU, Po/EE, Po/TFR-41, Po/A34, Po/A46, Po/C134,
Po/CC17, Po/S8, Eq/H-1
G6 PA151, PA169, MG6 Bo/NCDV-Lincoln, Bo/UK, Bo/B641, Bo/RF, Bo/C486,
Bo/WC3, Bo/KN-4, Bo/IND, Bo/BRV033, Bo/B-60,
Bo/CR231/39, OV/LRV2, Cap/Cap455
G7 Ch/Ch-2, Ty/Ty-1, Ty/Ty-3, Pi/PO-13, Bo/993/83
G8 69M, B37, HAL1166, HAL1271, HMG89 Bo/678, Bo/A5, Bo/NCDV-Cody, Bo/J2538, Eq/26/94
G9 WI61, F45, Mc523, AU32, US1205, Mc345, Po/ISU-64, Po/S8, Ov/LRV
116E
G10 1321, Mc35, A28, A64 Bo/B223, Bo/61A, Bo/V1005, Bo/KK3, Bo/B-11, Bo/A44,
Bo/CR129, Bo/BR65/255, Eq/R-22, Ov/Ip14, Ov/K923
G11 Po/YM, Po/A253
G12 L26, L27
G13 Eq/L338
G14 Eq/FI23, Eq/FR4, Eq/FR5, Eq/FR8, Eq/EQ431, Eq/CH3
G15 Bo/Hg18

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

Ty, pavo; Ch, pollo; Pi, paloma; Eq, equino; Fe, felino; Bo, bovino; Ov, ovino; Cap, cabrio.
® Po/MDR-13 tiene reactividad serotipica dual (G3 y G5) (Nagesha et al., 1990).
°Hu/IAL28 tiene reactividad serotipica dual (G5 y G11) (Timenetsky et al., 1997).
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TABLA 1.4.2. Genotipos [P] y serotipos P VP4 de rotavirus del grupo A.

Genotipo  Serotipo Humanos Animales?®
P[1] P6 MP409 Bo/C486, Bo/NCDV, Bo/BRV033, Bo/BRV16, Bo/A5,
Bo/CR231/39, Bo/J2538, Bo/RF, Si/SA11 4fm, Si/SA11-FEM,
Eq/26/94, OV/LRV1
P[2] P5B Si/SA11 CI3, Si/SA11-SEM
P[3] P5B Si/RRV, Fe/FRV64
P5A  Ro01845, HCR3 Ca/K9, Ca/CU-1, Ca/RS15, Fe/Cat97
P[4] P1B  RV5, DS-1, S2, L26, KUN, E201, E210,
CHW17
P[5] P7 Bo/UK, Bo/WC3, Bo/B641, Bo/61A, Bo/678, Bo/V1005,
Bo/IND, Po/PRV 4S
P[6] P2A  M37, 1076, RV-3, ST3, McN13, US1205,
NnB1, S12/85
P2B Po/Gottfried, Po/BEN-144, Po/S5, Po/S7, Po/SB-2A
P2C  AU19
P[7] P9 Po/OSU, Po/TRF-41, Po/C60, Po/A821, Po/A138, Po/YM,
Po/A253, Po/BMI-1, Po/AT/76, Po/SB-2A, Po/C95, Po/C134,
Po/CC117, Po/CN117, Po/SB-1A, Po/CRW-8, Po/BEN-307,
Po/A131, Po/EE, Po/ISU-64, Eq/H-1
P[8] P1A  Wa, KU, P, YO, MO, VA70, D, AU32, CH- Po/S8A, Po/S8B, Ov/LRV
32, CH-55, CHW2, CH927A, CH927B,
WI61, F45, AI-75, Al-53, Al-36, Al-39,
Hochi, Hosokawa, BR1054, TK-08, TK-28,
TK-15, 97'B53, J-12, CJN, 95-91, 95-87, Ito
P[9] P3 K8, AU-1, PA151, M318, AU228, 02/92 Fe/FRV-1, Fe/Cat2
P[10] P4 69M, 57M Eq/H2, Eq/FI23, Eq/FI14
P[11] P8 116E, 1321 Bo/B223, Bo/A44, Bo/KK3, Bo/B-11, Bo/KN-4, Bo/CR129,
Bo/BR65/255, Eq/R-22, Ov/ILRV2
P[12] P4 Eq/H-2, Eq/FI14, Eq/FI23, Eq/FR4, Eq/FR8, Eq/69, Eq/124,
Eq/EQ431, Eq/K311, Eq/K1673, Eq/CH3
P[13] P13 Po/MDR-13, Po/A46, Po/Clon8
P[14] P11 PA169, HAL1166, HAL1271, HAL8590, La/ALA, La/C-11, La/BAP-2, Cap/Cap455
Mc35, MG6, GR475/87
P11? La/R-2
P[15] Ov/Ip14, Ov/Ip16
P[16] P10 Mu/Eb, Mu/EW, Mu/EC
P[17] Pi/PO-13, Bo/993/83, Ch/Ch-1, Ty/Ty-1, Ty/Ty-3
P[18] P12 Eq/L338
P[19] Po/PRV 4F
P[20] Mu/EHP
P[21] Bo/Hg18

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

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

La homologia entre diferentes aislados representantes de casi todos los serotipos de VP7

conocidos se muestra en la tabla 1.4.3. Se aprecia que incluso aislados que comparten el

mismo G serotipo presentan un grado de homologia a nivel de secuencia de aminoacidos
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no mayor al 94.5% (véase Hu/P, Si/SA11 y Si/RRV). Dentro de cada serotipo la homologia
a nivel de secuencia de aminoacidos es alta (91-100%). En cambio, entre cepas de
diferentes serotipos es bastante menor (Kapikian et al., 2001).

TABLA 1.4.3. Porcentaje de homologia tanto a nivel de secuencia nucleotidica como
a nivel de secuencia aminoacidica entre diferentes aislados de G tipos (Kapikian et
al., 2001).

i SERITYPE 1 2 1 a 1 | L ] T ] ] w1 12 13 4
Birain Wa DS-1 P SA11 RAV S5T3 OS5U UK Ch2 GIM WiE1 B223 YM L3236 L3388 Fi23

1 Wa 748 783 758 748 TE.0 TEE 74D 825 722 758 T47 TAD 748 724 733
2 D51 742 75.2 T42 TA2 T3 T29 TIE §1.4 TIE T3P TA TEE TAT A Mz
P BB 748 T~ 817 626 756 TH2 7O.2 638 TEI TRI VT TA1 TES TEO TEA
3 BAM 816 TEE 9.4 B4 74T TAS TT4 616 TE4 TAT Tr4 THO 772 760 TEA
3 RRY BOT 748 923 P45 T~ 750 TTE 7B 636 FI.0 TA5 772 792 PA1 7T 814 "
4 BT 747 7B TAi T3 7BT T~ TEE 745 B1E 7i0 7A4 713 752 AT TIE A7 2
& OBU 7TA? 735 BAO0 B44 BAO TEE ™~ 7HE B4 THZ TS 742 825 TEE TA2 TiA i—
B UK B1.6 7.1 B4.4 B53 BS.O TREZ HI.2 H\"i” 7E.D 75.0 755 T4B 753 729 T34 E
7 Chz BA3 676 GA6 BOG 6B.B 620 6B 588 ™. 61.3 61.9 632 61.1 62.5 620 622
B G3M 755 75 B34 BAT BAT 742 B1.3 BZE BRD T80 A2 TS TAT 723 TAR i
8 WiE1 788 76T BT BGE BT TB5 61.3 B34 586 B1E-H“H,745- B0 762 TIA TET =
10 BE23 To 713 B4.T B4 BEA Y46 B0 B2E GO BLD B Eh“‘m Tas 733 733 720
11 ¥M 70.5 758 850 BT 677 758 BG0 BI4 564 BN BA4 BILG e TAN T2A TN
12 L 783 TE1 TOA BRY B1.0 TED BOT TEZ BEd TR BOM THE B0 e, T34 T4
13 L¥38 748 724 BIE BI3 BZ2 V4Z 779 TRZ B4 770 776 TE4 THE '-"-'.EHMH'-'EJ
14 FA2I 786 739 B44 BEE AT TT.3 TRS BOLY 559 BO.T B44 TT.9 B34 THS TTE

T @ming ackd ideniity

En el caso de la proteina VP4, el grado de homologia existente entre diferentes genes
pertenecientes al mismo genotipo es superior al 85% (Cao et al., 1999).

1.5. Proteinas estructurales

El genoma de rotavirus contiene 11 segmentos de dsRNA, los cuales miden entre 0.6 y 3.3
kilobases. Estos segmentos de RNA son numerados segun el orden de migracion en geles
de poliacrilamida al 10%, siendo el 1 el mas lento y el 11 el mas rapido. En la tabla 1.5. se
muestra las caracteristicas y funciones conocidas de cada uno de los productos proteicos
codificados por cada uno de los segmentos. El patrén migratorio de cada uno de los
aislados de rotavirus serogrupo A puede variar. En los rotavirus de grupo A (como por
ejemplo Wa) se reconocen normalmente 4 segmentos de gran peso molecular (1-4), 2 de
mediano peso molecular (5 y 6), 3 de pequefo peso molecular (7-9) y 2 de incluso menor
peso molecular (10 y 11) tal y como muestra la figura 1.5.1. Sin embargo, algunos rotavirus
del grupo A poseen un patron migratorio diferente. Por ejemplo, en los rotavirus de origen
avicola el quinto segmento migra muy cerca del cuarto y los segmentos 10 y 11 son muy
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dificiles de distinguir. En algunas cepas de origen humano el undécimo segmento migra
mas lentamente de lo habitual, encontrandose entre el noveno y el décimo segmento. Este
ultimo patrén es el conocido como electroferotipo corto (como por ejemplo DS-1), que casi
siempre corresponde al subgrupo antigénico | de rotavirus humanos (Hoshino y Kapikian,
1996). El electroferotipo largo (como el de rotavirus Wa) es caracteristico de rotavirus
humanos de subgrupo antigénico Il (Kapikian et al., 2001).

El analisis del electroferotipo es relativamente sencillo, rapido y una técnica muy popular
para la deteccion de rotavirus y para estudios moleculares epidemiolégicos donde es
posible observar reorganizaciones gendémicas (Hundley et al., 1987; Nakagomi y
Nakagomi, 1996). Sin embargo no es posible utilizarlo como unico método de clasificacion
de las cepas de rotavirus ya que cepas muy diferentes pueden compartir el mismo patrén
electroforético (Estes, 2001).

Caatimt layuar I Inlesmediale layef

FIGURA 1.5.1. Esquema de una particula de rotavirus madura (Kapikian et al., 2001).

Los 11 segmentos de dsRNA se encuentran dentro del core de las particulas virales y no
son infecciosos por si solos. Las particulas virales poseen su propio enzima RNA
polimerasa RNA dependiente, el cual transcribe cada segmento individual en mRNA. Cada
cadena positiva del segmento de RNA empieza con una guanidina, seguida de una
secuencia conservada que forma parte de una region no codificante del extremo 5"
*GGCUUUUAAA? (ver figura 1.5.2.). Posteriormente hay una region codificante con una
Unica pauta de lectura (a excepcion del gen 7, 9, 10 y 11 ) que finaliza con un codén stop.
Seguidamente se encuentra una segunda region no codificante que contiene una
secuencia conservada 3' terminal que termina con dos citosinas:
*UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC?. La longitud de las secuencias no codificantes
varia para cada uno de los genes. Las secuencias de RNA gendmicas de rotavirus son
ricas en bases A+U (58-67%) y no presentan una sefial de poliadenilacion final (Estes,
2001).

10



Introduccién

5’ 3’
Regién no | Regioén no
codificante AUG codificante
2° AUG
en algunos
segmentos

FIGURA 1.5.2. Estructura general de un segmento genémico de rotavirus.

TABLA 1.5. Proteinas de rotavirus.

Segmento  Producto L o .
gendmico  proteico’ Localizacion  Caracteristicas y funcion

1 VP1 core RNA polimerasa, unién al ssRNA, unién a VP3

2 VP2 core union al dsRNA, requerida para la actividad replicasa de VP1

3 VP3 core Guaniltransferasa, metiltransferasa, union a ssRNA, uniéon con VP1

4 VP4 capside externa Hemaglutinina, antigeno neutralizante, potenciacién infectividad por
proteasa, virulencia, putativa region de fusién, adhesién a la célula,
induce proteccion

5 NSP1 no estructural Basica, anillo de zinc, unién al ssRNA

6 VP6 capside interna  Hidrofébica, trimérica, antigeno de subgrupo

7 NSP3 no estructural  Acida, dimérica, unién extremo 3' del mRNA viral, interaccion con
elF4G1, inhibe traduccion del huésped

8 NSP2 no estructural  Basica, oligomérica, union al ssRNA, NTPasa

9 VP7 capside externa Glicoproteina integrada en la membrana del RER, trimérica, antigeno
neutralizante, 2 regiones hidrofébicas NH; terminales, unién al Caz+,
induce proteccion

10 NSP4 no estructural  Glicoproteina transmembrana del RER, participa en morfogénesis,
enterotoxina, induce proteccion

11 NSP5 no estructural Basica, fosfoproteina, union al ssRNA, proteina quinasa, interaccion
con NSP2 y NSP6

NSP6 no estructural Interaccion con NSP5, presente en viroplasmas y en la mayoria de

cepas

@ Los productos proteicos han sido denominados a propuesta de Mason (Mason et al., 1980) y

modificados por Liu (Liu et al., 1988) y Mattion y colaboradores (1994). VP3 es el producto proteico del

segmento 3 y VP4 es el producto proteico del segmento 4. Estudios previos denominaron VP3 al producto

proteico del segmento 4. Cuando se confirmé que el segmento 3 codificaba para una proteina estructural

localizada en el core, se establecio que al producto proteico del segmento 3 se le denominaria VP3 y se

renombroé VP4 al producto proteico del segmento 4 (Liu ef al., 1988).

11
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Las proteinas estructurales VP4, VP6 y VP7 de los rotavirus han sido estudiadas
extensamente debido a sus caracteristicas bioquimicas, antigénicas y biologicas en la
replicacién y ensamblaje del virus, y son las usadas en el diagnoéstico.

VP4

La proteina VP4 es el producto proteico del segmento gendmico 4, no glicosilado, que se
encuentra en la capa mas externa de la capside (Arias et al., 1982; Mason et al., 1980; Mc
Crae y Mc Corquodale, 1982). Constituye un 1.5 % de la proteina viral (Mattion et al.,
1994). En muchas cepas es una hemaglutinina (Kalica et al., 1983) responsable de la
adhesion a la célula (Ruggeri y Greenberg, 1991; Crawford et al., 1994).

El corte proteolitico de la proteina VP4 en las proteinas VP5* y VP8* confiere un aumento
en la infectividad viral (Espejo et al., 1981; Estes et al., 1981). Se ha observado un
incremento de penetracion del virus dentro de la célula debido a éste procesamiento (Clark
et al., 1981; Fukuhara et al., 1988; Kaljot et al., 1988). Ademas, esta proteina se ha
definido como determinante de virulencia en ratones y cerdos (Offit et al., 1986b). Induce
anticuerpos neutralizantes (Hoshino et al., 1985; Offit y Blavat, 1986a) y anticuerpos
dirigidos contra VP4 neutralizan la infectividad del virus in vitro (Greenberg et al., 1983;
Coulson et al., 1985; Hoshino et al., 1985; Taniguchi et al., 1985; Kitaoka et al., 1986;
Burns et al., 1988) y pasivamente protege a ratones de la infeccion virica heteroléga in vivo
(Offit et al., 1986d). Posteriores estudios han mostrado que es capaz de inducir proteccion
inmunitaria en animales (Offit et al., 1986¢; Mackow et al., 1990), y es inmunogénica en
nifios y en animales (Shaw et al., 1987; Svensson et al., 1987; Conner et al., 1988).
Ratones inmunizados con proteina VP6 y VP8* de SA11 expresadas en Escherichia coli
no presentaron diarrea tras la exposicion posterior con el rotavirus murino EDIM (Gil et al.,
2000).

En la mayoria de aislados de rotavirus animales la proteina VP4 contiene 776
aminoacidos. En cambio todos los aislados de rotavirus humanos presentan un
aminoacido menos entre las posiciones 134 y 136 de la proteina VP8* (Kantharidis et al.,
1987; Gorziglia, 1988). Por otro lado, la secuencia nucleotidica y el analisis directo de la
secuencia aminoacidica ha permitido conocer los lugares exactos de procesamiento
proteolitico. Se han identificado tres lugares de corte para la tripsina (arginina 231, arginina
241 y arginina 247) siendo las argininas 241 y 247 altamente conservadas en todas las
cepas de rotavirus -sefaladas en figura 1.5.3.- (Arias et al, 1996; Gilbert y Greenberg,
1998).

12
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1 71 204 224 236 257 271 384 404 494 554 578 608
| | | || | | | | | | | |
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RV RC RC Dominio de fusién RC RV
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[TT] Region conservada (RC)

FIGURA 1.5.3. Esquema de la estructura de la proteina VP4 basada en la secuencia
nucleédtidica de diferentes aislados de rotavirus y de mutantes que escapan a
anticuerpos monoclonales neutralizantes. Se muestran los dominios de
hemaglutinacién y de union al 4cido sialico (HA/SA). En el coddn 394 se encuentra un
epitopo neutralizante por anticuerpos monoclonales (Mackow et al., 1988; Taniguchi
et al., 1988).

La regién comprendida entre los aa 384 y 401 es una region altamente conservada entre
todas las cepas de rotavirus sugiriendo que podria encontrarse involucrada en una funcion
importante en el ciclo de replicacion del virus. Esta region también comparte una alta
homologia con lugares de fusion interna encontrados en otros virus como en el virus
Semliki Forest y en el virus Sindbis (Mackow et al., 1988) especulandose su posible
implicacién en el proceso de entrada del virus a la célula o en el proceso de maduracién de
la particula virica durante su gemacion de la membrana del reticulo endoplasmatico, o

ambos.

La mayor variacion se encuentra entre los aminoacidos 71 y 204 de la subunidad VP8*, y
los analisis de secuencia han correlacionado el P tipo con los aminoacidos 84 y 180
(Larralde et al., 1991; Larralde y Gorziglia, 1992).

VP6

La proteina VP6 es el principal componente estructural de los viriones. Interacciona
simultaneamente con la proteina del core VP2 y con las dos proteinas de la capside mas
externas VP4 y VP7 (Estes, 2001). La proteina VP6 forma trimeros espontaneamente y es
extremadamente estable (Estes et al., 1987). Estos pueden ser disociados y reasociados
con cambios de pH (Tosser et al., 1992). Si se elimina esta proteina de los viriones pierden

13
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la actividad polimerasa aunque no se sabe el motivo de tal fenédmeno (Bican et al., 1982;
Sandino et al.,, 1986). Es el principal antigeno utilizado en las pruebas de diagnoéstico
debido a que presenta epitopos muy conservados entre muchas de las cepas de rotavirus
(Yolken y Wilde, 1994; Estes, 2001). Es una proteina hidrofobica, altamente antigénica e
immunogénica, que puede inducir proteccion inmunitaria (Estes et al., 1987).

1 20 90 105 150 308 370 397
| | | | | | | |
[ [ [ [ [ [ [ |
Prolina conservada
|
(e} | (e}
l | l | l |
! Conservadaen Ay C 140 246 314 353 397
Lugar trimerizacién Dominio ensamblaje de las
particulas de doble capa
296-299 305 315
Regioén hidrofébica (1) SGI SGII
[D:l Regidn hidrofilica (O) Lugares de unién a anticuerpos monoclonales
SGly SGlI

FIGURA 1.5.4. Esquema de las propiedades estructurales de la proteina VP6 (Estes,
2001).

Los analisis con variantes virales y proteinas quimeras han permitido conocer algunos
dominios de la proteina (ver figura 1.5.4.). El dominio de trimerizacidon se encuentra entre
los aa 246 y 314, y un dominio necesario para la formacion de particulas de doble capa se
encuentra entre los residuos 353 y 397 (Tosser et al., 1992; Affranchino et al., 1997). Los
residuos 296-299 y 305 son importantes porque determinan el epitopo del subgrupo |
reconocido por el anticuerpo monoclonal 255/60 (Sheth et al., 1996). El residuo 315 se
encuentra implicado en la especificidad del subgrupo Il (Lopez et al., 1994; Tang et al.,
1997). La prolina 308 esta implicada en la estabilizacion del trimero (Shen et al., 1994). La
region N-terminal es crucial para el ensamblaje del virus. Se cree que esta implicada en el
transporte de la proteina VP6 hacia las inclusiones viroplasmaticas (Mansell ef al., 1994).
Estudios con anticuerpos monoclonales han puesto de manifiesto que los aa 58-62 no son
accesibles, y que podrian encontrarse en la interfase con VP2 (Tosser et al., 1994).

VP7

La proteina VP7 es la segunda proteina mas abundante del virién ya que constituye el
30% de la proteina viral (Mattion et al., 1994). Es una glicoproteina presente en la capside
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externa. Es traducida y glicosilada con oligosacaridos de manosa mientras es insertada en
la membrana del reticulo endoplasmatico, una insercion dirigida por una secuencia senal
de corte encontrada en el extremo amino terminal de la proteina. Inicialmente se penso
que era el unico antigeno que contenia determinantes neutralizantes (VR5, VR7, VR8 y
VR9), y esto estimulé muchos estudios de su estructura, biosintesis y funciéon (Hoshino y
Kapikian, 1994).

1.6 23 33 44 51 75 124 155 192 231 278 279 309 326
I || || | | | | | || | |
[ 1 [ I I I I I [ I |
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y y 4 El . El . El . El . El
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Regiones variables altamente divergentes entre los diferentes serotipos de los rotavirus del grupo A pero muy conservadas entre cepas del mismo

serotipo

FIGURA 1.5.5. Esquema de la estructura de VP7.

Comparando la secuencia aminoacidica deducida de un gran numero de aislados tanto de
origen animal como humano se descubrieron importantes caracteristicas biologicas. El
ORF de 326 aa empieza con un coddn de iniciacion con una secuencia consenso débil. Un
segundo ORF con una secuencia consenso fuerte se encuentra a 30 codones de distancia
(metionina -M- en figura 1.5.5.). Ambos codones de iniciacién preceden regiones de
aminoacidos hidrofobicos (H1 y H2) que podrian actuar como secuencias sefal para dirigir
la proteina VP7 hacia el reticulo endoplasmatico (ver figura 1.5.5.). En algunas cepas se
encuentra un tercer ORF después del segundo dominio hidrofébico (H2). El lugar de
glicosilacion en SA11 es en el aa 69, pero otras cepas pueden llegar a presentar hasta 3
lugares diferentes. La glutamina 51 es el lugar de corte del péptido senal en la proteina
VP7 (Stirzaker et al., 1987).

15



Introduccién

1.6. Ciclo replicativo

La mayoria de estudios del ciclo bioldégico de rotavirus se han llevado a cabo utilizando
monocapas celulares a partir de células de riidn de mono y células epiteliales intestinales
polarizadas humanas, aun siendo los enterocitos diferenciados del intestino delgado el
tropismo celular natural de los rotavirus.

En lineas generales, la mayoria de cepas de rotavirus requieren la adicion de proteasas
exdgenas en el medio de cultivo para activar la infectividad del virus (gracias al
procesamiento de VP4). La replicacion es totalmente citoplasmética (ver figura 1.6.). Las
células no tienen enzimas para replicar el dsRNA, por tanto, el virus debe suministrar los
enzimas necesarios. La funcion de los transcritos es doble: por un lado producir proteinas
y, por otro lado, actuar de molde para producir las cadenas negativas de RNA (Estes,
2001).

; : Vesicular %
. Cell Al bzl
Lysis T %

FIGURA 1.6. Esquema del ciclo replicativo de los rotavirus (Jourdan et al., 1997).

Una vez sintetizada la cadena negativa queda asociada a la cadena positiva usada como
molde. Los segmentos de dsRNA se forman en el interior de las particulas virales
inmaduras. No se ha encontrado dsRNA o ssRNA de polaridad negativa libre en el interior
de las células infectadas. Las particulas inmaduras se encuentran asociadas a
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viroplasmas. Una vez las particulas han madurado, son liberadas al exterior de la célula
mediante evaginacion a través de la membrana del reticulo endoplasmatico, dénde
adquieren las proteinas de la capside mas externas. Las células infectadas crecidas en
monocapa lisan para liberar la progenie viral. En el caso de enterocitos polarizados, la
replicacion viral altera la funcion celular y el virus es liberado mediante un transporte
vesicular que no muestra un efecto citopatico evidente (Jourdan et al., 1997).

2. IMPORTANCIA SANITARIA

La causa mas comun de gastroenteritis en nifios es de origen viral. La gastroenteritis virica
puede ser causada por un gran numero de virus como rotavirus, calicivirus, astrovirus,
adenovirus, etc. Los rotavirus producen una inflamacion del estémago y del intestino con
las consecuentes diarreas, vomitos, dolor abdominal, dolor de cabeza y fiebre. Para la
mayoria de las personas no se trata de una enfermedad grave, pero para aquellos que no
tienen acceso a liquidos para poder reemplazar las pérdidas de fluidos por los vomitos y
diarreas, puede convertirse en una enfermedad letal debido a la deshidratacion.

Numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado que los rotavirus son una de las
principales causas de gastroenteritis grave en nifios y en animales, tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo (Bern et al.,1992; Parashar et al.,
1998). Aunque la diarrea es una de las enfermedades mas comunes en este grupo de
edad en todo el mundo, tiene especial importancia en los paises en vias de desarrollo
donde constituye una de las principales causas de mortalidad infantil. Se calcula que 125
millones de nifios menores de 11 meses de edad y 450 millones de nifios de entre 1y 4
afnos residen en paises en vias de desarrollo. La incidencia de diarrea es 3,8 episodios por
nino menor de 11 meses y 2,1 por nifio entre 1 y 4 ainos de edad (Parashar et al., 2003).
La gastroenteritis es una de las seis principales causas de muerte y una de las tres
primeras causas de muerte por enfermedad infecciosa (Murray y Lopez, 1997a; Murray y
Lépez, 1997b; WHO, 1999; WHO, 1998).

A pesar de la magnitud del problema de la diarrea infantil, no se empezaron a conocer los
agentes causantes de tales diarreas hasta los afos 70 del pasado siglo. Los virus
entéricos fueron descubiertos en los afios 50, y aun siendo posible el cultivo in vitro de
algunos de ellos, se tardaron varios afios en encontrar su conexion como importantes
agentes infecciosos causantes de diarrea (Yow et al., 1970; Ramia, 1985).

Con el descubrimiento del virus de Norwalk y su asociacion a una gastroenteritis
epidémica viral en jovenes y adultos en 1972 por Kapikian y colaboradores (Kapikian et al.,
1972), seguido del hallazgo de rotavirus humanos y su asociacion con una grave

17



Introduccién

gastroenteritis endémica en niflos en 1973 por Bishop y colaboradores (Bishop et al.,
1973), se empezo6 a ver por vez primera la importancia de estos agentes virales. Ambos
fueron identificados mediante visualizacion directa en el microscopio electronico. El virus
Norwalk fue identificado en heces mediante microscopia immunoelectronica, mientras que
los primeros rotavirus humanos fueron visualizados a partir de cortes ultrafinos de mucosa
duodenal. Inmediatamente, otros rotavirus fueron identificados en heces por microscopia
electronica (Flewett et al., 1973; Bishop et al., 1974; Kapikian et al., 1974; Middleton et al.,
1974).

Pronto se establecio que los rotavirus eran un importante agente etiolégico de diarrea en
nifos y jévenes, causante de entre el 35y 50 % de las hospitalizaciones por gastroenteritis
durante los dos primeros anos de vida -ilustrado en figura 2.- (Kapikian, 1993).

Teswioping Countres

FIGURA 2. Estimacion de la importancia de cada uno de los agentes causantes de
diarrea grave que requieren hospitalizacion de nifios y jovenes en paises desarrollados
y en paises en vias de desarrollo (Kapikian, 1993).

Con los conocimientos actuales y con las técnicas presentes se dispone de un mejor
diagnéstico de los agentes etioldgicos de las diarreas infantiles. En la actualidad, el agente
viral mas frecuentemente encontrado en nifios menores de 5 afios con gastroenteritis
aguda son los rotavirus grupo A, causantes del 25 al 65% de gastroenteritis graves
infantiles. El segundo agente encontrado son calicivirus (7-22%), y el tercer lugar se lo
disputan astrovirus y adenovirus, con un 2-9% y 2-6% respectivamente (Bon et al., 1999;
Marie-Cardine et al., 2002; Goodgame, 2003; Simpson et al., 2003; Wilhelmi et al., 2003).

Aunque los rotavirus humanos fueron descubiertos en 1973, cabe mencionar que en 1963
Adams y Kraft describieron la presencia de particulas virales en cortes ultrafinos de tejido
intestinal de un ratén infectado con el virus EDIM (Epizootic Diarrhea of Infant Mice virus).
Esas particulas eran muy similares a las encontradas por Bishop y colaboradores en
extractos fecales de nifios con gastroenteritis aguda (Bishop et al., 1973). En ese mismo
ano, 1963, Malherbe y Harwin (Malherbe y Harwin, 1963) aislaron particulas viricas de 70
nm que denominaron SA11 (del inglés “simian agent 11”) aisladas del tejido rectal de un
mono vervet sano. Este aislado fue propagado en una linea celular procedente de tejido de
rindn de esa misma especie de simio. Ademas, en 1969 Mebus y colaboradores (Mebus et
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al., 1969) demostraron la presencia de particulas de 70 nm en heces de terneras con
gastroenteritis, y demostraron su capacidad infectiva tras ser replicadas mediante calvas.

MORBILIDAD Y MORTALIDAD

Hasta el descubrimiento de los rotavirus, sélo una pequefia proporcion de gastroenteritis
graves en nifos y neonatos podia ser relacionada con un agente etiolégico (Yow et al.,
1970; Kapikian, 1975). Sin embargo, con la acumulacion de estudios epidemiolégicos tanto
de paises desarrollados como en vias de desarrollo, ha quedado establecido que rotavirus
es uno de los principales agentes etioldgicos de gastroenteritis grave infantil en todo el

mundo.

A partir de datos del Banco Mundial se calcula que cada afo los rotavirus causan
aproximadamente 111 millones de episodios de gastroenteritis que requieren soélo atencion
en casa, 25 millones que requieren la visita clinica, 2 millones que requieren
hospitalizacion y entre 352.000 y 592.000 defunciones en nifios menores de 5 afios (datos
resumidos en tabla 2.). Asi, casi cada nifio menor de 5 afos tendra un episodio de
gastroenteritis causada por rotavirus, 1 de cada 5 necesitara visita médica, 1 de cada 65
sera hospitalizado y, aproximadamente, 1 de cada 293 morira (Parashar et al., 2003).

La incidencia de la enfermedad causada por rotavirus es similar en paises industrializados
y en paises en vias de desarrollo (ver tabla 2.). Sin embargo, los nifios de los paises en
vias de desarrollo mueren con mas frecuencia, posiblemente por un cumulo de factores
como un peor acceso a la terapia de rehidratacion y una mayor prevalencia de
desnutricion. Se ha calculado que 1.205 nifios mueren cada dia debido a una
gastroenteritis causada por rotavirus y que el 82% de estas muertes ocurren en los paises
mas pobres. El riesgo de mortalidad infantil por una gastroenteritis causada por rotavirus
es de 1 entre 48.680 en los lugares con mayor poder adquisitivo y de 1 entre 205 en los
lugares con menor fuente de ingresos (Parashar et al., 2003).

TABLA 2. Incidencia global de la enfermedad causada por rotavirus en nifios menores
de 5 afios (Parashar et al., 2003).

Numero de episodios de la enfermedad de rotavirus

Paises en vias de desarrollo  Paises industrializados Total
Atencion en casa 104.280.000 7.122.000 111.402.000
Atencion clinica 23.233.000 1.781.000 25.017.000
Atencion hospitalaria 1.920.000 223.000 2.143.000

En los paises industrializados la amplia distribucion de rotavirus en la comunidad se
encuentra reflejada por la universal adquisicion de anticuerpos séricos en edad temprana.
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La alta prevalencia de anticuerpos contra rotavirus se mantiene en la vida adulta,
sugiriendo la existencia de reinfecciones subclinicas.

3. VIAS DE TRANSMISION DE ROTAVIRUS

Los rotavirus se transmiten por la via fecal-oral. Se ha especulado sobre su transmision
respiratoria pero las evidencias son, por el momento, circunstanciales (Gurwith et al., 1981;
Vollet et al., 1981; Zheng et al., 1991). Se encuentra poco documentada la fuente de
infeccidon en nifios que no han estado en contacto con otros nifios infectados. Se especula
que el contagio pudiere provenir de infecciones subclinicas que cursan los individuos que
rodean al neonato (Engleberg et al., 1982; Grimwood et al., 1983). En cambio esta bien
documentado la liberacion de rotavirus del tracto intestinal de un individuo infectado antes
de manifestar la diarrea e incluso una vez la diarrea ha cesado (Pickering et al., 1988).

Su resistencia a la inactivacion fisica mostrada en experimentos con rotavirus humanos y
animales frente diferentes temperaturas puede ser una de las causas de su eficiente
transmision (Estes et al., 1979; Moe y Shirley, 1982; Keswick et al., 1983; Ansari et al.,
1991). Un rotavirus de ternera retuvo su infectividad en heces durante 7 meses a
temperatura ambiente (Morris et al, 1975). Otras observaciones que sugieren la
contaminacion ambiental como fuente de infeccion son la persistencia de infecciones en
guarderias y la alta frecuencia de infecciones nosocomiales de rotavirus en hospitales.
También su habilidad en retener su infectividad una vez desecado en superficies bajo
diferentes condiciones puede contribuir a su transmision (Wilde et al., 1992; Abad et al.
1994). Por contra, una humedad relativa alta (superior al 80%) resulta en una rapida
pérdida de infectividad en rotavirus humanos (Ansari et al., 1991). Una desinfeccion
efectiva del material contaminado y una cuidadosa limpieza de las manos constituye una
de las mas importantes medidas para evitar la transmisidén de la infeccion por rotavirus
(Black et al., 1981).

Los rotavirus han sido detectados en muchas superficies de guarderias, y en un estudio
controlado se demostré que si la superficie contaminada con rotavirus era pulverizada con
desinfectante no se producia infeccién sobre individuos voluntarios (Lloyd-Evans et al.,
1986; Ward et al., 1991; Butz et al.,, 1993). Esta aproximacion puede ser aplicable en
centros y hospitales para reducir la alta frecuencia de infeccion nosocomial, pero no se
puede obviar la necesidad del desarrollo de una immunoprofilaxis (Lloyd-Evans et al.,
1986).

La deteccion de rotavirus en agua potabilizada para el consumo humano (Deetz et al.,
1984; Keswick et al., 1984; Gratacap-Cavallier et al., 2000) o de la existencia de brotes
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epidémicos originados por consumo de agua contaminada (Hopkins et al., 1984; Hung et
al., 1984; Ansari et al., 1991) esta bien documentada. En marisco cercano a vertidos de
aguas no depuradas también se ha detectado la presencia de rotavirus (Le Guyader et al.,
2000).

También se ha especulado sobre el papel de los animales como fuente de rotavirus
infecciosos para humanos. El hecho que ciertos rotavirus animales compartan antigenos
de neutralizacion con rotavirus humanos y que ciertos rotavirus animales hayan infectado
humanos de forma natural o que hayan intercambiado material genético con rotavirus
humanos refuerza esta hipotesis (Nakagomi y Nakagomi, 1993). De todas maneras este
tipo de transmision interespecie parece ser muy rara en la mayor parte del mundo, aunque
la cepa humana-bovina reassortant 1321 o una humana-porcina reassortant parecen ser
endémicas en areas como India y Brasil respectivamente (Das et al., 1993; Gouvea et al.,
1999).

El periodo de incubacion de la enfermedad se ha estimado ser inferior a 48 horas
(Davidson et al., 1975), aunque experimentos realizados a voluntarios a los cuales se les
administré rotavirus oralmente desarrollaron la enfermedad entre las 24 y 56 horas
(Kapikian et al., 1983a; Kapikian et al., 1983b).

4. PROFILAXIS

La vacunacion es probablemente la unica medida de control que tendria realmente un
impacto significativo en la incidencia de la enfermedad. De entre todos los serogrupos, los
rotavirus del grupo A son los realmente importantes desde el punto de vista de la salud
publica, ya que infectan a nifios y a crias de muchos animales. Existe reaccion cruzada
entre algunos antigenos de rotavirus de diferentes serotipos. La primera infeccién de
rotavirus en un nifo que no ha estado expuesto al virus produce una respuesta
inmunoldgica especifica a los antigenos de la capside. Esta respuesta se va ampliando
gracias a las siguientes exposiciones, y protege contra mas serotipos. El rapido desarrollo
de la immunidad tras la infeccion natural fue lo que determiné la insistencia en el desarrollo
de una vacuna contra rotavirus (CCDR, 2003).

Las primeras vacunas disefiadas contra rotavirus se basaron en la aproximacion
jenneriana, es decir, utilizando cepas de rotavirus vivas, atenuadas y antigénicamente
relacionadas pero de origen no humano (Kapikian, 1994). Esta aproximacion se baso en la
teoria de que las cepas de rotavirus de origen animal y humano compartian un antigeno de
grupo comun, y que animales de experimentacion inmunizados con cepas de otros
animales presentaban un bajo riesgo de contraer la enfermedad. Las dos primeras

21



Introduccién

vacunas jennerianas fueron desarrolladas con las cepas bovinas RIT4237 y WC3 (Vesikari
et al., 1984; Clark et al., 1996). Estudios para analizar el grado de proteccion que conferian
en nifos entre 2 y 18 meses de edad desvelaron una eficacia muy variable. Una tercera
vacuna jenneriana fue desarrollada utilizando la cepa simia MMU18006, la cual compartia
especificidad neutralizante con las cepas de rotavirus humanos G3. Ademas crecia
facilmente en cultivo celular. Pero los nifios vacunados presentaban una gran reaccion (3 6
4 dias de fiebre tras la vacunacion) y el grado de protecciéon que conferia era muy variable
(Parashar et al., 1998). Actualmente se sigue trabajando en ella intentando mejorar su
capacidad protectora (Hoshino et al., 2002)

Las siguientes generaciones de vacunas fueron disefiadas de manera que incluyeran mas
de un serotipo. La capacidad de los rotavirus a mezclar sus fragmentos gendmicos
(reassortar) durante infecciones mixtas in vifro permitia la produccién de vacunas
reassortants o aproximaciones de vacunas jennerianas modificadas. En agosto de 1999 se
licencio en Estados Unidos la vacuna tetravalente reassortant de rotavirus humanos y el
simio RRV (Parashar et al., 1998). Esta vacuna se componia de los G-tipos mas comunes
encontrados en las cepas de origen humano: G1, G2, G3 y G4. El resto de proteinas
pertenecian a la cepa de rotavirus RRV (Kapikian et al., 1996). Tras la administracion de
esta vacuna en los programas de vacunacion infantiles en Estados Unidos, y después de
la inmunizacion de casi 1 millén de nifios, aparecieron varios casos de intususcepcion
(obstruccion del intestino debido a una invaginacion de éste) asociados a la vacuna. El
riesgo mas grande de intususcepcion se encontraba entre los dias 3 y 10 tras la primera
de las tres dosis orales. La vacuna fue retirada 9 meses después del inicio de su
comercializacion (CCDR, 2003).

Actualmente solo se encuentra licenciada y se administra la vacuna monovalente
G10P[12] de rotavirus para ovejas en China, la LLR -Lanzhou Institute of Biological
Products- (Cunliffe et al., 2002b). De las siguientes nuevas vacunas candidatas soélo 2 han
alcanzado la fase Il de experimentacion. Una de ellas, Rotateq (Merck), es una vacuna
pentavalente basada en una cepa de rotavirus bovina (WC) combinada mediante el
fendmeno de reassortment con los G-tipos y P-tipos mas comunes en humanos (G1, G2,
G3, G4 y P[8)]) (Clark et al., 1996). Hasta el momento ha superado la fase Il y Il del
estudio, y confiere una buena proteccion frente la infeccion de rotavirus. La segunda
candidata, la vacuna Rotarix 89-12 (GlaxoSmithKline), es una vacuna viva atenuada
monovalente humana (G1P[8]) que se encuentra en fase Il y lll de evaluacion. En los
primeros ensayos mostraba una gran eficacia protectora (Bernstein et al., 1999).

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda enérgicamente el desarrollo rapido de

una vacuna nueva y segura contra los rotavirus para los paises industrializados v,
sobretodo, para los paises en vias de desarrollo.
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Objetivos

1. Desarrollar y evaluar un método de concentracion, deteccion y cuantificacion de

rotavirus humanos del grupo A a partir de muestras de agua residual.

2. Estudio de la estacionalidad de rotavirus en agua residual de Barcelona asi como la

potencial correlacion con casos clinicos.

3. Determinar los G y P genotipos de rotavirus del grupo A circulantes en el agua residual

de Barcelona.
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CAPITULO 1

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE
CONCENTRACION, DETECCION Y
CUANTIFICACION DE ROTAVIRUS DEL
GRUPO A EN AGUA RESIDUAL
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Capitulo 1: Antecedentes

1.1. ANTECEDENTES

Los motivos para aislar los virus presentes en el ambiente pueden ser muy diversos, desde
demostrar posibles vias de transmision de un determinado brote como identificar posibles
reservorios naturales de los virus. Los virus entéricos comparten la via de transmision
fecal-oral (ver tabla 1.1.). El medio acuoso, superficies inanimadas, alimentos, etc. son
posibles vehiculos de transmisién de éstos virus. Pero dado que la carga viral presente en
el ambiente suele ser bastante baja, la deteccidn virica presenta dos puntos criticos: la
eficiencia del método de concentracion virica empleado para reducir el volumen de trabajo
y la sensibilidad del método de deteccién (Katzenelson, 1974). A lo largo de los afos, ante
el conocimiento de la importancia de los virus entéricos presentes en el ambiente, se han
ido disefiando diferentes metodologias a fin de obtener una perspectiva global e intentar
conocer la conexion entre el reservorio ambiental y la transmision de la enfermedad.
Algunos de los métodos empleados para la captura y/o concentracion virica a partir del
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medio acuoso se hallan en la tabla 1.2. donde se muestran las ventajas y desventajas de
cada uno de ellos.

TABLA 1.1. Virus entéricos humanos que pueden ser transmitidos por medio acuatico
(Tabla adaptada de Bosch, 1998).

Género Nombre comun Enfermedad que causa
Enterovirus Poliovirus paralisis, meningitis, fiebre
Coxsackievirus A, B herpangina, meningitis, enfermedades respiratorias, fiebre,

miocarditis, anomalias coronarias, enfermedad de manos,
boca y pies, etc.

Echovirus meningitis, fiebre, enfermedades respiratorias, gastroenteritis,
urticaria
Hepatovirus Hepatitis A hepatitis
Reovirus Reovirus humanos desconocida
Rotavirus Rotavirus humanos gastroenteritis
Mastadenovirus Adenovirus humanos gastroenteritis, enfermedades respiratorias, conjuntivitis
Calicivirus Calicivirus humanos gastroenteritis
Norovirus gastroenteritis, fiebre
Sapovirus gastroenteritis
Hepatitis E hepatitis
Astrovirus Astrovirus humanos gastroenteritis
Parvovirus Parvovirus humanos gastroenteritis
Coronavirus Coronavirus humanos gastroenteritis, enfermedades respiratorias
Torovirus Torovirus humanos gastroenteritis

Los métodos mas utilizados para la etapa de concentracion de virus a partir de muestras

de agua son los siguientes:

- Los métodos basados en la previa adsorcion de los virus a algun soporte y posterior
elucidn para recuperarlos (ver tabla 1.3.). Entre estos soportes destacan las membranas
electronegativas (Katayama et al., 2002), las membranas electropositivas (Sobsey y Glass,
1980; Smith y Gerba, 1982; Raphael et al., 1985; Mehnert y Stewien, 1993; Gilgen et al.,
1997; Li et al., 1998; Abbaszadegan et al., 1999; Queiroz et al., 2000), el polvo de vidrio
(Schwartzbrod y Lucena, 1978; Gajardo et al., 1991), lana de vidrio (Vilaginés et al., 1997),
el hidroxido de aluminio (Farrah et al., 1978), diéxido de silice (Leisinger y Metzler, 1997;
Baggi y Peduzzi, 2000), etc.

- Los métodos basados en la precipitacion de los virus en suspension, mediante
floculaciéon organica (Guttman-Bass y Armon, 1983), sulfato amédnico (Shields y Farrah,
1986; Bosch et al., 1988a) o hidroextraccion con polietilenglicol (Ramia y Sattar, 1980;
Lewis y Metcalf, 1988; Li et al., 1998; Mignotte ef al., 1999; Casas y Sunen, 2002).

- El método de la ultracentrifugacion (Mehnert y Stewien, 1993).
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TABLA 1.2. Procedimientos propuestos para la concentracion de virus a partir de muestras
de agua (Gerba, 1983; Metcalf et al., 1995).

Método Principio Ventajas Desventajas Bibliografia
Plataforma de gasa Adsorcién a una matriz de Aplicable a grandes Recuperacion virica muy Fattal, 1974
o algodén algodon y posterior elucion a pH  volimenes y en aguas baja y no reproducible.
8-9. altamente contaminadas.
Econdémico
Hidroextraccién Adsorcién a una bolsa de dialisis Simple y econédmico. Recuperacioén entre el 3- Wellings et al.,
fabricada con un polimero de PM Aplicable en etapa de 30% con PEG. Incubacion a 1976;

entre 4.000 y 20.000 (PEG).

También se utiliza el Carbowax
20.000 (tamafio de poro de 25
A).

reconcentracion. Volumen
inicial pequefio.
Recuperacién del 90-100%
con Carbowax.

4°C para evitar inactivacion
virica.

Carbowax sélo aplicable en
aguas con muy poca carga
viral.

Lewis y Metcalf,
1988
Bitton, 1980

Separacion en dos
fases

Captura virica en uno de los 2
polimeros organicos (PEG y
DEAE) disueltos con el agua.
Proceso dependiente del pH y de
la fuerza idnica.

Simple y econémico.
Volumen inicial pequeno.

Recuperacién muy variable
(5-100%). EI DEAE puede
inactivar ciertos virus. El
proceso es lento.

Lund y Hedstrom,
1966; Schuval et

al., 1969; Poyry et
al., 1988

Ultracentrifugacion  Sedimentacion virica a alta Alta recuperacion. Alto coste. Mehnert et al.,
velocidad. 1997
Congelacion Incubacion a -15°C en continua  Simple y econémico. Inviable. Bitton, 1980
agitacion. Los virus no son
atrapados en los cristales de
hielo y pueden ser recogidos en
la fase acuosa no congelada.
Ultrafiltracion Retencion de las particulas en Gran recuperacion virica. No aplicable en aguas Bitton, 1980
funcién de su tamanfo. Aplicable en etapa de turbias por colapso de los
reconcentracion. poros. Necesaria una
prefiltracion.
Electroforesis Migracion de los virus hacia el Buen sistema en Inviable para grandes Bier y Cooper,
anodo en tampo6n pH neutro. combinacion con las volumenes. 1967.
Elucién cambiando la polaridad membranas de dialisis.
de la corriente.
Adsorcion a Retencion por fuerzas Eficiente retencion. Coexisten dos limitaciones: (tabla 1.3.)
superficies: electroestaticas. Los virus son capacidad de adsorcién y

particulas hidrofilicas coloidales
con carga eléctrica dependiendo
del pH del medio. En los medios
acuosos naturales se encuentran
cargados negativamente.

capacidad de elucion.
Mayor manipulacién de la
muestra. Algunos
componentes son
inhibidores de técnicas
moleculares posteriores.
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TABLA 1.3. Procedimientos de adsorcion a superficies utilizados para la

concentracién de virus.

Método Ventajas Desventajas Bibliografia
Filtros de membrana Aplicables a grandes volimenes  Antes requiere ajustar la Metcalf, 1961; Wallis y
cargados y en aguas altamente concentracion de sales Melnick, 1967
negativamente contaminada cationicas y el pH

Filtros de membrana
cargados positivamente

Aplicables a grandes volumenes
de agua

Solo utilizados en aguas limpias

Sobsey y Glass, 1980;

Polielectrolitos
insolubles

Aplicables a grandes volumenes
de agua

Eficiencia de recuperacion
variable

Wallis et al., 1969

Precipitados de sales,
hidréxido de aluminio,
hidréxido férrico

Aplicable a pequefios volumenes
y en aguas altamente
contaminadas

Elucién con proteina y
eficiencia de recuperacion
variable

Wallis y Melnick, 1967

Polvo de talco

Aplicable a grandes volimenes

Elucién con proteina a pH 9.
Inhibicién de posteriores
técnicas moleculares

Sattar y Westwood,
1976; Sattar y Ramia,
1979

Oxidos de hierro
(F6203, F6304)

Aplicable a pequefios volumenes
y en aguas altamente
contaminadas

Elucién con proteina a pH 9.
Inhibicién de posteriores
técnicas moleculares

Bitton y Mitchell, 1974

Polvo de vidrio

Aplicables a grandes volumenes
de agua. Recuperacion alta

Necesidad de ajuste del pH
antes y después de la
concentracion.

Schwartzbrod y
Lucena, 1978

Lana de vidrio

Aplicables a grandes volumenes
de agua

Eficiencia de recuperacion
variable

Vilaginés et al., 1993

Bentonita

Aplicable a pequefios volimenes
y en aguas altamente
contaminadas

Recuperacion maxima del 50%

Moore et al., 1979

Sulfato de Protamina

Aplicable a pequefios volumenes
y en aguas altamente
contaminadas

Eficiencia de recuperacion
variable segun el virus

England, 1972

Muchas veces se utilizan combinaciones de varios métodos para mejorar la recuperacion
(Katzenelson et al., 1976; Lewis y Metcalf, 1988; Toranzos y Gerba, 1989). Una segunda
posibilidad propuesta por Kittigul y col. (2001) es la de utilizar la evaporacion
conjuntamente con la centrifugacion mediante SpeedVac después de una primera etapa
de concentracién, para reducir aun mas el volumen obtenido en la primera concentracion

(Kittigul et al., 2001).

La utilizacién posterior de técnicas moleculares para la deteccion de los virus hace
importante la eliminacion de factores que puedan inhibirlas y el grado de pureza de los
virus recuperados. Existe una gran variedad de estrategias para tal fin como son la dialisis,
el tratamiento con proteinasa K, la extraccion con solventes, la filtraciéon mediante polvo de
vidrio, la adsorcion y precipitacion de acidos nucleicos, la sublimacion, la PCR de captura
antigénica y la replicaciéon mediante cultivo celular (Bosch, 1998).

Para detectar rotavirus en diferentes tipos de aguas han sido utilizados y evaluados
distintos métodos o combinaciones de diferentes métodos (Smith y Gerba, 1982; Bosch et

32



Capitulo 1: Antecedentes

al., 1988a; Jothikumar et al., 1995; Dubois et al., 1997; Leisinger y Metzler, 1997; Mehnert
et al., 1997; Queiroz et al., 2000 y 2001; Kittigul et al., 2001; Casas y Sunen, 2002). En un
estudio precedente en nuestro laboratorio se liofilizaron diferentes volumenes de 1 ml de
agua residual y se detecto la presencia de rotavirus (Gajardo et al., 1995). En dicho
estudio se calcul6 que era posible detectar mediante RT-PCR-Nested hasta 20 MPN/ml de
una suspension de rotavirus inoculada experimentalmente en agua residual. Dicha
metodologia fue aplicada posteriormente para la deteccion de otros virus entéricos como
astrovirus (Pint6 et al., 2001).

En el presente capitulo se ha intentado optimizar dicho método para su aplicacion a
muestras de agua residual. El principio fisico de la liofilizacién (o sublimacion) se basa en
el desecado de la materia a partir de un estado congelado. Mediante este método se
eliminan compuestos volatiles, muchos de ellos inhibidores de posteriores técnicas
moleculares, permitiendo recuperar los virus incluso en estado infeccioso. Por otra parte,
hemos evaluado la eficiencia de recuperacion virica mediante la aplicacién de una técnica
cuantitativa molecular basada en una RT-PCR a tiempo real.
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1.2. MATERIAL Y METODOS

1.2.1. CONCENTRACION VIRICA POR LIOFILIZACION

Para concentrar el agua residual mediante liofilizacién se congelaba un volumen de 50 ml
de agua residual en un contenedor, se perforaba el tapédn del mismo con una aguja para
permitir un cierto intercambio de gases y se colocaba en un liofilizador Bench Top 3
(Virtis). Durante un minimo de 48 horas la muestra fue sometida a -60°C y 30 miliTorr de
presion de vacio. Una vez liofilizada la muestra se resuspendia en 0.5 ml de H,O
desionizada (MilliQ) libre de DNAsas y RNAsas o se almacenaba a 4°C hasta su
procesamiento.
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1.2.2. DETECCION MOLECULAR DE ROTAVIRUS DEL GRUPO A POR RT-PCR DE UN
FRAGMENTO DEL SEXTO SEGMENTO

1.2.2.1. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Se utilizé el método descrito por Boom y colaboradores en 1990 detallado a continuacion.

Homogeneizacion de 50 ul del concentrado de agua residual en 0.9 ml de tampon L6 y
40 ul de solucidn de silice. Incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugacion 15 segundos a 12.000 xg para descartar el sobrenadante.

Lavado del pellet dos veces con tampon L2, dos mas con etanol 70% y uno final con
acetona.

Incubacion del pellet durante 10 minutos a 56°C en el mismo tubo con la tapa abierta.
Adicion de 50 pl de tampon de elucion y agitacion suave. Incubacion durante otros 10
minutos a 56°C con el tubo completamente cerrado y centrifugacion a 12.000 xg
durante 2 minutos.

Recuperacion del sobrenadante evitando aspirar restos de silice. En todo el proceso se
utilizaba material libre de DNAsas y RNAsas.

1.2.2.2. TRANSCRIPCION REVERSA Y AMPLIFICACION POR PCR DE UN FRAGMENTO
DE 186 pb DEL SEXTO SEGMENTO DE ROTAVIRUS

El RNA virico se retrotranscribia in vitro utilizando el enzima M-MuLV-RT Expand Reverse

Transcriptase (Roche). Una vez obtenido el cDNA, se amplificaba mediante la técnica de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando una mezcla de dos polimerasas: la

Tag DNA polimerasa y la Pwo DNA polimerasa (Expand High Fidelity PCR System,

Roche). Se eligieron unos primers que hibridaban en una region muy conservada en todos
los aislados de rotavirus del grupo A conocidos: VP6-3 (*GCT TTA AAA CGA AGT CTT
CAA C)y VP6-4 (°GGT AAA TTA CCA ATT CCT CCA G) (Dr. Jean Cohen, comunicacion
personal). El protocolo se detalla a continuacion.
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1 ul extracto acidos nucleicos + 9 pl H,O
Choque térmico 5’ a 99°C
Se colocaba inmediatamente en hielo

Preparacion de la mezcla de reaccion para la RT

Componente Volumen Concentracion final
5X Tampén de RT Expand 4 ul 1X

100 MM DTT 2ul 10 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2ul 0.2 mM

0.1 mM primer VP6-3 0.2 ul 1uM

0.1 mM primer VP6-4 0.2 ul 1uM

50 U/ul Transcriptasa Reversa Expand 0.1 5U

H>O desionizada libre DNAsas y RNAsas 1.5u

Extracto acidos nucleicos 1/10 10 ul

Volumen total 20 pl

Incubacién 1h 50°C

Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR

Componente Volumen Concentracion final
10X Tampoén de PCR Expand 5u 1X

con 15 mM MgCl, 1.5 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM

0.1 mM primer VP6-3 0.25 pl 0.5 uM

0.1 mM primer VP6-4 0.25 ul 0.5 uM

3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 ul 0.5U

H-O desionizada libre DNAsas y RNAsas 29.35 pl

Producto de la reaccion RT 10 pl

Volumen total 50 pl

Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos

Desnaturalizacion inicial | o | eCc | X
Desnaturalizacion 1 94°C

Hibridacion 1 50°C 40X

Extension VY | T2XC ]
Extension final 10’ 72°C 1X

Finalizado el proceso, 10 ul del producto amplificado eran sometidos a electroforesis en un
gel de agarosa al 2% en TBE 1X. El gel era teifido con bromuro de etidio o GelStar y los
amplimeros eran visualizados mediante luz ultravioleta en un amplificador de imagenes
(ImageMaster VDS, AMERSHAM BIOSCIENCES).

1.2.2.3. CONFIRMACION MEDIANTE HIBRIDACION-SOUTHERN BLOT

Se eligio la hibridacién-Southern blot como sistema de confirmacion de la naturaleza del
amplimero porque, ademas, incrementaba la sensibilidad del método de deteccion
molecular. La sonda disefiada "probe VP6" (° CAA ATG ATA GTT ACT ATG AAT GG)
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conjugada con digoxigenina era especifica de una region interna del amplimero y
reconocia una region del segmento 6 muy conservada entre los aislados de rotavirus del
grupo A conocidos.

En primer lugar se transferia el DNA del gel de agarosa a una membrana de nylon. Para
ello se cortaba el gel con un bisturi conservando el area de los amplimeros y se incubaba
durante 15 minutos en 150 mM NaOH 4°C. Después se realizaba un lavado con TBE 0.5X
a 4°C durante otros 10 minutos. Entre tanto se humedecia una membrana de nylon
cargada positivamente (Roche) con TBE 0.5X. EI DNA del gel se transferia a la membrana
mediante electroforesis durante 60 minutos a 60 voltios (200-220 miliamperios). El DNA
transferido era inmovilizado mediante exposicion a luz UV durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Adicionalmente, la membrana era incubada durante 20 minutos en el interior de
una estufa de vacio a 120°C y almacenada a 4°C si no se proseguia con el protocolo
inmediatamente.

En segundo lugar, se procedia a la hibridacion. Se colocaba la membrana en una bolsa
sellada con 2 ml de solucion de prehibridacion y se incubaba durante 18 horas a 42°C.
Transcurrido este tiempo, se transferia a otra bolsa con 2 ml de solucién de hibridacién
que contenia 5 pmol/ml de la sonda especifica "probe VP6", y se incubaba durante 2 horas
a 42°C. Posteriormente se realizaban una serie de lavados en 2X SSC, 2X SSC al 1%SDS
y en 0.5X SSC al 1%SDS de 15 minutos de duracién cada uno. Se estabilizaba la
membrana en tampon | (ver apéndice |) y se bloqueaba durante 30 minutos con una
solucion bloqueante (ver apéndice ). Cumplido este tiempo se colocaba la membrana en
contacto con una dilucion 1:25000 del anticuerpo anti-digoxigenina-conjugado con
fosfatasa alcalina (Roche) diluido en solucién bloqueante. Transcurridos 30 minutos, se
realizaban 2 lavados de 15 minutos con tampén |, y se continuaba inmediatamente con el
revelado.

Finalmente se procedia al revelado. Para ello se estabilizaba la membrana con tampoén
fosfatasa durante 2 minutos. Se colocaba en una bolsa sellada con 1:100 CSPD (Roche)
diluido en el mismo tampdn. Se incubaba 15 minutos a 37°C para permitir la reaccion de la
fosfatasa alcalina, se colocaba en contacto con un film fotografico CURIX RP2 100 NIF
(AGFA) en el interior de un cassette GEVAMATIC 18x24 cm (AGFA-GEVAERT) y se
exponia entre 45 y 90 minutos. Todo ello se llevaba a cabo en una habitacion oscura. Se
sumergia el film en revelador radiografico para revelado manual G150 (AGFA) durante 4
minutos, se lavaba en agua, se volvia a sumergir en fijador rapido para fijado manual G350
(AGFA) durante 4 minutos mas y se aclaraba en agua.
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1.2.3. CUANTIFICACION MOLECULAR DE ROTAVIRUS GRUPO A MEDIANTE RT-PCR A
TIEMPO REAL DEL SEXTO SEGMENTO

La cuantificacion del numero de moleculas de RNA presentes en el agua residual se llevd
a cabo mediante RT-PCR a tiempo real con los aparatos 7700 y 7900 HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) de la unidad de Gendmica de los Serveis
Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona. Estos termocicladores llevan incorporados
un lector de fluorescencia que registra la fluorescencia emitida a lo largo del programa de
PCR. Se escogid el kit de reactivos individuales (PE Biosystems) que incluia el
fluorocromo SYBR Green. Se utilizd el formato de placa de 96 pocillos cerrados con
tapones opticos (PE Biosystems).

El RNA virico se retrotranscribia tal y como se detalla en el apartado 1.2.2.2. Una vez
obtenido el cDNA se realizaba la PCR cuantitativa tal y como se detalla a continuacion.

Preparacion de la mezcla de reaccién para la PCR a tiempo real
Componente Volumen Concentracion final
10X Tampodn de PCR con SYBR Green 2.5l 1X
25 mM MgCl, 1.5u 1.5 mM
12.5 mM dATP, dCTP, dGTP y dUTP 2 ul 1 mM
0.1 mM primer VP6-3 0.25 ul 1uM
0.1 mM primer VP6-4 0.25 ul 1uM
5 U/ul AmpliTaq Gold 0.125 ul 0.625 U
1 U/ul Amperasa 0.25 pl 0.25U
H20 desionizada libre DNAsas y RNAsas 13.125 pl
cDNA (producto de la RT) 5ul
Volumen total 25 pul
Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos
Actividad Amperasa 2' 50°C 1X
Activacion AmpliTaq Gold 10' 95°C 1X
Desnaturalizacion 15" 96°C
Hibridacion 1 51°C 50X
Extension 1 73°C
Lectura de fluorescencia 30” 75.5°C

Las lecturas de emisién de fluorescencia se analizaron mediante el programa informatico
S. D. S. 1.9 (sistema Mac) en el caso del aparato 7700 o S. D. S. 2.0 (sistema PC) en el
caso del aparato 7900, para visualizar el incremento de DNA sintetizado a lo largo del
programa de PCR.

Una vez finalizado el programa de PCR se realizaba un programa adicional para conocer
la/s temperatura/s de fusion de los amplimeros resultantes. Se desnaturalizaban los
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amplimeros durante 1 minuto, se rehibridaban a 60°C durante 1 minuto y se realizaba una
lenta subida de temperatura (19 minutos y 59 segundos) hasta la completa
desnaturalizacion de todos los amplimeros. Era durante este gradiente de temperatura
cuando se registraban los decrementos de emision de fluorescencia debido a la
desnaturalizacion de las dobles cadenas de DNA. Calculando la derivada de tales valores,
se obtenia la curva de disociacion de cada uno de los amplimeros a lo largo del gradiente
de temperatura. La temperatura a la cual existia un decremento maximo de la
fluorescencia correspondia a la temperatura de fusion del amplimero.

Desnaturalizacion 1 95°C
Hibridacion 1 60°C rampa en 19:59 (20")
Desnaturalizacién 1 95°C

La aparicion de mas de una curva de disociacion era indicativa de la existencia de mas de
un producto de DNA amplificado.

1.2.4. CONSTRUCCION DE UN RNA PATRON

Para conocer la concentracion de moléculas de dsRNA virico se requeria de un dsRNA de
concentracién conocida para confeccionar una recta patron. Este dsRNA patron debia
tener una longitud similar al dsRNA virico para que incorporara una cantidad de moléculas
de SYBR Green similar a las que incorporaria el dsRNA virico. Asimismo debia hibridar
completamente con los mismos primers que el dsRNA virico para evitar diferencias de

eficiencia durante el proceso de la RT-PCR.

Es por ello que se procedi6 a la construccion de un RNA de cadena doble a partir del RNA
de la cepa de rotavirus Wa. Para poder distinguirlo del RNA virico se deleccionaron 48 pb.
Para obtener grandes cantidades de RNA se transcribid in vitro. Para obtener el RNA de
cadena doble se transcribié tanto la cadena positiva como la cadena negativa y se
mezclaron a partes iguales una vez conocida la cantidad obtenida de cada una de ellas.

A continuacion se muestra un esquema resumen de la metodologia aplicada para la
obtencién del RNA patrén (figura 1.2.4.).
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FIGURA 1.2.4. Esquema ilustrativo de la construccion del dsRNA patron.
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VECTOR DE CLONAJE

El vector de clonaje utilizado fue el plasmido pCAP® -nimero de acceso AG001614-
(Boehringer Mannheim) de 3128 pb que contiene el gen de resistencia a ampicilina y un
gen que codifica una proteina activadora de un catabolito letal. En el interior de éste ultimo
gen se encuentra la Unica diana de restriccion para la nucleasa M/u NI. Este enzima
confiere extremos romos. Todos aquellos transformantes que religuen el plasmido con un
inserto de DNA alteraran la pauta de lectura del gen letal y multiplicaran normalmente.
Todos aquellos transformantes que religuen el plasmido sin un inserto no alteraran el gen
letal y no proliferaran. Este vector también posee los promotores de las RNA polimerasas
SP6 y T7 para la posterior transcripcion in vitro del DNA insertado.

OBTENCION DEL FRAGMENTO DE DNA A CLONAR

Para la obtencion del DNA a insertar se realizé una RT-PCR de un fragmento de 186 pb
del sexto segmento a partir del dsRNA del rotavirus Wa. Con la intencion de deleccionar
48 pb internos del amplimero, se utilizd un primer que introdujo una diana de restriccion
para la nucleasa Mbo |. Para ello se realiz6 el procedimiento detallado a continuacion.

1. Se sintetizd el cDNA de un fragmento de 186 pb del sexto segmento del rotavirus Wa
mediante una retrotranscripcion in vitro a partir del RNA virico. Se utilizo el enzima M-
MuLV y los primers VVP6-3 y VP6-4bis (ver apéndice 1). Este Gltimo primer introduce una
diana Mbo |. El protocolo fue idéntico al descrito en el apartado 1.2.2.

2. El cDNA obtenido se amplificé mediante la DNA polimerasa Pwo (Roche). Este enzima
genera productos de PCR con extremos romos, a diferencia de la Taq que puede finalizar
la sintesis de la cadena de DNA afadiendo una adenosina. El protocolo de PCR fue el

siguiente:
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Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR
Componente Volumen Concentracion final
10X Tampon de PCR 5ul 1X
con 15 mM MgSO4 1.5 mM
2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM
0.1 mM primer VP6-3 0.5 ul 1uM
0.1 mM primer \VP6-4bis 0.5 ul 1uM
5 U/ul Pwo DNA polimerasa 0.15 ul 0.75U
H-O desionizada libre DNAsas y RNAsas 28.85 ul
producto de RT 10 wl
Volumen total 50 pl
Fases de la PCR Tiempo Temperatura |Ciclos
Desnaturalizacion inicial | o | 9eeC WX
Desnaturalizacion 1 94°C
Hibridacion 1 50°C 40X
Extension | v | rZC
Extension final 10’ 72°C 1X

3. El producto de PCR se purifico mediante el kit "High Pure PCR product Purification kit"
(Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto de PCR se completé hasta
100 pl finales con agua desionizada libre de DNAsas y RNAsas y se mezclé con 0.5 ml de
binding buffer. El volumen total se transfiri6 a una columna con un filtro de fibra y se
centrifugd a maxima velocidad (12.000 xg) durante 1 minuto. El filtro se lavé con 0.5 ml y
posteriormente con 0.2 ml de wash buffer. Tras este ultimo lavado, la columna se transfirio
a un nuevo tubo de 1.5 ml y se afiadieron 70 pl de elution buffer. Tras una incubacion de 5
minutos a temperatura ambiente, los acidos nucleicos fueron recuperados del filtro
mediante una centrifugacion de 2 minutos a maxima velocidad.

4. La secuencia virica presentaba una diana para la nucleasa Mbo |. Se generé una
segunda diana mediante mutagenesis dirigida utilizando en la RT-PCR previa con un
primer modificado con la base de interés (el VP6-4bis) variando asi la posicion 159 de la
secuencia del rotavirus Wa numero de acceso del GenBank K02086. Por lo tanto, el DNA
de 186 pb se digerid con la nucleasa Sau 3Al (GIBCO) -isoesquizOmero de Mbo I- para
deleccionar 48 pares de bases internos y poder asi distinguir por tamafo el amplimero
virico del amplimero patron La digestion se llevo a cabo a 37°C durante 16 horas, en un
volumen total de 50 pl. Al dia siguiente se comprobd la presencia de los fragmentos
resultantes mediante un gel de agarosa al 3 % en TBE 1X.

5. EI DNA total producto de la digestion fue precipitado tal y como se detalla a
continuacion.
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- Adicion de 4.3 ul de una solucion 3M de acetato sodico pH 5.2, 3 volumenes de etanol
absoluto enfriado a —20°C y 17.7 pl de una solucién 0.1 M de MgCl, a los 40 pl del
producto de la digestidon. Se incub6 18 h a —20°C.

- Centrifugacion a 12.000 xg durante 30 minutos a 4°C.

- Eliminacién del sobrenadante y adicion de 700 pl de etanol 70 % enfriado a —20°C.

- Centrifugaciéon 5 minutos a 12.000 xg a 4°C y repeticion del paso anterior.

- Deshidratacion del pellet en Speed Vac (SAVANT) durante 5 minutos, resuspension en
50 pl de TE pH 8 y almacenamiento a —20°C.

6. Todos los fragmentos resultantes de la digestion se incubaron durante 16 horas con
Ligasa DNA T4 (Boehringer Mannheim).

Preparacion de la mezcla de reaccién para la ligaciéon
Componente Volumen Concentracion final
10X Tampdn LIGASA T4 5ul 1X
1U/ul LIGASA T4 2 ul 2U
DNA digerido y precipitado 43 ul
Volumen total 50 pl

7. Para obtener el fragmento de DNA deleccionado de 138 pb se realizd una electroforesis
del DNA en un gel de agarosa al 3% en TAE 1X para discriminarlo del resto de fragmentos
ligados y se recuperd mediante purificacion con el kit "High Pure PCR product Purification
kit". Siguiendo las instrucciones del fabricante, el fragmento de gel de agarosa con la
banda de interés se colocé en un tubo de 1.5 ml y se anadié 300 wl de Binding buffer por
cada 100 mg de gel de agarosa. Se incubo 10 minutos a 56°C para conseguir disolver la
agarosa y asi liberar los acidos nucleicos. Se anadié 150 ul de isopropanol por cada 100
mg de gel de agarosa iniciales y se continud con el protocolo descrito en el paso 3.

CLONAJE DEL FRAGMENTO DE DNA EN pCAP

Para la clonacion se utilizé el kit "PCR Cloning Kit (Blunt End)" (Boehringer Mannheim). Se
linealizé el vector con el enzima de restriccion Mlu NI dejando extremos romos. El
fragmento de 138 pb fue insertado al vector linealizado empleando Ligasa DNA T4
siguiendo el protocolo descrito en el paso 6 e incluyendo el vector.

Las células competentes Escherichia coli DH5¢a: (Life Technologies, Invitrogen) fueron
transformadas con el producto de ligacion. Para ello se descongelaron lentamente las
células competentes en hielo y se colocaron 85 ul en un vial de polipropileno Falcon 2059
preenfriado. Se les afadid 20 ul del producto de ligacién y se incubaron durante 30
minutos en hielo, 45 segundos a 42°C y nuevamente en hielo 2 minutos mas. Se les
agreg6 900 ul del medio S. O. C. precalentado a 37°C y se incubaron a 37°C durante 1h
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en agitacion (220 r. p. m.). Posteriormente se sembraron 125 ul del producto de la
transformacion por placa de LB agar suplementada con 100 pug/ml de ampicilina y se
incubaron durante 18 horas a 37°C.

COMPROBACION DE LA EXISTENCIA Y ORIENTACION DEL INSERTO

Una fraccion de cada una de las colonias aisladas se resuspendié en 100 pl de H,O
desionizada. Se realiz6 un choque térmico de 5 minutos a 100°C y se centrifugé durante 2
minutos a 12.000 xg para separar los acidos nucleicos bacterianos. Se recogio el
sobrenadante y se realizé una PCR con los primers P1'y P2 (ver apéndice Il) los cuales
reconocen regiones del vector que flanquean al fragmento insertado (suministrados por el
kit de clonacion).

Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR

Componente Volumen Concentracion final
10X Tampon de PCR Expand 5ul 1X

25 mM MgCl2 4 ul 2mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM

0.1 mM primer P1 1l 2 uM

0.1 mM primer P2 1ul 2 uM

3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.25 pl 0.875 U

H>O desionizada libre DNAsas y RNAsas 28.75 ul

Acidos nucleicos bacterianos 5ul

Volumen total 50 pl

Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos
| Desnaturalizacion inicial | 2 | eec X ]
Desnaturalizacion 40” 95°C

Hibridacion 307 68°C 40X
[Extension 1. a5 o |rC ]
Extension final 7 72°C 1X

El amplificado de DNA se purificé con el kit "High Pure PCR product Purification kit"
(Roche) y se secuencié con uno de los primers del fragmento (primer VP6-3) para
confirmar la existencia del inserto y, a su vez, conocer la orientacion.

El marcaje del DNA se realiz6 mediante PCR utilizando la mezcla de reaccion BigDye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v. 2.0. (Applied Biosystems) tal y como se
detalla a continuacion.

45



Capitulo 1: Material y métodos

Preparacioén de la mezcla de reaccion para la secuenciacion
Componente Volumen Concentracion final
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 4 ul 1X
Reaction
5 uM primer VP6-3 0.64 pl 320 nM
H-O desionizada libre DNAsas y RNAsas 0.36 ul
DNA purificado 5ul
Volumen total 10
Fases de la reacciéon Tiempo Temperatura | Ciclos
Desnaturalizacion 10” 96°C
Hibridacion 5” 50°C 25X
Extension 4 60°C

Los amplimeros marcados fueron posteriormente precipitados. Al producto de la
secuenciacion (10 ul) se le ahadié 64 pl de etanol 95% y 26 ul de H,O desionizada. Se
incub6 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 xg durante 30 minutos.
Al pellet se le agrego 200 ul de etanol 70 % y se centrifugd a 12.000 xg durante 5 minutos.
Decantado el etanol, el pellet fue secado al aire.

La secuenciacion se realizd mediante electroforesis por capilaridad en el aparato ABI
PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems) en la unidad de Gendmica del Parc
Cientific.

CONSERVACION DE LOS CLONES DE INTERES

Se propagaron los clones en 5 ml de medio liquido LB suplementado con 100 ug/ml de
ampicilina a 37°C en agitacion a 220 r. p. m. durante 8h. Pasado este tiempo, las células
fueron centrifugadas a 2.000 xg durante 10 minutos a 4°C. Las células bacterianas fueron
resuspendidas en medio LB suplementado con 100 ug/ml de ampicilina, alicuotadas en
tubos de 1.5 ml con un 15% de glicerol y congeladas a -80°C.

OBTENCION DEL DNA MOLDE PARA LA TRANSCRIPCION IN VITRO

A partir de la suspensién de acidos nucleicos obtenidos a partir de una colonia se realizaba
una amplificacion del DNA con los primers que flanqueaban el fragmento insertado en el
vector (primers P1y P2) tal y como se ha descrito anteriormente pero con 5U/ul del enzima
Pwo DNA polimerasa. El tamano esperado era de 513 pares de bases (incluyendo el
inserto de 138 pb). El primer P1 contenia el promotor transcripcional para la RNA
polimerasa T7.
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Una vez obtenida gran cantidad de DNA con extremos romos, se purificaba por el sistema
fenol-cloroformo detallado a continuacion.

- Dilucion 1:1 (v:v) del producto de PCR con una solucion de fenol saturado con Tris (pH
7-8) :cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).

- Homogeneizacion y posterior separacion de fases por centrifugacion a 12.000 xg
durante 2 min, recuperacion de la fase acuosa superior y dilucién 1:1 (v:v) con la
solucion anterior de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).

- Homogeneizacion, centrifugacion a 12.000 xg durante 2 min y recuperacion de la fase
superior. Dilucién 1:1 (v:v) con una solucion de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

- Homogeneizacion, centrifugacion a 12.000 xg durante 2 min y recuperacion de la fase
superior. Adiciéon de 2 volumenes de etanol absoluto preenfriado a -20°C y 0.1
volumenes de acetato sddico 3 M pH 5.2.

- Incubacion durante 1h a -20°C y centrifugacion durante 30 minutos a 12.000 xg a 4°C.

- Lavado del pellet dos veces por difusion con etanol 70% preenfriado a -20°C y
centrifugacion durante 4 minutos a 12.000 xg a 4°C. Secado del pellet y resuspension
en 50 ul de agua desionizada libre de DNAsas y RNAsas.

CUANTIFICACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DEL DNA

Una vez obtenido el producto de PCR purificado se realizé una lectura de absorbancia a
260 nm para calcular la concentracion obtenida, mediante el espectrofotometro DU 640,
Beckman Coulter. El rendimiento obtenido osilaba entre 0.8 y 1.2 ug/ul de DNA segun la
equivalencia

Una unidad de Agg = 50 pg/ml de DNA de doble cadena.

Una relacion Agego/Azs0 mayor o igual a 1.8 indicaba una pureza 6ptima del DNA.

OBTENCION DEL RNA PATRON MEDIANTE TRANSCRIPCION IN VITRO

Para la obtencién de RNA a partir de los clones seleccionados se utilizé el kit "Riboprobe in
vitro Transcription Systems" (Promega) tal y como se detalla a continuacion.
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Preparacion de la mezcla de reaccién para la transcripcion
Componente Volumen Concentracion final
5X Tampon transcripcion 10 ul 1X
100 mM DTT 5ul 10 mM
10 mM rATP 2.5l 0.5 mM
10 mM rCTP 2.5l 0.5 mM
10 mM rGTP 2.5l 0.5 mM
10 mM rUTP 2.5l 0.5 mM
Inhibidor de RNAsas 40U/ul 1.25 ul 50 U
RNA polimerasa T7 15U/ul 1.33 ul 20U
H2O 18.42 ul
DNA (0.8-1 pg/ul) 4 ul 3ug
Volumen total 50 ul

Incubacion 2h 37°C

Se elimind el DNA molde mediante digestién con 1U DNasa por cada ug de DNA (RQ1
DNAsa libre de RNAsas) del producto de transcripcion durante 30 min a 37°C.

PURIFICACION RNA

El RNA obtenido se purificaba mediante el siguiente procedimiento.

Dilucién 1:1 (viv) con una solucién fenol (saturado en agua):cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), homogeneizacion durante 1 minuto y centrifugacion durante 2
minutos a 12.000 xg.

Adicion en la fase acuosa en relacion 1:1 (v:v) de una solucion cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), homogeneizacion durante 1 minuto y centrifugacion durante 2
minutos a 12.000 xg.

Adicién en la fase acuosa de 0.5 volumenes de 7.5 M acetato de amonio y 2.5
volumenes de etanol absoluto. Incubacioén a —70°C durante 30 minutos y centrifugacion
durante 20 minutos a 12.000 xg a 4°C.

Lavado del pellet con etanol 70%, centrifugacién durante 5 minutos a 12.000 xg y

secado.

Resuspension en 22 ul de H,O desionizada libre de RNAsas y 1 ul (26 U) de inhibidor de
RNAsas (RNAguard RNase Inhibitor porcine, Amersham Pharmacia Biotech Inc).

Cuantificacion mediante espectrofotometria y almacenamiento a —70°C. EIl rendimiento
obtenido fue de entre 0.2 y 0.1 ug/ul de RNA de cadena sencilla segun la equivalencia

Una unidad de Ag = 40 ng/ml de RNA de cadena sencilla.
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Una relacion Aggo/Azs0 mayor o igual a 2.0 indicaba una pureza 6ptima del RNA.

1.2.5. CUANTIFICACION DEL TiTULO INFECCIOSO DE SUSPENSIONES DE ROTAVIRUS
MEDIANTE CULTIVO CELULAR

La cuantificacion del titulo virico infeccioso de suspensiones de HRV se realizd por el
meétodo del numero mas probable (MPN). Se utilizaron monocapas celulares de la linea
celuar MA-104 crecidas en placas de 96 pocillos. Para ello se sembraban 200 pl de una
suspension celular cuya concentracion oscilaba entre 1x10* y 2x10* células/ml en cada
pocillo y se incubaban a 37°C en una atmoésfera con un 5% CO,. Una vez la monocapa
celular alcanzaba la completa confluencia se procedia a la infeccidon de ésta de la siguiente
manera.

- Decantaciéon del medio de crecimiento.

- Lavado de las monocapas celulares con un medio de cultivo sin suero fetal.

- Incubacién de la suspensién virica con 10 pug/ml tripsina 1:250 (DIFCO) durante 30
minutos a 37°C.

- Inoculacion de 20 ul de la suspension virica a cuantificar en cada uno de los pocillos a
razon de un minimo de ocho réplicas por dilucién ensayada.

- Incubacién durante 60 minutos a 37°C en una atmosfera al 5% de CO, para permitir la
adsorcion virica.

- Adicion del medio post-infeccion (medio de crecimiento libre de suero fetal y
suplementado con 5 ug/ml de tripsina 1:250 DIFCO).

- Incubacion a 37°C durante 7 dias o hasta la aparicion del CPE total.

1.2.5.1. Cepas viricas

Las cepas de rotavirus utilizadas en el presente trabajo fueron las de origen humano Wa,
DS-1, Ito y VA70, la porcina OSU y la procedente de simio SA11. Todas ellas se
propagaron en la linea celular MA-104.

Las cepas de origen humano Wa y DS-1 fueron cedidas por el Dr. Jorge Flores (entonces
en National Institutes of Health, Estados Unidos). El rotavirus humano Ito" p13 fue cedido
por el Dr. Thomas Flewett (Hospital Regional de Birmingham). El rotavirus humano VA70
fue cedido por la Dra. Ruth Bishop (Royal Children's Hospital, Australia). El rotavirus
porcino OSU fue cedido por el Dr. Jean Cohen (INRA, Francia) y el rotavirus de simio
SA11 fue obtenido de la ATCC (VR-899).
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OBTENCION DE SUSPENSIONES DE ROTAVIRUS

La

obtencion de suspensiones de rotavirus se realizaba mediante la infeccion de

monocapas confluentes de MA-104. El protocolo seguido fue el siguiente:

Decantacion del medio de crecimiento.

Dos lavados de la monocapa celular con PBS, para eliminar las trazas de suero fetal
presente en el medio de cultivo.

Inoculacion del virus previamente activado con 10 ug/ml de tripsina de pancreas
porcino tipo IX (SIGMA) durante 30 minutos a 37°C (m.o.i. 0.01-0.1). Con el fin de
evitar la desecacion de la monocapa se afiadia 0.1 ml en frascos de 25 cm?, 0.5 ml en
frascos de 75 cm?y 1 ml en frascos de 175 cm?.

Incubacion durante 90 minutos para permitir la adsorcion del virus a las células,
agitando suavemente cada 15 minutos aproximadamente.

Incorporacion del medio post-infeccion libre de suero fetal suplementado con 1 pg/ml
tripsina de pancreas porcino tipo IX (10 ml en frascos de 25 cm?, 40 ml en frascos de
75 cm?6 75 ml en frascos de 175 cm?) - ver apéndice | - e incubacién a 37°C.

Cuando el efecto citopatogénico (CPE) alcanzaba el 75-100 % de la monocapa celular
(2-5 dias) el frasco infectado se sometia a 3 ciclos de congelacion- descongelacion.
Recuperacion del medio post-infeccidon con restos celulares en tubos de polipropileno y
centrifugacion a baja velocidad (4000x g) durante 20 minutos para eliminar los restos
celulares.

Almacenamiento de la suspension virica a -70°C.

1.2.5.2. Lineas celulares

La linea celular empleada para la propagacion de los rotavirus fue la MA-104. Son células

derivadas de rindn de mono Cercopithecus aethiops y presentan una morfologia epitelial.

Es una de las lineas mas utilizadas en la propagacion de rotavirus (Smith y Gerba, 1982;
Kitamoto et al., 1991; Blake, 1993).

50



Capitulo 1: Resultados

1.3. RESULTADOS

1.3.1. DETERMINACION Y PUESTA A PUNTO DE UN METODO DE DETECCION
MOLECULAR DE ROTAVIRUS

El principal objetivo que nos planteamos fue desarrollar una técnica molecular sensible que
detectara el mayor numero posible de aislados de rotavirus. Para ello necesitamos poner a
punto una RT-PCR genérica para rotavirus humanos del grupo A, pero a la vez, especifica
para rotavirus grupo A. El gen codificante de la proteina VP6 ofrecia un alto grado de
homologia entre todos los miembros de rotavirus del grupo A. Los primers VP6-3 y VP6-4
eran capaces de hibridar con todas las secuencias nucleotidicas del gen codificante de
VP6 de rotavirus del grupo A disponibles en el GenBank (ver figura 1.3.1). No obstante, no
eran capaces de hibridar con rotavirus grupo B ni C segun las secuencias nucleotidicas
disponibles. Dentro del grupo A de rotavirus, las secuencias que presentaban mayor
numero de diferencias con respecto a los primers fueron las que provenian de cepas
animales, en especial, las de aves. En cambio, las que presentaban mayor similitud fueron
las cepas humanas.
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FIGURA 1.3.1. Secuencias nucleotidicas de algunos rotavirus del grupo A y C
obtenidas del Genbank y alineadas mediante el programa informético CLUSTAL W. Se
ha sefialado en amarillo la regién de hibridacion de los primers VP6-3 y VP6-4. En
verde se muestra la region de union de la sonda empleada en la hibridacion.

Una vez escogida la region a amplificar, se buscé en ella una region interna para el disefo
de una sonda especifica para la posterior confirmacién mediante hibridacién-Southern blot
(sefialada en la misma figura 1.3.1.). El método de deteccion de rotavirus grupo A
mediante RT-PCR confirmacion por hibridacion-Southern blot utilizando cepas de
laboratorio tanto humanas como animales fue capaz de detectar hasta 20 moléculas de
dsRNA o 1 NMP/ml (particulas infecciosas). Normalmente, una suspensiéon de rotavirus
adaptada a cultivo celular presentaba una proporcion de 1 particula infecciosa por cada
20-5000 particulas no infecciosas dependiendo de las condiciones de la infeccion y de la
fase celular del cultivo en el momento de la posterior recuperacion virica.

Esta metodologia fue aplicada a muestras clinicas procedentes de un brote de
gastroenteritis en Albania dénde se sospechaba de la implicacion de rotavirus. En 25 de 28
muestras clinicas fecales analizadas se detect6 presencia de rotavirus mediante RT-PCR y
confirmacioén por hibridacion-Southern blot. En dos de las muestras donde no se detectd
presencia de rotavirus se detectd norovirus. Posteriormente se procedidé a la
caracterizacion de estos aislados siguiendo la metodologia descrita en el capitulo 3. Por lo
tanto, la técnica era especifica para rotavirus.
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1.3.2. PUESTA A PUNTO DE UN METODO DE CUANTIFICACION MOLECULAR POR RT-
PCR A TIEMPO REAL DE ROTAVIRUS

El disefio de una sonda TagMan para el marcaje de los acidos nucleicos generados por los
primers VP6-3 y VP6-4 requeria encontrar una region muy conservada entre todas las
cepas de rotavirus del grupo A. Simultaneamente, la sonda TagMan debia tener una
temperatura de fusién (Tm) 10°C superior a la Tm de los primers, una longitud minima de
18 nucledtidos y una union eficiente para la correcta cuantificacion molecular. Diferencias
de uno o dos nucleétidos respecto la sonda podia evitar la union de ésta al amplificado
generado durante la PCR, y por tanto, no marcarlo o marcarlo ineficientemente y
subestimar la cantidad de RNA virico presente en una muestra determinada. Al no poder
cumplir con todas estas premisas previas se optd por utilizar el SYBR Green para el
marcaje de acidos nucleicos. Sin embargo, el SYBR Green se intercala entre las dobles
cadenas de DNA de cualquier amplimero generado por los primers sin discriminacion

alguna.

Al iniciar la puesta a punto de la metodologia cuantitativa estandar nos encontramos con la
generacion de dimeros de primers. El lector registraba tanto la sefal generada por el
amplimero deseado como la que generaban los amplimeros no deseados tal y como
muestra la figura 1.3.2.1. Las curvas de disociacion llevadas a cabo después de cada una
de las PCR cuantitativas mostraban si existia mas de un amplimero. La diferencia de Tm
de cada uno de los amplimeros originaba curvas de disociacion diferentes para cada uno
de ellos.
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FIGURA 1.3.2.1. Curvas de disociacion resultantes de cada uno de los amplimeros
generados en cada uno de los tubos de RT-PCR. Cada curva corresponde a un solo
tubo. El eje de ordenadas representa la derivada del decremento de emisién de
fluorescencia (-dF/dT) durante el programa de desnaturalizacién progresiva descrito
en el apartado 1.2.4. del apartado de material y métodos. El eje de abcisas muestra
el gradiente de temperatura del tubo de PCR a lo largo de los 20 minutos de
desnaturalizacion. Los amplimeros de 77.5°C de Tm correspondian al DNA amplificado
procedente de diluciones del RNA patron y los amplimeros de 75.8°C de Tm
correspondian a diluciones del RNA virico. El resto de amplimeros eran inespecificos o
dimeros de primers (Tm de 69°C).

Se procedio a la evaluacion de la RT-PCR a tiempo real utilizando el RNA patrén y el RNA
virico de cepas de laboratorio. Ensayando diferentes condiciones de astringencia y
diferentes condiciones de analisis de los datos se consiguid una sensibilidad maxima de
deteccion y cuantificacién de 1 molécula de dsRNA patrén. Sin embargo la linealidad sé6lo
se mantenia entre 1x10° y 10 moléculas de dsRNA. La RT-PCR con los primers VP6-3 y
VP6-4 generaba una cierta cantidad de dimeros de primers. Para evitar su interferencia en
los analisis posteriores se realiz6 un paso especifico de lectura de la fluorescencia a una
temperatura 6.5°C por encima de la Tm de los dimeros de primers posteriormente a la fase
de extension de la PCR, temperatura a la cual los amplimeros especificos se mantenian
en forma de doble cadena de DNA. Asi pues, el programa final constaba de los siguientes
pasos: 2 minutos a 50°C para la accion de la Amperasa, 10 minutos a 95°C para la
activacion de la Taqg Gold polimerasa y 50 ciclos de 15 segundos a 96°C (fase de
desnaturalizacion del molde), 1 minuto a 51°C (fase de hibridacion de los primers al
molde), 1 minuto a 73°C (fase de sintesis de las nuevas cadenas de DNA) y 30 segundos
a 75.5°C para la lectura de la fluorescencia emitida por los amplimeros de doble cadena de
DNA.
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El analisis posterior se efectuaba con los registros de emision de fluorescencia a lo largo
del programa de PCR. El programa informatico S.D.S. representaba en una grafica los
incrementos de fluorescencia en cada uno de los tubos a lo largo de cada uno de los ciclos
de PCR (ver figura 1.3.2.2.). En los primeros 15 ciclos no se apreciaba apenas incremento
en la emision de fluorescencia. Los valores de fluorescencia emitida entre los ciclos 3 y 15
se utilizaron para establecer la sefial de fondo (background). Se utilizaba la sefal
background media de todos los tubos mas 10 veces la desviacion estandar para establecer
la emision de fluorescencia basal o threshold. El ciclo en el cual se superaba esta
fluorescencia basal se denominé Ct. Este valor Ct debia encontrarse siempre en la fase

exponencial de la curva.

Tras visualizar el comportamiento del RNA patron y de los diferentes controles negativos o
pocillos sin molde (pocillo G1 -control negativo RT- y H1 -control negativo PCR- en figura
1.3.2.2.) durante la amplificacion por PCR, se establecia la fluorescencia basal (ARn) para
la determinacion del valor Ct. Debido a la existencia de dimeros de primers durante la
amplificacion se establecio un nivel de fluorescencia basal siempre por encima de los
controles sin molde tal y como se muestra en la figura 1.3.2.2. Un valor de Ct igual al
numero de ciclos totales de la PCR indicaba la ausencia de amplificacion en ese pocillo.
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FIGURA 1.3.2.2. Muestra de una PCR cuantitativa tipica. Mientras el SYBR Green se
intercala entre las dobles cadenas de DNA que se sintetizan se va incrementando la
cantidad de emision de fluorescencia. Cada una de las curvas corresponde al
incremento de fluorescencia continua de un solo pocillo. Los pocillos A1-F1 y G12
corresponden a diluciones logaritmicas en base 10 seriadas del dsRNA patrén (700000,
70000, 7000, 700, 70, 7 y 0.7 dsRNA/ml). G1 y H1 corresponden a controles sin molde
de la RT y la PCR respectivamente.
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El resultado de la PCR cuantitativa fue visualizado en gel de acrilamida al 8% (figura
1.3.2.3.) con el fin de comprovar una vez mas si la seial provenia del amplificado
deseado.

Bl C1 D1 E1 F1 G12 G1 H1

FIGURA 1.3.2.3. DNA amplificado a partir del RNA patrén mediante RT-PCR
cuantitativa visualizado en un gel de acrilamida al 8%

Los valores de Ct de cada uno de los pocillos se interpolaron en la recta patrén construida
a partir de la RT-PCR cuantitativa del banco de diluciones del dsRNA patron de
concentracion conocida (ver figura 1.3.2.4.). Para cada uno de los experimentos se incluyo
el banco de diluciones del dsRNA patron y se construyd una recta patrén. Una pendiente
de la recta patrén cercana a -3.2 muestra una eficiencia de la PCR del 100%. Es decir, una
cantidad 10 veces menor de RNA supone un incremento de Ct de 3.2 ciclos en una RT-
PCR completamente eficiente segun indicaciones del fabricante.

FIGURA 1.3.2.4. Recta patrén utilizada para interpolar el namero de copias de RNA
iniciales a partir del valor Ct. En el eje de ordenadas se muestra el valor Ct y en el
eje de abcisas la concentracion de dsRNA/ml. El programa informético también
realizaba un andlisis de regresion mostrando el coeficiente de correlacion, la
pendiente de la recta y el valor de corte en el eje de ordenadas.
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El coeficiente de variacién entre las Ct obtenidas a partir de un mismo dsRNA cuantificado
3 veces en una misma RT-PCR real time (o coeficiente intraensayo) oscilaba entre el 0.5y
2.4%. En cambio, el coeficiente interensayo de un mismo dsRNA cuantificado 5 veces en
RT-PCR a tiempo real realizadas en dias diferentes era un poco mas elevado, de entre 1.8
y un 4.3%. En todos los casos el mayor coeficiente de variacion se encontré en las
diluciones con menor cantidad de dsRNA.

Carril 1: Control negativo sin molde
Carril 2, 3, 4y 5: Producto de RT-PCR a partir de diluciones seriadas de RNA viral

FIGURA 1.3.2.5. Gel de acrilamida de una RT-PCR competitiva del RNA viral (186 bp)
junto con el RNA patrén (138 bp).

También se comprovd la cuantificacion mediante RT-PCR competitiva (figura 1.3.2.5.).
Esta técnica se basa en afadir una cierta cantidad de RNA patrén conocida en cada uno
de los tubos provenientes de un banco de diluciones del RNA viral. La dilucion en gel en la
que se igualaron las intensidades de emision de fluorescencia de las bandas obtenidas de
los fragmentos correspondientes (carril 3 de la figura 1.3.2.5.) correspondia a aquella
dilucion del RNA viral en el que habia la misma cantidad de RNA patrén. Una misma
suspension viral contenia 3250 dsRNA/ml segun la RT-PCR competitiva y 5450 dsRNA/ml
segun la RT-PCR cuantitativa real time. Dichos valores se encuentran dentro del mismo

rango, sobretodo teniendo en cuenta que la técnica competitiva es aproximativa.

1.3.3. EFICIENCIA DE RECUPERACION DE ROTAVIRUS MEDIANTE LIOFILIZACION

En tres dias diferentes se recogioé 1 litro de agua residual urbana, se centrifugdé a baja
velocidad durante 20 minutos para retirar el material en suspensién y se esterilizd
mediante autoclave durante 20 minutos a 121°C. Una vez enfriada el agua esterilizada, se
dividio en volumenes de 100 ml en botellas de vidrio y se inoculé experimentalmente cada
botella con diferentes cantidades de rotavirus humano Wa (1.2x107, 1.2x10°, 1.2x10° y
1.2x10°MPN/100ml). Se homogeneizé6 15 minutos mediante agitacion magnética, se
recogieron 50 ml en contenedores y se liofilizé tal y como se detalla en el apartado 1.2.1.
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Cada uno de los experimentos (denominados A, B y C en la tabla 1.3.3.1.) fueron
realizados en dias diferentes, con suspensiones viricas diferentes y con agua residual
diferente. El agua residual era recogida el mismo dia que se realizaba el experimento para
evitar cambios en su estado debido al propio almacenamiento.

Una vez obtenido el concentrado (factor de concentracion 100 veces) se procedidé a la
cuantificacion de los rotavirus infecciosos presentes mediante el método del nimero mas
probable (MPN) descrito en el apartado 1.2.5. y a la cuantificacion de las moléculas de
dsRNA presentes mediante la RT-PCR a tiempo real descrita en el apartado 1.2.3.
Brevemente, se purificaron los acidos nucleicos presentes en el concentrado y se
retrotranscribio el dsRNA. Una vez obtenido el cDNA, se procedidé a la cuantificacion de
éste mediante PCR a tiempo real. Comparando las curvas de amplificacion del dsRNA
virico con las curvas del dsRNA patrén de concentracidn conocida se interpolo la
concentracion de moléculas gendmicas presentes en el concentrado. Los resultados se
muestran en la tabla 1.3.3.1.

TABLA 1.3.3.1. Carga viral antes y después de ser liofilizada del agua residual
inoculada experimentalmente y los porcentajes de recuperacion virica. Se muestra la
cuantificacién mediante cultivo celular y en sombreado la cuantificacién molecular.
Los diferentes experimentos han sido agrupados segun la cantidad de virus inoculada
experimentalmente en el momento de iniciar el experimento.

Inoculado Antes de liofilizar Después de liofilizar Recuperacion (%)
Exp.? MPN/100mI  MPN/50ml  dsRNA/50ml MPN/0.5ml dsRNA/0.5ml NMP dsRNA

A 1.2x10’ 6.0x10° 3.6x10° 6.0x10° 1.8x10° 100.0 485

B 1.2x10’ 5.8x10° 2.1x10® 8.7x10° 3.0x10® 15.1 144.0

c 1.2x10" 4.6x10° 5.5x10° 5.8x10° 5.3x108 125.8 95.9
80.3+58.0° 96.1+47.7

A 1.2x10° 6.0x10° 9.5x10" 4.0x10° 4.5x10" 66.2 47.6

B 1.2x10° 6.0x10° 2.0x10" 6.0x10° 4.2x10" 100.3 212.5

C 1.2x10° 6.0x10° 8.5x10" 5.5x10° 8.5x10" 91.7 100.0
86.0+17.8 120.0+84.3

A 1.2x10° 6.4x10* 8.5x10° 4.6x10° 4.8x10° 7.1 56.7

B 1.2x10° 5.4x10° 7.0x10° 4.6x10* 2.3x10" 8.4 332.0

C 1.2x10° 4.0x10° 6.0x10° 1.2x10° 1.7x107 29.4 280.0
14.9+12.5 222.9+146.3

A 1.2x10* 3.4x10* 7.0x10° 2.1x10° 7.5x10° 6.2 107.1

B 1.2x10* 1.2x10° 1.1x10° 4.6x10° 1.2x10° 3.8 109.0

C 1.2x10* 2.9x10* 6.1x10° 4.0x10° 1.6x10° 14.0 262.3

8.0+5.3 159.5+89.1

@ A cada uno de los tres experimentos se le ha asignado una letra (A, B o C). En cada experimento se
inocularon experimentalmente 4 concentraciones viricas diferentes: 1.2x107, 1.2x10%, 1.2x10° vy
1.2x10*MPN/100m!.

® Promedio del porcentaje de recuperaciéon y desviacion estandar de los diferentes experimentos

agrupados respecto a la carga virica inoculada experimentalmente.
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Los resultados obtenidos mostraron algunas sorpresas. Los titulos viricos infecciosos
(MPN) de los contenedores antes de ser liofilizados no coincidian exactamente con la
cantidad de virus inoculada experimentalmente en las botellas (ver tabla 1.3.3.1.). A menor
cantidad virica, mayor era el error en la cuantificacion, siendo normalmente a la alza. Ello
podria ser explicado por algun fendmeno producido durante el contacto virico con el agua
residual. Un efecto posible podria ser la desagregacion de las particulas viricas debido a
los detergentes presentes en el agua residual.

Por otro lado, la cantidad de copias gendémicas presente (dsRNA) era considerablemente
superior a la cantidad de particulas infecciosas (MPN) —ver tabla 1.3.3.1.-. La ratio media
de virus infeccioso respecto virus no infeccioso fue de 1:10-1:100 para las soluciones
antes de ser liofilizadas, y 1:10-1:600 para los concentrados finales tras liofilizacion. Ello
nos condujo a la cuantificacion de las suspensiones virales utilizadas en los tres
experimentos (ver tabla 1.3.3.2.). En las suspensiones viricas antes de ser liofilizadas,
encontramos unas proporciones de virus infeccioso respecto virus no infeccioso de 1:5000,
1:3675 y 1:17. Este Ultimo era un sobrenadante de un cultivo recogido 18 horas después
de la infeccion. Ello evidencio la presencia de gran numero de particulas no infecciosas en
el clarificado virico obtenido en el laboratorio mediante propagacion en la linea celular MA-
104. Ello también fue comprovado mediante la titulacién de estas mismas suspensiones
con oro coloidal en el microscopio electronico.

Cuando las suspensiones virales (tabla 1.3.3.2. "Wa antes liofilizacion") se ponian en
contacto con el agua residual, parecia desaparecer una proporcion de particulas no
infecciosas (dsRNA) (ver tabla 1.3.3.1.). Si se hubiera tratado de un efecto de agregacion
de las particulas al entrar en contacto con el agua residual, también se hubiera observado
en las particulas infecciosas (MPN). Pero las particulas infecciosas (MPN) no parecian
agregarse en el agua residual antes de ser liofilizada. Por el contrario, en las suspensiones
con menor inéculo virico, la concentracion virica parecia ser mayor que el propio inéculo
por algun efecto de desagregacion. En cambio, si la desaparicion de las particulas no
infecciosas se hubiera tratado de una desestabilizacién de las particulas y consecuente
destruccidon, no se hubieran recuperado sus dsRNA gendmicos posteriormente a la
liofilizacion. Posiblemente, la presencia de inhibidores de la RT-PCR en el agua residual
antes de ser liofilizada nos hizo subvalorar la carga viral real. Tras el proceso de
liofilizacion, se eliminaron dichos inhibidores y pudimos cuantificar la cantidad real de
copias de dsRNA.

Con el objetivo de valorar como podia afectar el proceso de liofilizaciéon a una suspension

virica de rotavirus sin ser mezclada con agua residual se realizo el mismo ensayo pero con
dicha suspensioén directamente. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1.3.3.2.
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TABLA 1.3.3.2. Carga virica de las suspensiones virales utilizadas en los
experimentos de la tabla 1.3.3.1., y porcentajes de recuperacion tras ser liofilizados.
Se muestra la cuantificacion mediante cultivo celular y en sombreado Ila
cuantificacion molecular.

Wa antes liofilizacion Wa después liofilizacién Recuperacion (%)

EXP- NMPMOmI dsRNAMOmI NMP/0.1ml  dsRNA/O.1ml | NMP  dsRNA
A 1.2x10° 6.0x10° 1:5000 2.6x10° 5.1x10° 22.0 85.0
3.5x10° 1.3x10"° 1:3675 1.3x10° 1.2x10"° 36.2 93.4
C 1.8x10° 3.1x10° 1:17 3.3x10’ 2.4x10° 18.1 76.4

Los porcentajes de recuperacion de los rotavirus infecciosos presentes en el agua residual
respecto los porcentajes de recuperacion de los rotavirus infecciosos presentes en el
propio medio de cultivo sin suero fetal eran distintos. En el caso de la recuperacion a partir
del agua residual la recuperacion era mayor. Ello pudo ser debido a que la materia
organica presente en el agua residual protegia las particulas viricas. En cambio, la
suspension virica del laboratorio se encontraba diluida en medio de cultivo sin suero fetal,

y sufrié entre un 6.6 y un 23.5% de inactivacion debido al proceso de liofilizacion.

Cada una de las técnicas utilizadas para la cuantificacion de rotavirus a partir de agua
residual presentaba limitaciones. En el caso de la estimacion de la cantidad de virus
infecciosos por MPN nos encontramos que para concentraciones viricas inferiores a 50-60
NMP/ml era muy dificil la estimacion debido a la toxicidad implicita del agua residual en su
inoculacion directa (sin diluir). Asi mismo, la técnica de RT-PCR a tiempo real presentaba
un limite de sensibilidad de 150 moléculas de dsRNA/ml aunque la linealidad de la
cuantificacion era mejor a concentraciones superiores.
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1.4. DISCUSION

Las aguas residuales urbanas domésticas que recibe la planta depuradora de Sant Adria
del Besos en Barcelona se caracterizan por contener gran cantidad de materia organica y
productos quimicos. El caudal proviene del colector que recibe aguas residuales de la
aglomeracion urbana de Barcelona, del colector de Levante que aporta las aguas
residuales de Sant Adria de Beso0s, Badalona, Montgat, Santa Coloma de Gramanet y
Tiana, y del colector que recoge las aguas colindantes del margen izquierdo y derecho del
rio Besos (ver figura 1.4.). Debido a la naturaleza del especimen que se pretendia analizar
fue necesario encontrar un método eficiente, sencillo y que permitiera trabajar con
volumenes relativamente pequefos. En nuestro laboratorio se habia realizado una prueba
piloto de utilizacion de la liofilizacidn como sistema concentrador de rotavirus y eliminador
de inhibidores de posibles técnicas moleculares posteriores (Gajardo et al., 1995). En
dicha prueba, 15 muestras de 1 ml de agua residual de este mismo origen fueron
liofilizadas y resuspendidas en 50 ul de agua. En 4 de ellas se detecto rotavirus mediante

65



Capitulo 1. Discusion

la RT-PCR-nested descrita por Gouvea y colaboradores en 1990 (Gouvea et al., 1990). En
dos de ellas se aisl6 el genotipo G1, en una el G2 y en la otra el G3.

N
Rio Beso
O Estacion de bombeo
. Estacion depuradora
BARCELONA
Sta. Coloma de Gramanet
Tiana
O O
/ Badalona Montgat
o,
A O - Sant Adria del Besos
Mar Mediterraneo

FIGURA 1.4. Plano procedencia del agua residual recogida durante el periodo de
estudio.

Se quiso comparar el método de liofilizacion con algun otro método de concentracion de
virus entéricos. EI método alternativo elegido fue la ultracentrifugacion. Comparando
ambos métodos, el porcentaje de recuperacion del virus inoculado experimentalmente era
practicamente el mismo (datos no mostrados). Pero el grado de manipulaciéon y las
limitaciones del proceso debido a no disponer de un rotor de ultracentrifugacion para
volumenes mayores de 8 ml hacia idéneo el método de la liofilizacidn. La liofilizacion es un
sistema sencillo, de facil manejo y que permite procesar gran niumero de muestras a la
vez. Para el andlisis de una sola muestra es mas rapido el sistema de ultracentrifugacion,
pero para el procesamiento de un alto nimero de muestras, la liofilizaciéon ofrece mayor
rapidez.

Adicionalmente, se necesitaba un método molecular de deteccién de rotavirus que
ofreciera una gran sensibilidad, especificidad y que fuera capaz de detectar el mayor
numero de cepas conocidas posibles de rotavirus del grupo A. Se escogio la deteccion de
un fragmento de 186 pb del sexto segmento virico altamente conservado entre todos los
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rotavirus del grupo A conocidos. La proteina codificada por este segmento (la proteina
VPG6) presenta epitopos muy conservados, y es el principal antigeno utilizado en las
pruebas de diagnostico (Estes, 2001). Existian otros primers descritos especificos del
sexto segmento de rotavirus pero no eran tan homoélogos a las secuencias nucleotidicas
de todas las cepas de rotavirus del grupo A conocidas como lo eran VP6-3 y VP6-4 (Green
y Lewis, 1995; Nilsson et al., 2000; lturriza-Gémara et al., 2002). Los primers de Green y
Lewis (1995) son diferentes a los del presente trabajo pero amplifican la misma region que
amplificamos con nuestros primers.

Tras la puesta a punto de la metodologia se procedié a su aplicacion en un brote de
gastroenteritis declarado en Albania a finales del mes de diciembre de 2000. Dicho brote
afect6 a 2722 nifios, de los cuales, 982 (56.4%) necesitaron atencion médica. El 89.7% de
afectados eran nifios de entre 0 y 5 afos de edad. De 28 muestras de heces analizadas,
se detectd presencia de rotavirus en 25 de ellas. Posteriormente se caracterizaron
genotipicamente mediante la metodologia descrita en el capitulo 3 del presente trabajo. Se
trataba de un brote de gastroenteritis probablemente de origen acuatico provocado por una
cepa de rotavirus G9P[8]1A. Tres de las mencionadas muestras presentaban coinfeccion
con G3 y una muestra coinfeccion con P[6]2. También se detectaron dos muestras
G2P[6]2 y una muestra G1P[6]2 (Villena et al., 2003b).

Para poder valorar la eficiencia del sistema de liofilizacion, como sistema de recuperacion
de rotavirus a partir de agua residual para su posterior deteccion molecular, se necesitaba
de un método de cuantificacion molecular. Se decidio utilizar la PCR a tiempo real por ser
un método sensible, reproducible, rapido y que reducia el riesgo de contaminaciéon por no
necesitar manipulacién al finalizar la PCR (Freeman et al., 1999; Mackay et al., 2002;
Klein, 2002). Se decidio utilizar los mismos primers que los utilizados en la deteccion
molecular por sus caracteristicas intrinsecas (Tm cercana a 60°C y longitud 20 nt) y
extrinsecas (especificos de una region altamente conservada entre los rotavirus del grupo
A).

Durante la puesta a punto de tal metodologia aparecieron varias dificultades. La
imposibilidad de disefiar una sonda especifica de una region altamente conservada y que
reuniera las condiciones optimas para la PCR cuantitativa condujo a la utilizacion del
SYBR Green como marcador de acidos nucleicos. La existencia de dimeros de primers
nos llevo a la necesidad de aumentar las condiciones de astringencia de la PCR y a la
modificacion de las condiciones habituales de lectura y analisis de los registros. Otra
complicacién adicional fue la necesidad de construir un RNA patrén con el que interpolar
los valores de fluorescencia. El RNA patrén debia ser lo mas parecido posible al RNA
virico, y por tanto, cumplir ciertos requisitos: debia ser de doble cadena, conservar la
region de los primers y ser distinguible del RNA virico para poder ser identificado tanto en
caso de contaminacion como para poder ser utilizado en RT-PCRs competitivas. Es por
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eso que se decidid construirlo a partir del propio RNA virico (para conservar la region de
los primers), deleccionarle una zona interna (para que tuviera una longitud diferente) y
sintetizar RNA con las dos polaridades (para formar posteriormente dsRNA). Finalmente
se consiguid detectar hasta 1 molécula de dsRNA patrén pero la mejor linealidad se
encontraba entre las 10 y 10° moléculas de dsRNA, resultado similar al presentado por
Schwarz y colaboradores (Schwarz et al., 2002) donde ponen a punto una metodologia
similar para aplicar en muestras clinicas.

Una vez puesta a punto la PCR cuantitativa a tiempo real se valord la eficiencia del
sistema de la liofilizacion como método de concentracidon virica y de eliminacion de
inhibidores de posteriores técnicas moleculares. Para ello se utilizé una cepa de rotavirus
humano adaptada a la propagacion in vitro. Debe tenerse en cuenta que a pesar de que el
lugar de recogida del agua residual siempre era el mismo, existia una gran variabilidad
visual (color, material en suspension, dilucidén pluvial, etc.). Las suspensiones virales
utilizadas también fueron diferentes a fin de aumentar la variabilidad entre experimentos.
Los resultados, mostrados en la tabla 1.3.3.1., permitieron obtener unos porcentajes de
recuperacion elevados. En algunos experimentos los valores de coépias gendmicas
recuperadas eran superiores a los preexistentes en las soluciones iniciales antes de ser
liofilizadas. Una probable explicacion pudiera ser el efecto agregador que existia al poner
en contacto la suspension virica con el agua residual pero tal efecto no era observable en
la cuantificacion de virus infecciosos (MPN). Otra posible explicacion pudiera ser la
variabilidad existente al tomar una alicuota de la solucién inicial donde se captura 50 ul de
un volumen total de 50 ml (una fraccion 1/1000), mientras que del concentrado liofilizado
se tomo 50 pl de un total de 500 ul (una fraccion 1/10). Otra posible explicacion podria ser
la eliminacion de inhibidores de las técnicas moleculares posteriores mediante la propia
liofilizacion. Dicho efecto ya fue observado anteriormente en experimentos de recuperacion
de astrovirus a partir de agua residual mediante liofilizacion (Pint6 et al., 2001). Es posible
que ambas circunstancias influyeran en estos resultados. A pesar de todas estas
discrepancias, los porcentajes de recuperacion de las copias gendmicas no fueron
inferiores al 47% en ningun caso.

Se incluyo la titulacion por MPN del numero de rotavirus infecciosos para conocer el grado
de inactivacion de rotavirus sometidos a liofilizacion de una duracion de 48 horas. Los
resultados obtenidos mostraron que la recuperacion del virus infeccioso es cada vez
menor cuanto menor es la concentracion virica (ver tabla 1.3.3.1.). En varios casos se
recuperoé el 100% del virus infeccioso inoculado. Experimentos posteriores de liofilizacion
de suspensiones de rotavirus en el propio medio de cultivo libre de suero fetal donde
habian sido propagados mostraron una recuperacion maxima del 36% de virus infeccioso
(ver tabla 1.3.3.2.). Ello sugirié que la propia materia organica presente en el agua residual
podia actuar como agente protector de los virus presentes. El resto de disparidad de
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porcentajes de recuperacion del virus infeccioso pudo ser debida a muchos factores
incontrolables como la composicion del agua residual o la tendencia del propio virus a
agregarse. Las discrepancias del titulo virico de la solucion previamente a ser liofilizada no
son tan evidentes en la cuantificacion por cultivo celular, posiblemente porque el volumen
titulado por infectividad fue veinte veces mayor (10 ul en la RT-PCR cuantitativa frente los
200 ul en la titulacion mediante cultivo celular), y porque dicha cuantificacion no se
encuentra afectada por la existencia de inhibidores de las técnicas moleculares.

De todos estos resultados se concluye que la liofilizacion es un buen método de
concentracion de rotavirus a partir de pequenos volumenes de agua residual tanto para la
cuantificacion molecular posterior como para la recuperacion de rotavirus con capacidad
infectiva.
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2.1. ANTECEDENTES

Las gastroenteritis viricas son un problema clinico frecuente e infradiagnosticado (Garcia
et al., 1999). Se calcula que representan un 30 o 40% de las gastroenteritis agudas
(Blacklow y Greenberg, 1991). Los agentes causales identificados con mayor frecuencia
en nifos menores de 5 afos son los rotavirus del grupo A aunque también se aislan
calicivirus, astrovirus, adenovirus, enterovirus, y reovirus (Garcia et al., 1999; Wilhelmi et
al., 2003). En Espafa entre 1989 y 1995 se declararon 8265 hospitalizaciones causadas
por rotavirus. De los que se conocia la edad (5241 pacientes) el 89.2% eran nifos
menores de 5 afos, representando los rotavirus un 21.8 % de todos los patégenos
identificados en heces de nifilos menores de 5 afos (Visser et al., 1999). En Catalufa 6711
casos de rotavirus fueron declarados al Departament de Sanitat i Seguretat Social de la
Generalitat de Catalunya desde 1995 hasta 2002. El 76.1% de los casos correspondia a
nifos menores de 2 afos y la mayor incidencia se encontraba durante los meses de
invierno (datos facilitados por la Dra. Angela Dominguez del Departament de Sanitat i
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Seguretat Social de la Generalitat de Catalunya). Los rotavirus pueden causar infecciones
subclinicas o gastroenteritis de intensidad entre media y grave, autolimitantes,
caracterizadas por vomitos, diarreas acuosas y un poco de fiebre (Kapikian et al., 2001).

Un paciente con diarrea causada por rotavirus puede llegar a excretar 10'°-10"" particulas
por gramo de heces diarreicas (Flewett y Woode, 1978). En un estudio llevado a cabo en
el Royal Children's Hospital de Victoria, Australia, con 37 nifos con edades comprendidas
entre 1-39 meses ingresados por diarrea aguda causada por rotavirus, se llegé a detectar
por RT-PCR (en 11 de ellos) excrecion de rotavirus hasta 57 dias después del ingreso
(Richardson et al., 1998). Otros estudios similares revelaron una excrecion de hasta 10 o
incluso 20 dias, pero las técnicas de deteccion eran distintas, y probablemente, menos
sensibles (Pickering et al., 1988). Por otro lado, la excrecién de rotavirus por personas
asintomaticas ha sido bien documentada y puede jugar un importante papel en el
endemismo de la enfermedad (Barnes et al., 2003).

Los rotavirus son transmitidos por la via fecal-oral. La dispersion persona a persona a
través de manos contaminadas es probablemente la mas importante en pequeias
comunidades, tales como centros pediatricos, centros geriatricos, etc. Los manipuladores
de alimentos pueden contaminar comida al manipularla, y si no existe una posterior
coccion (ensaladas, frutas, etc.) puede representar una fuente de infeccion. En un estudio
llevado a cabo en la unidad pediatrica del Hospital Universitario de Grenoble, Francia, se
intentd determinar el posible contagio a través de superficies inanimadas. Realizaron
deteccion de rotavirus por RT-PCR en 55 superficies del hospital como manos,
termometros, material de limpieza, instrumental médico, etc. Se encontré una alta
positividad (un 46% de las superficies estudiadas), siendo principalmente termémetros y
alfombras las superficies mas contaminadas (Soule et al., 1999). Teniendo en cuenta este
hecho y la baja dosis infecciosa, que oscila entre las 10 y 100 particulas viricas infecciosas
(Kapikian et al., 2001) no es de extraiar la cantidad de infecciones nosocomiales que se
producen.

Los rotavirus pueden ser muy estables en el ambiente (Estes et al., 1979; Gironés et al.,
1989). El rotavirus Ito" p13 resistid una desecacion de hasta 60 dias en una superficie
inanimada sin pérdida apenas de titulo infeccioso (Abad et al.,1994). Los rotavirus y el
virus de la hepatitis A fueron los mas resistentes frente la desecacién respecto otros virus
entéricos humanos (Abad et al.,1994). En ambiente acuatico como aguas altamente
contaminadas y a 20°C, el rotavirus SA11 apenas mostré pérdida de titulo infeccioso
durante 12-14 dias, mientras que en aguas de estuario con una salinidad entre 26 y 30 gr/l
el titulo infeccioso disminuy6 aproximadamente 2 logy en los primeros 5-10 dias (Hurst y
Gerba, 1980). El agua residual contiene detergentes y compuestos quimicos que pueden
afectar la viabilidad de los rotavirus. En un estudio llevado a cabo en Nuevo Méjico,
Estados Unidos, se intentd conocer el efecto del agua residual en los rotavirus. Se observo
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que el material particulado y algunos detergentes no-iénicos podian ayudar a estabilizar
las particulas viricas y reducir su inactivacion frente otros factores como la temperatura o
la presencia de detergentes ionicos con efecto virucida (Ward y Ashley, 1980). En otro
estudio llevado a cabo en la Universidad de Michigan, Estados Unidos, se sometié un
rotavirus de origen bovino a diferentes temperaturas, sin luz y con agitacion continua. Para
conseguir una reduccion del 90% del titulo infeccioso en el agua residual se necesitaron 7
dias a 26°C y 84 dias a 8°C, 9 dias mas -en el caso de 8°C- que suspendiéndolo en agua
destilada (Mc Daniels et al., 1983).

En conjunto no es de extraiar la emergencia de brotes ya que se excretan en grandes
cantidades, resisten bien las condiciones ambientales y la dosis infecciosa requerida para
inducir la enfermedad es muy baja. También se conoce que las medidas sanitarias
adecuadas para frenar la transmision de las bacterias y los parasitos pueden ser ineficaces
para el control de rotavirus. Los rotavirus del grupo A son endémicos mundialmente. Es la
principal causa de diarrea severa en recién nacidos y nifos, y alrededor de la mitad de los
casos, requieren hospitalizacion. En areas templadas las infecciones por rotavirus
aparecen principalmente en invierno pero en los tropicos se distribuyen durante todo el afo
(Ansari et al., 1991).

El numero de casos clinicos declarados de gastroenteritis agudas causados por rotavirus,
y la aparicion de brotes, siguen una estacionalidad en nuestras latitudes. Recopilando la
informacion publicada en diferentes paises europeos, el maximo de infeccidn sintomatica
ocurre primero en Espafa en el mes de diciembre, seguido de Francia en febrero, Reino
Unido en febrero-marzo y Holanda y Finlandia en marzo (Koopmans y Brown, 1999). Esta
informacion proviene de los sistemas de recopilacion de datos procedentes de los
laboratorios de diagnostico de los afos 1989-1995 en Espafa, 1988-1992 en Francia,
1981-1996 en Holanda, 1976-1995 en Finlandia y 1990-1996 en Reino Unido. No se sabe
si esta clara estacionalidad se encuentra reflejada en el agua residual. En estudios
realizados en Barcelona no se encontrd estacionalidad en el agua residual del area urbana
de dicha ciudad (Bosch et al., 1988b).

Analizando animales filtradores marinos o de agua dulce que reciban continua emisién de
agua urbana es posible también investigar lo que ocurre en el ambiente. En un estudio
llevado a cabo en Nantes, Francia, se detecto la presencia de diferentes virus entéricos en
diferentes especies de mariscos (en Crassostrea gigas y en Mytilus galloprovincialis)
cultivados en 5 lugares diferentes de la costa francesa durante 3 afos. A lo largo de los
tres periodos anuales se detectdé marisco contaminado con rotavirus, observandose los
mayores porcentajes de contaminacion durante diciembre, enero y febrero (Le Guyader et
al., 2000).
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Ha sido demostrado que los rotavirus pueden retener su infectividad varios dias en
ambiente acuoso (Hurst y Gerba, 1980), y que se encuentran altos titulos de rotavirus
infeccioso en agua residual (Bosch et al., 1988a; Smith y Gerba, 1982). El objetivo de este
capitulo fue tratar de descifrar que ocurria en el agua residual de Barcelona y establecer si
existia o no estacionalidad tanto en la presencia como en la cantidad de rotavirus
presentes en el agua residual a lo largo del afio.
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2.2.MATERIAL Y METODOS

2.2.1. MUESTRAS

Desde junio de 1998 hasta enero de 2003 se recogieron mensualmente 50 ml de agua
residual cruda del colector de entrada de la planta depuradora de Sant Adria del Besos. En
menos de una hora fueron congeladas a -80°C en contenedores estériles de 50 ml hasta
ser sometidas al proceso de concentracion por liofilizacién descrito en el capitulo anterior.

2.2.2. DETECCION, CONFIRMACION Y CUANTIFICACION DE ROTAVIRUS

La obtencion de acidos nucleicos a partir de las muestras concentradas (factor de
concentracion 100 veces) se realizé mediante el método de Boom y colaboradores (Boom
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et al., 1990), descrito en el capitulo anterior. Una vez obtenido el RNA virico se sometio a
los diferentes protocolos de deteccion y cuantificacion descritos en el capitulo anterior.

2.2.3. DETECCION Y CONFIRMACION DE ASTROVIRUS, VIRUS DE LA HEPATITIS A Y
NOROVIRUS

ASTROVIRUS

La metodologia empleada para la deteccion de astrovirus a partir del extracto de RNA se
fundamenta en la publicada en Guix et al., 2002. El protocolo utilizado era el siguiente:

1 ul extracto acidos nucleicos + 9 pl H,O
Choque térmico 5’ a 99°C
Colocado inmediatamente en hielo

Preparacion de la mezcla de reaccién para la RT

Componente Volumen Concentracion final
5X Tampdn de RT Expand 4 ul 1X

100 MM DTT 2ul 10 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2ul 0.2 mM

0.1 mM primer A2/A2bis’ 0.2 ul 1uM

50 U/ul Transcriptasa Reversa Expand 0.1l 5U

H>O desionizada libre DNAsas y RNAsas 1.7 u

Extracto acidos nucleicos 1/10 10 ul

Volumen total 20 pl

Incubacion 1h 42°C

Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR

Componente Volumen Concentracion final
10X Tampon de PCR Expand 5ul 1X

25 mM MgCl2 4 ul 2mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM

0.1 mM primer A1/A1bis’ 0.25 pl 0.5 uM

0.1 mM primer A2/A2bis’ 0.25 pl 0.5 uM

3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 pl 0.5U

H>O desionizada libre DNAsas y RNAsas 25.35 ul

Producto de la reaccién RT 10 pl

Volumen total 50 pl

Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos

Desnaturalizacién inicial | 3 . |..9C X
Desnaturalizacion 30” 94°C

Hibridacion 1 55°C 40X

Extension L 80 TG ]
Extension final 7 72°C 1X

' Los primers A1 y A2 detectan serotipos 1, 2, 3, 4, 5y 8, mientras que los primers A1bis y

A2bis detectan serotipos 6y 7.

78




Capitulo 2. Material y métodos

Finalizado el proceso, 10 ul del producto amplificado eran sometidos a electroforesis en gel
de agarosa al 2% en TBE 1X. Posteriormente, dicho gel era tefiido con bromuro de etidio o
GelStar. El tamafio de los fragmentos esperados oscilaba entre 189 y 237 pb.

La confirmacién del producto de PCR se realiz6 mediante hibridacion-Southern blot con
una sonda especifica y comun a todas las cepas de astrovirus conocidas hasta la fecha, tal
y como describen Guix y colaboradores (Guix et al., 2002).

VIRUS DE LA HEPATITIS A

La metodologia empleada para la deteccion del virus de la hepatitis A (HAV) a partir del
extracto de RNA se fundamenta en la amplificacion de un fragmento de la region 5’ del
genoma virico mediante RT-PCR (Sanchez et al., 2002). El protocolo seguido se detalla a

continuacion.

1 ul extracto acidos nucleicos + 9 pl H,O
Choque térmico 5’ a 99°C
Colocado inmediatamente en hielo

Preparacion de la mezcla de reaccién para la RT

Componente Volumen Concentracion final
5X Tampdn de RT Expand 5ul 1X

100 mM DTT 1.25 ul 10 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2.5 ul 0.2 mM

0.1 mM primer HAV 240 0.125 ul 1uM

50 U/ul Transcriptasa Reversa Expand 0.125 ul 5U

H>O desionizada libre DNAsas y RNAsas 6

Extracto acidos nucleicos 1/10 10 ul

Volumen total 25 pl

Incubacion 1h 45°C

Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR

Componente Volumen Concentracion final
10X Tampon de PCR Expand 5ul 1X

15 mM MgCl» 1.5 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM

0.1 mM primer HAV 240 0.25 pl 0.5 uM

0.1 mM primer HAV 68 0.25 pl 0.5 uM

3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 pl 0.5U

H-O desionizada libre DNAsas y RNAsas 29.35 ul

Producto de la reaccién RT 10 pl

Volumen total 50 pl
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Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos

Desnaturalizacion inicial | 4 |ec | X
Desnaturalizacion 1 94°C

Hibridacion 1 55°C 40X

Extension | 0t | r2C ]
Extension final 10’ 72°C 1X

Finalizado el proceso, 10 pl del producto amplificado eran sometidos a electroforesis en gel
de agarosa al 2% en TBE 1X. Posteriormente, dicho gel era tefido con bromuro de etidio o
GelStar. El tamaro del fragmento esperado era de 174 pb.

La confirmacién del producto de PCR se realizd mediante hibridacion-Southern blot con
una sonda especifica y comun a todas las cepas de HAV conocidas hasta la fecha
(Sanchez et al., 2002).

NOROVIRUS

La metodologia empleada para la deteccidén de Norovirus (NV) a partir del extracto de RNA
se fundamenta en la amplificacion de un fragmento de 327 pb del gen que codifica la RNA
polimerasa viral. El protocolo es una adaptacion del descrito por Vinjé y Koopmans (Vinjé y
Koopmans, 2000), que se halla detallado seguidamente.

1 ul extracto acidos nucleicos + 9 ul H20
Choque térmico 5’ a 99°C
Colocado inmediatamente en hielo
Preparacion de la mezcla de reaccion para la RT
Componente Volumen Concentracion final
5X Tampén de RT Expand 4 ul 1X
100 MM DTT 2ul 10 mM
2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2ul 0.2 mM
0.1 mM primer JV13I 0.2 ul 1uM
50 U/ul Transcriptasa Reversa Expand 0.1 ul 5U
H20 desionizada libre DNAsas y RNAsas 1.7 ul
Extracto acidos nucleicos 1/10 10 pl
Volumen total 20 pl
Incubacion 1h 42°C
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Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR
Componente Volumen Concentracion final
10X Tampoén de PCR Expand 5u 1X
15 mM MgCI2 1.5 mM
2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2.5l 0.1 mM
0.1 mM primer JV13I 0.25 pl 0.5 uM
0.1 mM primer JV12b 0.25 pl 0.5 uM
3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 pl 0.5U
H20 desionizada libre DNAsas y RNAsas 31.85 ul
Producto de la reaccion RT 10 pl
Volumen total 50 pl
Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos
Desnaturalizacion inicial | 3 |ooeec X ]
Desnaturalizacion 1 94°C
Hibridacion 130" 37°C 40X
Extension .\ v | orec |
Extension final 7 72°C 1X

Finalizado el proceso, 10 ul del producto amplificado eran sometidos a electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% en TBE 1X. Posteriormente, dicho gel era tefiido con bromuro de etidio
o GelStar.

El método escogido para confirmar las muestras positivas e incluso, para incrementar
levemente la sensibilidad, servia a la vez para genogrupar. Las sondas empleadas fueron
las descritas en Vinjé y Koopmans (Vinjé y Koopmans, 2000) pero conjugadas con biotina.
La GGla reconocia al genogrupo la (Norwalk), la GGIb reconocia cepas genogrupo Ib
(Southampton, Desert Shield, Queens Arms, etc.) y la GGIl permitia detectar cepas
genogrupo Il (Hawai, México, LordSDale, etc.). Este método requeria el marcaje previo del
amplificado con digoxigenina. Para ello se obtenia nuevamente producto de PCR a partir
del cDNA pero utilizando una mezcla de nucleétidos con uno de ellos conjugado con
digoxigenina (dATP, dCTP, dGTP, dTTP y DIG-11-dUTP) (Roche).

Una vez obtenido el amplimero marcado con digoxigenina se realizaba una ELISA con el
kit ELISA DIG detection (Roche). Las sondas eran unidas a la base del pocillo gracias a la
presencia de estreptavidina en el soporte en formato de placa de 96 pocillos, y el
amplificado se unia a su correspondiente sonda mediante simple hibridacion (ver figura
2.2.3.1.). El protocolo utilizado era el siguiente:

- Se mezclaron 20 ul de solucion desnaturalizante y 15-20 pl del amplimero marcado

con digoxigenina en un tubo de 1.5 ml. Al control negativo se le anadié H,Obd. Se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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- Se anadié solucién de hibridacién hasta alcanzar 250 pl de volumen total y una
concentracion de 7.5 pmol/ml de sonda marcada con biotina.

- Se transfirié 200 pl de la solucion resultante a cada uno de los pocillos de una placa de
96 pocillos (los cuales estaban recubiertos con estreptavidina). Se cubrieron con un
adhesivo para evitar la evaporacion y se incubaron durante 3 horas a 41°C.

- Serealizaron 5 lavados con el washing buffer suministrado por el kit.

- Se anadidé 200 ul de anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa diluido
1:100 y se volvid a cubrir con el adhesivo para realizar una incubacion de 45 minutos a
37°C en agitacion.

- Se llevaron a cabo otros 5 lavados con washing buffer y se anadio 200 ul de sustrato
ABTS (suministrado también por el kit) por pocillo. Se favorecio la reaccion a 37°C
hasta la aparicion de color y se realizo la lectura de la absorbancia a 405 nm.

mBiotina ® Digoxigenina Q Estreptavidina @ Fosfatasa alcalina

FIGURA 2.2.3.1. Esquema del método de hibridacion y revelado del amplimero
marcado con digoxigenina.

Una muestra era considerada positiva si el valor de la absorbancia resultante era mayor
que el valor medio de los negativos mas 3 veces la desviacion estandar.

2.2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa informatico STATISTICA para
Windows edicion '98 (StatSoft, Inc.). Para conocer si los datos obtenidos seguian una
distribucion normal se utilizaron los analisis de Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors y Shapiro-
Wilk. Los analisis de variabilidad entre grupos de valores con una distribucién no
paramétrica se llevaron a cabo mediante el test U de Mann-Whitney. El coeficiente de
Spearman, Gamma, Kendall Tau y el analisis de regresion se utilizaron para los analisis de
correlacion. Para todos ellos se considerd un nivel de significacion p<0.05 (intervalo de
confianza del 95%) para determinar si los datos obtenidos eran estadisticamente

significativos.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. ROTAVIRUS EN AGUAS RESIDUALES DE BARCELONA

Durante un periodo de mas de 4 afos se recogieron mensualmente muestras de agua
residual urbana de Barcelona, con la finalidad de evaluar la presencia o ausencia de
rotavirus. Una vez concentrados 50 ml de agua residual mediante liofilizacion, se
resuspendio el pellet en 0.5 ml de agua desionizada y se procedié a la extraccion de
4cidos nucleicos. Estos eran sometidos a las diferentes RT-PCRs para determinar la
presencia de diferentes virus entéricos en las muestras obtenidas.
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dmal B B 186 pb

- “. 5l

Carril 1: marcador ®X174/Hae Il (1353, 1078, 872, 603, 310, 281/271, 234, 194, 118y 72 pb)
Carriles 2 y 3: controles negativos RT y PCR
Carriles 4-9: muestras de agua residual de Barcelona

Carril 10: control positivo (clarificado rotavirus humano Wa)

FIGURA 2.3.1.1. Muestra del resultado de una RT-PCR de un fragmento de VP6 de
rotavirus en un gel 2% de agarosa en TBE 1X y su respectiva confirmacion por
hibridacion-Southern blot. EI método de confirmacion empleado permitia incrementar
la sensibilidad (véase carril 4 y 8 donde las bandas en el gel eran inexistentes o muy
débiles respectivamente, pero en cambio, muy visibles en el film fotogréafico revelado
después de la hibridacion-Southern blot).

Los rotavirus se detectaron de forma continuada a lo largo de todo el periodo de estudio.
En 248 de 396 muestras analizadas desde junio de 1998 hasta enero de 2003 se
detectaron rotavirus (un 62.6 % de positividad), presumiblemente humanos, debido al

origen urbano del agua residual.

Los rotavirus fueron los virus entéricos mas frecuentemente encontrados en las aguas
residuales de Barcelona (ver figura 2.3.1.2.). Cabe considerar que existe una gran
variabilidad tanto en el nUmero de muestras recogidas en cada uno de los aios como en el
numero de muestras analizadas para cada uno de los virus estudiados (ver tabla 2.3.1.1.).
Agrupando los diferentes meses del estudio en periodos calidos y periodos frios es posible
observar que los rotavirus se encuentran presentes durante todo el tiempo de estudio sin
apreciarse una clara estacionalidad.
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TABLA 2.3.1.1. Porcentajes de positividad para los diferentes virus entéricos en las
muestras de agua residual de Barcelona recogidas desde junio de 1998 hasta enero de

2003.

% muestras positivas

HRV? HAsV® HAV® NV¢

6/98 - 10/98° 25.0 20.0 14.3 0.0
n=36 n=30 n=35 n=10

11/98 - 04/99' 61.8 29.1 18.2 25.0
n=55 n=55 n=55 n=12

05/99 - 10/99 48.6 13.2 10.0 8.3
n=70 n=68 n=70 n=12

11/99 - 04/00 64.1 6.4 25.0 33.3
n=156 n=156 n=12 n=12

05/00 - 6/00 94.7 31.6 100.0 66.7

n=19 n=19 n=3 n=3

11/00 - 04/01 88.8 44 4 0.0 55.5
n=18 n=18 n=18 n=18

05/01 - 10/01 91.7 50.0 8.3 0.0
n=12 n=12 n=12 n=12

11/01 - 04/02 100.0 91.7 8.3 0.0
n=12 n=12 n=12 n=12

05/02 - 10/02 91.7 100.0 0.0 8.3
n=12 n=12 n=12 n=12

11/02 - 01/03 50.0 66.7 33.3 0.0

n=6 n=6 n=6 n=6

Total 62.6 22.7 13.6 19.3
n=396 n=388 n=235 n=109

@ Rotavirus humanos del grupo A.

® Astrovirus humanos.
¢ Virus de la hepatitis A.
4 Norovirus

® Periodo considerado calido (area transparente).

" Periodo considerado frio (area sombreada).
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FIGURA 2.3.1.2. Distribucién mensual de los diferentes virus entéricos estudiados en
el agua residual de Barcelona, expresados en porcentajes de positividad respecto al

total de muestras analizadas.
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2.3.2. CUANTIFICACION DE LA CARGA VIRAL DE ROTAVIRUS EN LAS AGUAS
RESIDUALES DE BARCELONA

La presencia de rotavirus en el agua residual del area urbana de Barcelona era casi
constante a lo largo del ano, no pudiéndose observar estacionalidad. Dado que se
encuentra bien documentada la estacionalidad clinica de rotavirus, decidimos investigar las
posibles diferencias en la carga viral de dichas aguas a lo largo del afo. Para ello,
cuantificamos el numero de copias gendémicas presentes en el concentrado (100x) de agua
residual mediante RT-PCR a tiempo real en cada una de las muestras en las que
previamente habiamos detectado presencia de rotavirus. El resultado se muestra en la
figura 2.3.2.1. Tan sélo fue posible cuantificar un 68% de las 248 muestras en las que se
detectoé presencia de rotavirus (ver tabla 2.3.2.1.). Ello pudiere deberse al deterioro de los
rotavirus presentes en las muestras pese a su conservacion a -80°C, pues la cuantificacion
se realizé en el ano 2003.
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FIGURA 2.3.2.1. Carga viral media mensual (dsRNA de rotavirus por ml) en el agua
residual de Barcelona durante todo el periodo de estudio. Durante el periodo
comprendido entre julio y octubre de 2000 no se muestred. La barra vertical de error
representa la desviacion estandar.

De las 169 muestras en las que fue posible conocer la carga de rotavirus presente, 50
pertenecian al periodo considerado calido (Mayo-Octubre), lo cual representaba un 33.5%
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respecto al total de muestras analizadas pertenecientes a este periodo, y 119 pertenecian
al periodo frio (Noviembre-Abril), un 48.2% respecto al total de muestras analizadas
pertenecientes a este periodo. Dicho de otro modo, de las 83 muestras pertenecientes al
periodo calido en las que se detectd presencia de rotavirus tan solo fue posible cuantificar
50 de ellas (60.2%) y de las 165 pertenecientes al periodo frio, que también contenian
rotavirus, fue posible cuantificar 119 (72.1%). Asi, disponiamos de un mayor numero de
muestras recogidas en el periodo frio (un 62.4% de las muestras), que presentaban una
mayor positividad y un mayor porcentaje de muestras cuantificables, aunque las
diferencias con el periodo calido no eran significativas.

TABLA 2.3.2.1. Nomero y porcentajes de las muestras cuantificadas mediante RT-
PCR a tiempo real respecto al nimero de muestras positivas para rotavirus en cada
uno de los periodos.

periodo calido periodo frio n® muestras totales
n°® muestras recogidas 149 247 396
(37.6%)* (62.4%) (100.0%)
n® muestras con rotavirus 83 165 248
(55.7%)" (66.8%) (62.6%)°
n® muestras cuantificadas 50 119 169
(60.2%)° (72.1%) (68.1%)°

@ Porcentaje de muestras respecto al total recogidas.

b Porcentaje respecto al numero total de muestras disponibles de ese periodo de tiempo.

¢ Porcentaje respecto al nimero de muestras positivas de ese periodo de tiempo.

94 Porcentaje de muestras positivas para rotavirus respecto al total de muestras analizadas.
® Porcentaje de muestras cuantificadas respecto al nimero total de muestras en las que
previamente se detectd presencia de rotavirus.

La distribucion de los datos obtenidos de la carga viral del agua residual no siguié una
distribucion normal (ver figura 2.3.2.2.). Transformando estos datos al log+1 o la raiz
cuadrada seguian sin ajustarse a una distribucion normal (ver figura 2.3.2.3. y 2.3.2.4.). El
andlisis Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors y el analisis Shapiro-Wilk también nos indicaban
que en ningun caso estos valores se ajustaban a una distribucion normal.
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Histograma: dsRNA/ml
K-S d=,27692, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,57496, p=0,0000
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FIGURA 2.3.2.2. Distribucion de las cargas virales presentes en el agua residual
agrupadas en intervalos de 1000 copias de dsRNA/ml. Numero de observaciones
equivale a numero de muestras.

Histograma: log dsRNA/ml +1
K-S d=,14927, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,92218, p=,00000
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Histograma: raiz cuadrada de dsRNA/ml
K-S d=,13391, p<,01 ; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,88952, p=,00000
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FIGURA 2.3.2.4. Distribucién de la raiz cuadrada de la carga viral presente en el agua
residual agrupados en intervalos de dos veces la raiz cuadrada de dsRNA/ml. Ndmero
de observaciones equivale a nUmero de muestras

Con el fin de conocer si la cantidad de rotavirus presente en el agua residual presentaba
estacionalidad decidimos aplicar la categoria mes "frio" o mes "calido" a cada uno de los
meses del afo. A partir de la informacién climatica de la zona de muestreo (observatorio
Fabra i Puig de Barcelona) se decidio el criterio de categorizacion de los datos. Esta
categorizacion se baso en la maxima diferencia entre las temperaturas medias de los
meses correlativos. Es decir, disponiendo de las temperaturas medias mensuales de los
afnos implicados en el estudio se observd que meses presentaban mayores diferencias
respecto al resto. Posteriormente, se agruparon los meses correlativos en diferentes
combinaciones y se escogio aquella ordenacion que presentara mayores diferencias
estadisticas entre grupos. Asi, desde mayo a octubre se establecid el periodo "calido", y
de noviembre a abril el periodo "frio".

La carga viral promedio de las 169 muestras cuantificadas fue de 2292 + 3871.3
dsRNA/mI. Segun el andlisis U de Mann-Whitney la cantidad de rotavirus presente en el
agua residual en cada uno de los periodos era significativamente diferente (p=0,000001).
La carga viral promedio del periodo considerado calido era de 808.2 + 1657 dsRNA/ml (n=
50) y la del periodo considerado frio 2915.4 = 4344.2 dsRNA/ml (n=119). Esta
estacionalidad, sin embargo, no fue observada para todos los periodos anuales estudiados
(datos mostrados en la tabla 2.3.2.2.). Los periodos anuales junio/1998-abril/1999 y
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mayo/2000-abril/2001 no presentaban diferencias significativas entre las cantidades de

rotavirus presentes en el agua residual durante el periodo calido respecto al periodo frio.

TABLA 2.3.2.2. Promedio de la carga viral de las muestras de agua residual de
Barcelona (dsRNA/ml) = SD tanto en global como para cada uno de los periodos
propuestos por separado. Se incluye el analisis de la variabilidad de la carga viral
entre el periodo célido y el periodo frio en cada uno de los afios de estudio y

englobando todo el periodo de estudio.

Periodo anual  promedio periodo calido  promedio periodo frio analisis U
mayo-octubre noviembre-abril Mann-Whitney
06/98-04/99 33.9%+38.8 70.1+130.2 p=0.853101
n=19 n=5 n=14
05/99-04/00 1089.8 + 1929.4 3677.2 £5030.5 p=0.000803 *
n=98 n=19 n=79
05/00-04/01 1935.4 + 2322.0 2978.7 £ 1759.2 p=0.121061
n=24 n=9 n=15
05/01-04/02 88.1 +137.7 763.7 +918.6 p=0.002691 *
n=20 n=11 n=9
05/02-01/03 191.3+234.0 1950.0 + 70.7 p=0.045501 *
n=8 n=6 n=2
06/98-01/03° 808.2 + 1657.0 2915.4 +4344.2 p=0.000001 *
n=169 (n=150) (n=119)

@ promedio carga viral (dsRNA/mI de agua residual)

® periodo global de todo el estudio

* variancias entre grupos independientes significativamente diferentes en un intervalo de

confianza del 95% para valores p<0.05.
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FIGURA 2.3.2.5. Gréfico por cajas de la carga viral presente en el agua residual en
los periodos calido y frio a partir de las 169 muestras cuantificadas.

Es posible entrever la diferencia existente entre el periodo calido y el periodo frio
observando el grafico de cajas de las figuras 2.3.2.5. donde se encuentra representado la
distribucion de los valores. Se observa una mayor disparidad de las concentraciones
presentes en el agua residual durante el periodo considerado frio.

El numero de gastroenteritis clinicas causadas por rotavirus declaradas, en el mismo
periodo de tiempo del estudio, al Departament de Sanitat i Seguretat Social de la
Generalitat de Catalunya (datos facilitados por la Dra. Angela Dominguez) muestran
también una estacionalidad estadisticamente significativa (p <0.00001 analisis U de Mann-
Whitney). El periodo invernal es el que presenta mayor numero de casos clinicos
declarados y el estival el que presenta menos (ver figura 2.3.2.6.).
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FIGURA 2.3.2.6. Numero de casos mensuales declarados entre junio de 1998 hasta
diciembre de 2002. Datos facilitados por la Generalitat de Catalunya, Departament de
Sanitat i Seguretat Social.

Dado que los rotavirus presentan una clara estacionalidad clinica y una cierta
estacionalidad ambiental, no en su presencia pero si en su concentracion, nos propusimos
buscar si existia algun tipo de relacion entre el numero de casos declarados y la carga viral
presente en el agua residual (figura 2.3.2.7.). Para ello en un mismo mes se intentd
relacionar la carga viral presente en el agua residual con el numero de casos clinicos
declarados (ver figura 2.3.2.8.) esperando que a mayor numero de casos clinicos mayor

seria la carga viral presente en el agua residual, y viceversa.

En el grafico 2.3.2.8. se muestra el coeficiente de correlacion r obtenido a partir del analisis
de regresion (r= 0.430 y r? =0.184). Aplicando los analisis no paramétricos de Spearman,
Gamma y Kendall Tau, se observa una correlacion significativa entre ambas variables,
obteniéndose un coeficiente r-Spearman de 0.444 con un p valor de 0.0020, un valor
Gamma de 0.289 con un p valor de 0.0047 y un coeficiente Kendall de 0.287 con un p
valor de 0.0047. Dichos analisis tratan de probar la significacion de la asociacion entre las
dos variables.
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FIGURA 2.3.2.7. Histograma representando el nimero de casos clinicos promedios
mensuales declarados al Departament de Sanitat i Seguretat Social de la Generalitat
de Catalunya y la concentracion virica promedio mensual encontrada en el agua
residual de Barcelona. La barra vertical de error representa la desviacion estandar.
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FIGURA 2.3.2.8. Correlacion existente entre el nimero de casos clinicos declarados y
el nimero de virus presente en el agua residual durante el periodo de estudio (n=47).
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Con estos datos parece ser que realmente existe una correlacion estadisticamente
significativa entre la carga viral presente en el agua residual de Barcelona y el nimero de
casos clinicos decalarados al Departament de Sanitat i Seguretat Social. Ello nos condujo
a pensar si tal premisa se cumplia en cada uno de los afios de estudio. Tomando los
valores de cada uno de los periodos anuales respetando las divisiones anuales de la tabla
2.3.2.2., se observo que soélo se cumplia en dos de los periodos anuales: 05/1999-04/2000
y 05/2001-04/2002. Estos mostraban una correlacién significativa con un valor r-Spearman
de 0,6923 y 0,6364 respectivamente (p= 0.0126 y p= 0.0261). Casualmente, tales periodos
anuales coincidian con aquellos que presentaban mayores diferencias en la carga virica
presente en el agua residual entre el periodo calido y el periodo frio. Por tanto, a mayores
diferencias en la concentracion de virus presente en el agua residual de un determinado
ano, mayor es la correlacion con el numero de casos clinicos declarados en ese mismo
ano.

En cambio, relacionando sélo los valores clinicos con los valores ambientales del periodo
categorizado "calido" no se observa tal correlacion. Igualmente ocurre con los valores
categorizados "frio".

Emparejando el numero de casos clinicos de un mes determinado con la carga viral del
agua residual del mes posterior (expresada en dsRNA/mI) se observa una correlacion
similar (r= 0.4209) con coeficientes de r-Spearman de 0.396 (p=0.0071), de Gamma 0.271
(p=0.0091) y de Kendall Tau 0.269 (P= 0.0091) estadisticamente significativos (ver grafica
2.3.2.9).

promedio dsRNA/ml = 558,0875+6,9391*x; 0,95 Conf.Int.
7000 T " : . . !

2=0,1771; r=0,4209, p = 0,0040 o
6000 |
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FIGURA 2.3.2.9. Correlacion existente entre el nimero de casos clinicos declarados
para cada mes y la concentracion de rotavirus presente en las muestras de agua
residual del mes posterior,expresada en dsRNA/ml (n=46).
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Por lo tanto, es dificil establecer si la carga viral presente en el agua residual de Barcelona
es directamente un espejo del numero de casos clinicos declarados. Es evidente que
existe una correlacion entre ambos parametros, y parece ser que el pico maximo de casos
clinicos precede a la carga viral maxima en el agua residual. Considerando que el tiempo
maximo de permanencia del virus en el agua residual es de 2 horas, es facil pensar que la
correlacion sera maxima emparejando las variables mes a mes. Pero emparejando el
numero de casos clinicos con el mes posterior correlacionan similarmente. Ello podria ser
debido a la duradera excrecidn de los rotavirus después de la infeccidn, incluso no
presentando ya sintomatologia.

promedio dsRNA/ml = 645,2569+5,204*x; 0,95 Conf.Int.
7000 i T : . . !

o
r? = 0,0982; r=0,3134, p = 0,0361

6000 -
5000 f
4000 -

3000 | o 0

promedio dsRNA/ml

2000 | S . —

j000 T e

oo

-50 0 50 100 150 200 250 300 350

n° casos clinicos

FIGURA 2.3.2.10. Correlacion existente entre el nimero de casos clinicos declarados
para cada mes y la concentracion de rotavirus presente en las muestras de agua
residual del mes anterior, expresada en dsRNA/ml (n=46).

En cambio, emparejando el nimero de casos clinicos con la carga viral del agua residual
del mes anterior se observa una menor correlacion (r= 0.3134) aunque siga existiendo una
correlacion estadisticamente significativa con valores del coeficiente de r-Spearman de
0.360 (p=0.015), de Gamma 0.221 (p= 0.032) y de Kendall Tau 0.220 (P= 0.032) -ver
grafica 2.3.2.10.-.

El hecho de una menor correlacion entre el niumero de casos clinicos con la carga viral
presente en el agua residual del mes anterior, demuestra la sucesion temporal de los
sucesos. Parece ser que los nimeros maximos de casos clinicos preceden las cantidades
maximas de rotavirus en el agua residual. En caso contrario, si hubiera habido una mayor
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correlacion de los casos clinicos con la carga viral del agua residual del mes anterior,
significaria la circulacion entre la poblacion de cepas asintomaticas. Con la aparicion de
cepas mas virulentas empezarian a surgir los casos clinicos.
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2.4. DISCUSION

Los virus entéricos mayoritarios en el agua residual urbana doméstica de Barcelona son
los rotavirus. Se ha detectado en la gran mayoria de muestras recogidas entre junio de
1998 y enero de 2003. Asi, es dificil establecer si es observable una estacionalidad a lo
largo del afo desde un punto de vista meramente cualitativo. Pero cuantificando la
concentracion virica a lo largo del afo, es observable una mayor concentracion virica
durante los meses frios (de noviembre a abril) respecto a los meses calidos (de mayo a
octubre). Esta diferencia correlaciona con el numero de casos clinicos declarados al
Departament de Sanitat i Seguretat Social de la Generalitat de Catalunya durante el mismo
periodo de tiempo. Segun el Sistema de Informaciéon Microbioldgica (SIM) el agente virico
mayoritario responsable de gastroenteritis aguda desde el afio 1989 es rotavirus, y en
Catalufa se ha observado un aumento de declaracion, al igual que en Pais Vasco. Segun
el SIM, la distribucion estacional de los casos demuestra una mayor incidencia en los
meses de invierno (Garcia et al., 1999). La estacionalidad clinica de rotavirus ha sido

99



Capitulo 2. Discusion

previamente documentada en Espana (Visser et al, 1999; Garcia et al. 1999)
encontrandose el mayor numero de gastroenteritis agudas causadas por rotavirus
declaradas en invierno. Ello también ha sido advertido en otros paises de clima templado
donde el mayor numero de brotes causados por rotavirus se ha observado en la estacion
fria (Ansari et al., 1991; Koopmans y Brown, 1999). La estacionalidad de la presencia de
rotavirus en agua residual también ha sido previamente documentada en Houston, Texas
(Hejkal et al., 1984; Mehnert y Stewien, 1993) y en Sao Paulo (Mehnert y Stewien, 1993)
donde la menor concentraciéon virica se encontraba entre los meses mas calidos, y la
mayor durante el invierno y primavera.

Los resultados de este estudio han revelado una estacionalidad en la cantidad de rotavirus
presentes en el agua residual urbana del area de Barcelona. Los meses de invierno han
sido los que han presentado mayor concentracion de rotavirus, situandose el maximo entre
los meses de diciembre a abril. Estudios previos a partir de muestras recogidas en la
misma planta depuradora entre noviembre de 1985 y julio de 1986 con el fin de comparar
el nivel de rotavirus infecciosos en ambos meses, demostraron la no existencia de
estacionalidad de rotavirus en Barcelona (Bosch et al., 1988b). Pero el presente estudio
llevado a cabo durante un periodo de tiempo mucho mas largo y con una recoleccion de
muestras mas numerosa y homogénea a lo largo del afo, revela que es necesario un
mayor tiempo de estudio para observar la estacionalidad de rotavirus en agua residual. Los
niveles de rotavirus encontrados entonces oscilaron entre 153-158 unidades infecciosasl/!I.
En el estudio actual se ha detectado una media de 2.292 + 3.871,3 dsRNA/ml de agua
residual, es decir, unos 3 o 4 6rdenes de magnitud de unidades de genoma viral mas.
Estos datos no son realmente comparables ya que desconocemos la relacion existente
entre numero de unidades infecciosas y unidades de genoma viral en el agua residual. En
suspensiones de rotavirus adaptados a cultivo celular se ha observado una relacién de
'particulas infecciosas' respecto 'particulas fisicas' de hasta 4 6rdenes de magnitud
diferente.

Analizando los datos anualmente no parece existir tal estacionalidad en todos los afos de
estudio. La clara estacionalidad existente en el nimero de casos clinicos declarados no
siempre correlaciona con la carga viral presente en el agua residual. Posiblemente la
existencia de gran numero de individuos asintomaticos y la mayor o menor virulencia de
las cepas circulantes explique esta no perfecta correlacion entre datos de un mismo ano.
Se conoce que un individuo infectado puede excretar gran cantidad de particulas de
rotavirus, 10'°-10"" particulas de rotavirus por gramo de heces (Flewett y Woode, 1978).
Asimismo, Richardson y colaboradores (Richardson et al., 1998) demostraron la
prolongada duracion de la excrecion (hasta 57 dias después de manifestarse la
sintomatologia) en nifios hospitalizados. Adicionalmente, también se encuentra bien
documentada la excrecion de rotavirus tanto por personas que han superado los episodios
de diarrea pero que continuan excretando rotavirus (Pickering et al., 1988; Richardson et

100



Capitulo 2. Discusion

al., 1998 ) como por personas asintomaticas (Barnes et al., 2003). En este estudio hemos
observado que existe una correlacion similar si relacionamos el niUmero de casos clinicos
con la carga viral presente en el agua residual en un mes determinado que relacionandolos
con la carga viral presente en el agua residual del mes posterior. Muy posiblemente, podria
ser una reflejo de la prolongada excrecion de rotavirus y de la existencia de gran cantidad
de individuos asintomaticos. En cambio, si emparejamos los casos clinicos con la carga
viral del agua residual del mes anterior los valores estadisticos de correlacién empeoran.
Ello confirmaria que los casos clinicos preceden a los valores maximos de carga viral en el
agua residual, y no al revés. En conclusion, un pico de casos de gastroenteritis causadas
por rotavirus en una poblacién como Barcelona se encuentra reflejado en el agua residual
de tal poblacion, visible incluso un mes después de haberse producido.

Las diferencias existentes en la carga viral de rotavirus en el agua residual en cada uno de
los periodos no puede explicarse por factores ambientales que afectaran a su estabilidad.
El tiempo maximo de permanencia de los virus en el agua residual antes de su recoleccion
no superaba las 2 horas. Factores climaticos como la temperatura o la intensidad de
radiacion solar no podian afectar al virus durante el tiempo de permanencia de éste en el
agua residual hasta su llegada a la planta depuradora (donde se realizaba el muestreo) ya
que la temperatura del afluente de agua residual era casi constante a lo largo del afo y los
conductos, exceptuando la entrada a la planta, eran subterraneos. Los efectos de la propia
composicion quimica del agua sobre rotavirus no son claros. Parece ser que los
detergentes idnicos los desestabilizan dependiendo del pH del medio, pero en cambio, los
detergentes no-idnicos lo estabilizan (Ward y Ashley, 1980).

Los otros virus entéricos analizados no parecen seguir un patron de estacionalidad tan
evidente como el de rotavirus, exceptuando astrovirus los cuales parecen emerger durante
los meses de diciembre-enero. Ello concuerda con datos de otros lugares préximos (sur de
Francia) donde se ha detectado mayor presencia de astrovirus en marisco contaminado en
diciembre y enero entre los afios 1995 y 1998 (Le Guyader et al., 2000). Cabe mencionar
que la casi completa ausencia de aislamientos de HAV en el agua residual en los afios
2000-2002 pudiera ser debida a un programa piloto de vacunacion masiva en las escuelas
contra dicho virus.

Frente los resultados obtenidos se concluye que la simple deteccion de rotavirus en el
agua residual de Barcelona no presenta estacionalidad alguna, pero si que la presenta la
cantidad de moléculas dsRNA gendmicas de rotavirus presente a lo largo del afio. Dicha
estacionalidad coincide con la estacionalidad observada en los casos clinicos declarados
en el Departament de Sanitat i Seguretat Social de la Generalitat de Catalunya.
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3.1. ANTECEDENTES

El desarrollo de una vacuna frente rotavirus es altamente prioritario. Los beneficios de una
segura y eficiente vacunacion frente rotavirus reduciria la morbilidad y, especialmente, la
mortalidad de nifios en paises en vias de desarrollo debido a gastroenteritis causadas por
dicho virus (Jiang et al., 2002). Asimismo, el analisis de los costes de dicha gastroenteritis
en los paises desarrollados justificaria la vacunacion rutinaria dentro del periodo de
inmunizacion infantil (Noel et al., 1994; Cunliffe et al., 2002b).

Diversas vacunas han sido propuestas pero solo una, RotaShield (RRV-TV), de los
laboratorios Wyeth (Marietta, Pennsylvania), fue autorizada en Estados Unidos en agosto
de 1998 tras diversos ensayos clinicos por su efectiva proteccion después de la
administracion de la tercera dosis (Bernstein et al., 1995; Kapikian et al., 1996; Lanata et
al., 1996; Linhares et al., 1996; Rennels et al., 1996; Joensuu et al., 1997; Pérez-Schael et
al., 1997; Santosham et al., 1997; Perez-Mato et al., 2002). Se trataba de una vacuna viva
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atenuada tetravalente (G1, G2, G3 y G4) disefada a partir de reassortants de rotavirus
humano (segmento 9) y simio (el resto de segmentos genémicos) (Kapikian et al., 1996;
Parashar et al., 1998). El "Advisory Committee on Immunization Practices" -ACIP-, la
academia americana de pediatria y la academia americana de médicos de familia
recomendaron la vacunacion rutinaria con RRV-TV de nifios sanos. Desde septiembre de
1998 hasta julio de 1999 fueron declarados 15 casos de intususcepcion (obstruccion del
intestino debido a una invaginacién de éste) a la "Vaccine Adverse Event Reporting
System" -VAERS- entre los nifios que habian recibido dicha vacuna. El uso de la vacuna
fue suspendido en julio de 1999 para estudiar su relacién con dicho fenédmeno.

En Venezuela, donde también distribuyeron dicha vacuna para un ensayo clinico en 2207
ninos, se detectd imprevistamente transmision horizontal natural de la vacuna (Hoshino et
al., 2003). Ello refleja la facil propagacion de rotavirus persona a persona. Por otro lado, no
esta claro que nivel de proteccion ofrecen las vacunas disefiadas frente a determinados
serotipos. A nifilos vacunados con la vacuna RotaShield (RRV-TV), ésta habia conferido
proteccion frente cepas G1P[8] pero parecia no ser efectiva frente a los otros serotipos
para los cuales fue disefiada (Mascarenhas et al., 2002). Asi pues, quedan muchas
cuestiones por resolver.

Paralelamente a los estudios de las posibles vacunas frente rotavirus se ha ido conociendo
mas sobre la biologia del virus. Diferentes observaciones sugieren que la diversidad de los
rotavirus es mayor y mas compleja de lo que se sospechaba en un principio. Los rotavirus
disponen de un gran numero de mecanismos que les permite aumentar su diversidad:
mutaciones puntuales, intercambio de segmentos de RNA entre diferentes cepas
(reassortment), duplicaciones y delecciones de secuencia dentro de un mismo segmento,
fendmenos de recombinacion y la introduccion de rotavirus animales en la poblacion
humana. La propension de los rotavirus a producir reassortants y a atravesar la barrera
interespecifica se halla reflejada en los descubrimientos de serotipos tipicamente animales
en humanos (G5 en Brasil, G8 en Malawi y G9 en India y Blangadesh). También se
observa cada vez mas la emergencia de serotipos poco comunes como son G9 y G12
(Cubitt et al., 2000; Araujo et al., 2001; Jain et al., 2001; Kirkwood et al., 2002; Das et al.,
2003). Dado que estos serotipos pueden convertirse en serotipos dominantes en el futuro,
deberian ser considerados en las nuevas generaciones de vacunas (Cunliffe et al., 2002a).

Se sabe que las dos proteinas de la cubierta mas externa del virus, la glicoproteina VP7 y
la proteina sensible a proteasas VP4 pueden ser neutralizadas serolégicamente, evitando
asi la infeccion (Estes, 2001). Estas proteinas se clasifican mediante ensayos con
anticuerpos neutralizantes. Hasta ahora se conocen 15 serotipos de VP7 o G-tipos (Rao et
al., 2000), de los cuales 10 (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G8, G9, G10 y G12) se han aislado
en humanos, y todos ellos presentan una buena correlacion entre serotipo y genotipo. En
el caso de la proteina VP4, esta correlacién no es tan clara. Se conocen 13 serotipos o P-
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tipos y al menos 21 genotipos (Rao et al., 2000), de los cuales 8 (P[3], P[4], P[6], P[8], P[9],
P[10], P[11] y P[14]) infectan humanos.

Anticuerpos monoclonales disefiados contra la glicoproteina VP7 han sido muy utiles en
los estudios de distribucion de los 4 G-serotipos mas comunes. Pero la falta de anticuerpos
monoclonales especificos para otros G-serotipos y para todos los P-serotipos dejaba en
muchos estudios un gran numero de aislados sin poder ser caracterizados. El genotipado
molecular ha solventado gran parte de este problema, y ademas, ha permitido identificar
diversos aislados en una misma muestra (Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1992).

Cada vez son mas los esfuerzos por conocer que serotipos afectan a humanos. Dado que
los rotavirus presentan una gran variabilidad se deberia disefiar una vacuna que cubriese
los serotipos circulantes en el momento y lugar donde se desea realizar un programa de
vacunacion infantil. Diversos estudios se han llevado a cabo en diferentes lugares del
mundo para conocer los serotipos circulantes, y sobre todo, aquellos responsables de la
diarrea severa causante de la hospitalizacion del paciente (Kirkwood et al., C., 2002). Por
el momento no se ha podido correlacionar mayor virulencia con un determinado serotipo o
combinacion de serotipos (Noel et al., 1994).

Las combinaciones mas comunes mundialmente son P[8]G1, P[4]G2, P[8]G3 y P[8]G4,
aunque también estan emergiendo P[8]G9 y P[6]G9. La distribucion de las diferentes
cepas de rotavirus varia dependiendo de la region geografica, del nivel socioeconémico y
del periodo de afos del estudio. Un profundo conocimiento de esta distribucion conducira a
predecir la eficacia de una potencial vacuna para esa region.

El andlisis del agua residual urbana nos ofrece una buena visidon de las cepas circulantes
entre la poblacién, donde conoceremos tanto las cepas causantes de infecciones
sintomaticas como asintomaticas. La alta sensibilidad de las técnicas moleculares las hace
idoneas para el estudio del agua residual. Asi, la caracterizacion molecular de los genes
que codifican para VP7 y VP4 de rotavirus se realiz6 mediante los sistemas previamente
descritos por Gouvea y colaboradores (Gouvea et al., 1990) y Gentsch y colaboradores
(Gentsch et al., 1992), aunque también se incluyeron primers descritos en otros trabajos
(Das et al., 1994; Gouvea et al., 1994a; Gouvea et al., 1994b).
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. GENOTIPADO DE LA GLICOPROTEINA VP7 (G) MEDIANTE RT-PCR-
SEMINESTED

En primer lugar se realizé una retrotranscripcion y posterior amplificacion de la mayor parte
del gen 9 (1062 pb) con primers comunes a todos los genotipos conocidos (Beg 9 y End 9)
segun Gouvea y colaboradores (Gouvea et al., 1990). Posteriormente se amplificd un
fragmento concreto del gen mediante primers especificos de genotipo de la region
hipervariable del gen (Gouvea et al., 1990; Das et al., 1994; Gouvea et al., 1994a; Gouvea
et al., 1994b). Asi, se utilizd un primer comun a todos ellos (RVG9) y uno especifico (aBT1,
aCT2, aET3, aDT4, cFT5, aAT8 y aFT9) para cada uno de los genotipos de interés (G1,
G2, G3, G4, G5, G8 y G9 respectivamente) que generaron un tamano exclusivo de cada
genotipo (ver figura 3.2.1.).
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5 3
1 178 314 411 480 689 757 760 1062
|
Egg ang 51 ECTZ iDT4 aET3 aETQ EFTS -
End9
RVGO
1062 pb
G5 303 pb
G9 306 pb
G3 374 pb
G4 583 pb
G2 652 pb
61 749 pb
G8 885 pb

FIGURA 3.2.1. Esquema del gen codificante de la glicoproteina VP7 y el lugar de
union de los diferentes primers que se utilizaron para el genotipado. También se
muestran los tamafios resultantes esperables del gen entero y para cada uno de los
genotipos después de la amplificacién mediante PCR.

Empleando este conjunto de primers en la segunda amplificacion fue posible distinguir
incluso diferentes genotipos presentes en una misma muestra simplemente por la
diferencia de tamano de los amplimeros resultantes.

A partir de los extractos de acidos nucleicos de las muestras analizadas en el capitulo 2,

en las que se detectd presencia de rotavirus mediante la RT-PCR del fragmento del gen
codificante de VP8, se llevo a cabo el siguiente protocolo.
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0.5 ul extracto acidos nucleicos + 4.5 pl H,O
Choque térmico 5’ a 99°C
Colocado inmediatamente en hielo

Preparacion de la mezcla de reaccion para la RT

Componente Volumen Concentracion final
5X Tampén de RT Expand 2ul 1X

100 mM DTT 1l 10 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 1l 0.2 mM

0.1 mM primer Beg 9 0.1l 1uM

0.1 mM primer End 9 0.1l 1uM

50 U/ul Transcriptasa Reversa Expand 0.05 pl 25U

H,0 desionizada libre DNAsas y RNAsas 0.75 ul

Extracto acidos nucleicos 1/10 5 ul

Volumen total 10 pl

Incubacién 1h 50°C

Preparacién de la mezcla de reaccién para la amplificacién por PCR de 1062 pb del gen 9

Componente Volumen Concentracion final
10X Tampén de PCR Expand 5ul 1X
15 mM MgCl, 1.5 mM
2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM
0.1 mM primer Beg 9 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer End 9 0.25 ul 0.5 uM
3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 ul 05U
H,0 desionizada libre DNAsas y RNAsas 29.35 ul
Producto de la reaccién RT 10 ul
Volumen total 50 pl
Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos
Desnaturalizacién inicial | 9 | 95°Cc | X ]
Desnaturalizacion 1 94°C
Hibridacién 2 47°C 40X
Extension 8 . T2C ]
Extension final 10 72°C 1X
Preparacion de la mezcla de reaccion para la seminested PCR deteccion G1, G2, G3, G4, G5, G8
Componente Volumen Concentracion final
10X Tampén de PCR Expand 5ul 1X
15 mM MgCl, 1.5 mM
2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2.5l 0.1 mM
0.1 mM primer RVG9 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer aBT1 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer aCT2 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer aET3 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer aDT4 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer cFT5 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer aAT8 0.25 ul 0.5 uM
3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 ul 05U
H,0O desionizada libre DNAsas y RNAsas 38.6 ul
Producto de la PCR del gen 9 2ul
Volumen total 50 pl
Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos
Desnaturalizaciéninicial | ¢ | e¢Cc | X ]
Desnaturalizacion 1 94°C
Hibridacién 2 45°C 40X
Exension ¥ C ]
Extension final 10’ 72°C 1X
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Debido a que la temperatura de fusion del primer especifico para G9 (aFT9) era
sustancialmente diferente al resto de primers, se diseiid una PCR diferente con una
temperatura de hibridacion sensiblemente menor.

Preparacion de la mezcla de reaccion seminested PCR deteccion G9
Componente Volumen Concentracion final
10X Tampén de PCR Expand 5ul 1X
15 mM MgCl, 1.5 mM
2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2.5 ul 0.1 mM
0.1 mM primer RVG 9 0.25 ul 0.5 uM
0.1 mM primer aFT9 0.25 ul 0.5 uM
3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15ul 05U
H,0O desionizada libre DNAsas y RNAsas 39.85 ul
Producto de la PCR del gen 9 2ul
Volumen total 50 pl
Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos
Desnaturalizacioninicial | ¢ | e¢Cc | X ]
Desnaturalizacion 1 94°C
Hibridacién 2 42°C 40X
Exension ¥ C ]
Extension final 10’ 72°C 1X

Se visualizaron los amplimeros mediante electroforesis en un gel al 2 % de agarosa en
tampon TBE 1X durante 3 6 4 horas a 100 voltios de 10 ul del producto de la segunda
PCR. Transcurrido este tiempo, los fragmentos resultantes se tifieron con bromuro de
etidio o GelStar y se visualizaron mediante luz UV.

Para la confirmaciéon del G-tipado de algunos aislados los amplificados fueron
secuenciados. Se realiz6 una purificacion del producto de PCR con el kit “High Pure PCR
product Purification kit” (Roche). En el caso de partir de un producto de PCR en el que
habia mas de un fragmento amplificado, previamente a la purificacién, se realizaba una
electroforesis con todo el producto de PCR en un gel de agarosa (1.5-2%) con TAE 1X, se
recortaba la banda de interés y se prosiguio con el protocolo de secuenciacion descrito en
el apartado 1.2.5. del capitulo 1 con los primers correspondientes.

3.2.2. GENOTIPADO DE LA PROTEINA SENSIBLE A PROTEASAS VP4 (P) MEDIANTE
RT-PCR-SEMINESTED

La estrategia del genotipado de VP4 fue muy similar a la del genotipado de VP7. Primero
se retrotranscribio y amplifico parte del gen 4 (876 pb) mediante primers comunes para
todas las cepas de rotavirus (Con 3 y Con 2) segun Gentsch y colaboradores (Gentsch et
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al., 1992). Una vez obtenido el producto, se sometié a una segunda PCR con primers
especificos de genotipo de la regién hipervariable del gen. Se utilizé un primer comun a
todos ellos (Con 3) y uno especifico de genotipo (1T-1 y 1T-1D para P1A[8], 2T-1 para
P1B[4], 3T-1 para P2[6], cpGott para P2B[6]; 4T-1 para P3[9], cpOSU para P9[7] y 501-
P[13] para P[13]) generandose tamanos exclusivos de genotipo.

11 2|78 3;56 4?2 4|12 48|7 4|94 5|24 8?7 | __%3_59
con 3 - = Em-= - - -
3T-1 1T-1 4T-1 cpOSU cpGott2T-1  501-P[13] Con 2

877 pb

268 pb P2[6]

346 pb P1A[8]

392 pb P3[9]

402 pb Po[7]

477 pb P2B[6]

484 pb P1B[4]

514 pb P[13]

FIGURA 3.2.2. Esquema del gen codificante de la glicoproteina VP4 y el lugar de
unién de los diferentes primers que se utilizaron para el genotipado. También se
muestra los tamarfios resultantes esperables del fragmento de la primera PCR y para
cada uno de los genotipos después de la seminested PCR.

Al igual que en el genotipado de VP7, fue posible distinguir diferentes genotipos en una
misma muestra, debido a la diferencia de tamafo de los fragmentos resultantes de cada
una de las combinaciones de primers.

A partir de los extractos de acidos nucleicos de las muestras analizadas en el capitulo 2,

en las que se detect6 presencia de rotavirus mediante la RT-PCR del fragmento del gen
codificante de VPG, se llevé a cabo el siguiente protocolo.
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0.5 ul extracto acidos nucleicos + 4.5 pl H,O
Choque térmico 5’ a 99°C
Colocado inmediatamente en hielo

Preparacién de la mezcla de reacciéon

Componente Volumen Concentracion final
5X Tampén de RT Expand 2ul 1X

100 mM DTT 1ul 10 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 1ul 0.2 mM

0.1 mM primer Con 3 0.1l 1uM

0.1 mM primer Con 2 0.1l 1uM

50 U/ul Transcriptasa Reversa Expand 0.05 ul 25U

H,0 desionizada libre DNAsas y RNAsas 0.75 ul

Extracto acidos nucleicos 1/10 5 ul

Volumen total 10 pl

Incubacién 1h 50°C

Preparacién de la mezcla de reaccién para la amplificacién por PCR de 876 pb del gen 4

Componente Volumen Concentracion final

10X Tampén de PCR Expand 5ul 1X

25 mM MgCl, 4 ul 2mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 5ul 0.2 mM

0.1 mM primer Con 3 0.5ul 1uM

0.1 mM primer Con 2 0.5ul 1uM

3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 ul 05U

H,0O desionizada libre DNAsas y RNAsas 24.85 ul

Producto de la reaccién RT 10 ul

Volumen total 50 pl

Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos

Desnaturalizacién inicial | % | 95°Cc | X ]
Desnaturalizacion 1 94°C

Hibridacién 2 47°C 40X

Extension 8. T2C ]
Extension final 10 72°C 1X

Preparacion de la mezcla de reaccion seminested PCR deteccion P[8],P[4],P[6] y P[9]

Componente Volumen Concentracion final

10X Tampén de PCR Expand 5ul 1X

25 mM MgCl, 5ul 2.5 mM

2 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2.5l 0.1 mM

0.1 mM primer Con 3 0.25 ul 0.5 uM

0.1 mM primer 1T-1/1T-1D 0.25 ul 0.5 uM

0.1 mM primer 2T-1 0.25 pl 0.5 uM

0.1 mM primer 3T-1 0.25 pl 0.5 uM

0.1 mM primer 4T-1 0.25 pl 0.5 uM

3.5 U/ul HF PCR Expand polimerasa 0.15 ul 0.5U

H,0 desionizada libre DNAsas y RNAsas 35.6 ul

Producto de la PCR del gen 9 0.5l

Volumen total 50 pl

Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos

Desnaturalizacioninicial |\ 9 | 95°C___ | X ]
Desnaturalizacion 1 94°C

Hibridacién 2 44°C 40X

Exension ¥ C
Extension final 10’ 72°C 1X
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Se visualizaron los amplimeros mediante electroforesis en un gel del 2.5 % de agarosa en
tampon TBE 1X durante 4 6 5 horas a 100 voltios de10 ul del producto de la segunda PCR.
Transcurrido este tiempo, los fragmentos resultantes se tifieron con bromuro de etidio o
GelStar y se visualizaron mediante luz UV.

Para la confirmacion del P-tipado de algunas cepas los amplimeros fueron secuenciados.

3.2.3. CARACTERIZACION DE AISLADOS G5. ANALISIS FILOGENETICO

La secuencia nucleotidica resultante de la secuenciacion del fragmento resultante de la
seminested a partir del gen codificante de la proteina VP7 (256 pb) de las cepas G5 fue
comparada con las cepas de referencia utilizando el programa BLAST (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, Estados Unidos). Las alineaciones de multiples
secuencias se llevaron a cabo mediante el programa CLUSTAL W (European
Bioinformatics Institute, Cambridge, Reino Unido). Los arboles filogenéticos fueron
construidos mediante el método “neighbor-joining”. La matriz de distancias se calculd
mediante el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis 2.1 (MEGA version 2.1,
Pennsylvania, Estados Unidos; Kumar et al. 2001). A partir de 1000 repeticiones se obtuvo
un arbol consenso sin raiz utilizando secuencias de cepas de rotavirus G5 presentes en el
GenBank (AF24239, L35054, L35056, X04613, L35059, L79916 y L35058) y como
outgroup cepas de rotavirus porcinos G3 (L35055, L35060, L35079 y L35057). Este se
visualiz6 con el programa TreeView.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. GENOTIPADO G

Sélo en el 42.3% de las 248 muestras en las que se detectd la presencia de rotavirus fue
posible determinar el G-tipo. Diversos G-tipos fueron visibles si coexistian en una misma
muestra (ver carril 10, 11y 18 de la figura 3.3.1.1.). Un 38% de las muestras G tipadas (40
muestras) tenian mas de un G-tipo.
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Carriles 1, 2 y 3: controles sin molde de la RT, PCR y seminested

Carril 4: marcador pesos moleculares ®X174/Hae Ill (1353, 1078, 872, 603, 310, 281/271, 234, 194, 118 y 72 pb)
Carriles 5 — 18: muestras rotavirus VP6 positivas. Carriles 5, 7, 8, 9, 13, 14, 15 y 16 contenian cepas G1; carril 12
contenia cepa G3; carriles 10, 11 y 18 contenian ambas; carriles 6 y 17 no pudieron ser caracterizadas.

Carril 19: control positivo (clarificado rotavirus porcino OSU)

Carril 20: marcador pesos moleculares pBR322/Hae Ill (587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 124/123, 104
pb)

FIGURA 3.3.1.1. Gel de electroforesis al 2% de agarosa en TBE 1x de los productos de
la seminested para discernir los G-tipos presentes.

Los G-tipos encontrados mayoritariamente fueron G1 en un 56.3% (85/151), seguido del
G3 en un 31.8 % (48/151). En menor frecuencia, G9 en un 6% (9/151), G2 en un 4%
(6/151) y G5 en un 2% (3/151). No se aisl6 en ninguna muestra cepas G4 6 G8.

TABLA 3.3.1.1. Distribucién de los G-tipos en el agua residual de Barcelona.

Periodo tiempo Numero de muestras positivas
G1 G2° G2° G2 total G3 G4 G5 G8 G9

6/98 — 04/99 7 0 2 2 4 0 0 0 1
05/99 — 04/00 53 0 0 0 28 0 2 0 3
05/00 — 04/01 20 0 4 4 13 0 0 0 2
05/01 — 04/02 0 0 0 1 0 0 0 0
05/02 — 01/03 0 0 0 2 0 1 0 3
Total 85 0 6 6 48 0 3 0 9

@ Resultado obtenido con los primers RVG9 y aCT2 analizando todas las muestras.
® Todas las muestras gue contenian aislados P[4] pero en los que no fue posible detectar el genotipo G2

fueron reanalizadas con los primers 9 Con1y 9T1-2.
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La distribucion de los G-tipos a lo largo del periodo de estudio se muestra en la figura
3.3.1.2. No se aprecié una emergencia destacable de ningun G-tipo, exceptuando las
cepas G5 y la abundancia relativa de G9 en el ultimo afo. En numeros absolutos, el
numero de muestras G-tipadas fue destacablemente inferior en los dos ultimos afos, pero
también lo fue el numero de muestras analizadas (ver tabla 3.3.1.1.).

1998-1999 1999-2000 2000-2001 2001-2002 2002-2003

12.5%

n=14 n = 86 n =39 n=4 n=38

FIGURA 3.3.1.2. Distribucion porcentual de G-tipos en las aguas residuales de
Barcelona, 1998-2002, respecto el total de muestras G-tipadas de cada afio.

En un primer tipage de las muestras no se encontré ningun aislado G2. Fue con la
utilizacién de la pareja de primers 9 Con1/9T2-1 descritos por Das y colaboradores (Das et
al., 1994) que pudieron detectarse 6 cepas G2. Cuatro de ellas escogidas al azar fueron
confirmadas mediante secuenciacion.

3.3.2. GENOTIPADO P

En el 71% de las 248 muestras en las que se detectd la presencia de rotavirus fue posible
conocer el P-tipo. Diversos P-tipos fueron detectados si coexistian en una misma muestra
(ver carril 12 en la figura 3.3.2.1.). En el 64.2% de las muestras P tipadas (113 muestras)
existia mas de un P-tipo.
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Carriles 1, 2 y 3: controles sin molde de la RT, PCR y seminested.
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Carril 4: marcador pesos moleculares ®X174/Hae Il (1353, 1078, 872, 603, 310, 281/271, 234, 194, 118 y 72 pb)
Carriles 5 - 18: muestras rotavirus VP6 positivas. 8, 14, 15, 17 y 18 contenian cepas P[4]; 11 contenia una cepa P[8];
9, 10, y 12 contenian cepas P[4] y P[6]; 5, 6, 7, 13y 16 no pudieron ser caracterizadas.

Carril 19: control positivo (clarificado rotavirus humano VA70 -P[8]-)

Carril 20: marcador pesos moleculares pBR322/Hae IIl (587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 124/123,

104 pb)

FIGURA 3.3.2.1. Gel de electroforesis al 2.5% de agarosa en TBE1x de los productos
de la seminested para discernir los P-tipos presentes.

Los P-tipos encontrados mayoritariamente fueron P[8] en un 49.7% (153/308), seguido de

P[4] en un 37% (114/308). En menor frecuencia también se encontraron P[6] y P[9] en un
9.1% (28/308) y 4.2% (13/308) respectivamente. El numero de muestras P-tipadas fue
destacablemente menor en los dos ultimos afios pero también lo fue el numero de

muestras analizadas (ver tabla 3.3.2.1.).

TABLA 3.3.2.1. Distribucién de los P-tipos en el agua residual de Barcelona.

Periodo tiempo

Numero de muestras positivas

P[4] P[6] PI8I P8P P[8] total P[9]
6/98 — 04/99 18 3 6 15 21 1
05/99 — 04/00 68 13 20 70 90 5
05/00 — 04/01 20 6 14 14 28 1
05/01 — 04/02 6 3 1 4 5 4
05/02 — 01/03 2 3 3 6 2
Total 114 28 44 109 153 13

@ Resultado obtenido con los primers 1T-1 y Con 3 analizando todas las muestras.

® Todas las muestras que no contenian aislados P[8] fueron reanalizadas con los primers 1T-1D y Con 3.
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1998-1999 1999-2000 2000-2001 2001-2002 2002-2003

n=43 n=176 n=55 n=18 n=16

P[4] — P[] — P[8] — P[] ——

FIGURA 3.3.2.2. Distribucién porcentual de P-tipos en las aguas residuales de
Barcelona, 1998-2002, respecto el total de muestras P-tipadas de cada afio.

La distribucion de los P-tipos a lo largo del periodo de estudio se muestra en la figura
3.3.2.2. En un primer tipage de las muestras se detectd una baja frecuencia de P[8] (un
22.1% del total). Utilizando el primer degenerado 1T-1D en lugar de 1T-1 (lturriza-Gémara
et al., 2000) se incremento la deteccion de aislados P[8] a un 49.7%. Es decir, un 71.2%
de los aislados P[8] del agua residual de Barcelona no pudieron ser detectados con el
primer 1T-1. Ante la sospecha de que se trataran de falsos positivos, un 15% de los
aislados P[4] y un 7% de los aislados P[8] fueron confirmados por secuenciacion.

3.3.3. COMBINACIONES G-TIPO/ P-TIPO

Dado que una misma muestra de agua residual podia presentar varias cepas, soélo las
muestras que contenian un unico G-tipo o un unico P-tipo fueron utilizadas para el estudio
de las posibles combinaciones G-tipo/P-tipo (125 muestras). Para el resto de muestras, o
so6lo se determind el G-tipo (11 muestras) 6 el P-tipo (128 muestras), o contenian varios G-
tipos y P-tipos en la misma muestra no pudiendo ser emparejados (30 muestras). En 63
muestras que contenian rotavirus no se consiguié determinar ni el G-tipo ni el P-tipo (el
25.4% de las muestras positivas para rotavirus).

Durante los casi 5 afios de estudio la combinacion mayoritaria fue G1P[8], seguida de
G1P[4] y G3P[8]. En menor proporcion apareci6 G1P[6], G3P[4], G3P[6], G1P[9], ¥
esporadicamente G2P[4], G5P[8], GOP[6] y G9P[8] (ver tabla 3.3.3.1.). Estas ultimas
combinaciones se encontraron en periodos de tiempo concretos: G2P[4] en diciembre del
1998, G5P[8] en agosto del 2002, G9P[6] y GI9P[8] ambos en noviembre y diciembre del
2002.
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TABLA 3.3.3.1. Frecuencia de las combinaciones G-tipo/P-tipo de las cepas de
rotavirus encontradas en las aguas residuales de Barcelona durante los 5 periodos
anuales estudiados (6/1998-01/2003).

Porcentaje de muestras positivas %

P[4] P[6] P[8] P[9] Total
G1 29.6 5.6 39.2 1.6 76.0
(n=37) (n=7) (n=49) (n=2) (n=95)
G2 0.8 0.0 0.0 0.0 0.8
(n=1) (n=1)
G3 6.4 1.6 12.8 0.0 20.8
(n=8) (n=2) (n=16) (n=26)
G4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
G5 0.0 0.0 0.8 0.0 0.8
(n=1) (n=1)
G8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
G9 0.0 0.8 0.8 0.0 1.6
(n=1) (n=1) (n=2)
Total 36.8 8.0 53.6 1.6 100.0
(n=46) (n=10) (n=67) (n=2) (n=125)

3.3.4. CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS G5

Se compararon 256 pb del gen 9 (el fragmento resultante de la seminested) de dos de las
cepas G5 encontradas en el agua residual urbana de Barcelona (BCN241 (diciembre de
1999) -numero de acceso AY227359- y BCN316 (marzo de 2000) -numero de acceso
AY227360-) con las secuencias G5 existentes en el banco de datos GenBank.

Las dos muestras presentaban entre ellas un 92% de homologia. Las cepas mas cercanas
a ellas fueron la cepa Po/OSU con un 94% de homologia a BCN241 y 92% a BCN316,
seguida de la cepa Po/A34 con un 92 y 91% de homologia respectivamente (ver figura
3.3.4.). Ambas cepas (Po/OSU y Po/A34) son de origen porcino.

Ante la sospecha del origen porcino de BCN241 y BCN316, y la apariciéon de P-tipos
humanos no descritos anteriormente asociados a cepas G5, se procedio al analisis del
genotipo de su VP4. Los P-tipos asociados a las cepas G5 son el P9[7] (Po/OSU, Eq/H-1),
el P13[13] (Po/A46) y el P1A[8] (Hu/IAL-28). Existe alguna cepa (Po/A34) de la cual aun no
se conoce su P-tipo. Asi, con primers especificos de P[8], P[7], P[13] y P[6]2B se trato de
amplificar el segmento 4 de las muestras BCN241 y BCN316 sin éxito.
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BCN316
AY227360 GEE?/PFS')-&
CoPr) Po/A34 AF24235]3
G5 P[7]

35059

Po/A46
BCN241 G5 P13[13]
AY227359 L35054
G5 P[?]

~ Po/OSU
G5 P9[7]
X04613

Hu/AL-28
Po/C134
7916 G5 Por
135058

Po/CC117
G5 P9[7]
135056

Po/A131
G3 P9[7]
L35055

/‘\‘\‘

Po/A411
G3 PY[7]
135060

Po/A138 Po/

G3 P9[7] G3 P[7]

L35079 L35057
0.1

FIGURA 3.3.4. Arbol filogenético construido a partir de una secuencia nucleotidica de
256 pb del gen 9 de las cepas G5 aisladas en el agua residual de Barcelona y las cepas
G5 depositadas en el GenBank, mediante el programa MEGA2. Se ha utilizado como
outgroup algunas cepas porcinas G3. La suma de las longitudes de las ramas entre 2
determinadas cepas es directamente proporcional a la distancia filogenética que
existe entre ellas. La barra indica la distancia que representa un 0.1% de divergencia.

Entre las muestras del ultimo afo de estudio aparecié una tercera muestra G5, la cual

pudo ser asociada al genotipo P[8].
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3.4. DISCUSION

El objetivo del presente capitulo fue conocer qué serotipos de rotavirus humanos
circulaban en Barcelona durante el periodo de estudio. Habitualmente el serotipado se
realiza mediante anticuerpos neutralizantes de la infectividad del virus, pero debido a la
dificultad de obtener suficiente carga virica y a la necesidad de una técnica sensible,
rapida y fiable, realizamos la clasificacion mediante métodos publicados que predicen el
serotipo utilizando la técnica de PCR con primers especificos (Gouvea et al., 1990;
Gentsch et al., 1992).

Aun disponiendo de la eficiente técnica de la liofilizacién para la concentracion de virus
presentes en agua residual, hemos de tener en cuenta que la carga virica en las aguas
residuales no es comparable con la carga virica presente en las heces de una persona
infectada. De las 248 muestras en las que se habia detectado presencia de rotavirus
(mediante RT-PCR y Southern de VP6), sélo fue posible conocer el G-tipo en el 42.3% de
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ellas y el P-tipo del 71%, ya que la sensibilidad de las RT-PCR de VP7 y VP4 eran
claramente inferiores (datos no mostrados). También es posible que el elevado numero de
muestras no tipadas se debiera a la existencia de genotipos no ensayados y/o a la
presencia de inhibidores en las propias muestras. Sin embargo, las aguas analizadas eran
de origen claramente urbano; por tanto se hace dificil pensar en la existencia de muestras
positivas de origen animal. Por otro lado, en estudios previos, la liofilizacion mostré ser un
buen sistema de eliminacion de inhibidores de técnicas moleculares (Gajardo et al., 1995).

Durante los 4 afios y medio de estudio se observé un claro y homogéneo predominio de
G1, siguiendo en importancia G3, y existiendo una cierta incidencia de cepas G9,
particularmente en el ultimo afo. Esporadicamente se detectaron cepas G2 y G5.

La ausencia de cepas G4 y G8 en las aguas residuales de Barcelona es un dato
interesante, ya que G4 fue uno de los genotipos mas comunes encontrados en estudios
previos en Barcelona (Octubre 1996-Octubre 1997) por Wilhelmi y colaboradores (Wilhelmi
et al., 1999) y Valencia (Septiembre 1996-Mayo 1999) por Buesa y colaboradores (Buesa
et al., 2000). Sin embargo, en este ultimo estudio, la frecuencia de G4 fue disminuyendo a
lo largo del periodo de estudio. La alta prevalencia de G3 es comparable a la presencia de
este G-tipo en estudios llevados a cabo en China (Fang et al., 2002), Méjico (Rodriguez et
al., 2001), Brasil (Rosa et al., 2002), Ghana (Asmah ef al., 2001) y Malawi (Cunliffe et al.,
2001). En cambio, la inicial ausencia de G2 fue sorprendente y coincidente con los analisis
de aguas residuales del Cairo llevados a cabo en el mismo laboratorio (Villena et al.,
2003). Bajo la sospecha de encontrarnos frente un problema técnico, se llevé a cabo una
seminested monoplex utilizando los primers descritos por Gouvea (RVG9 y aCT2) v,
simultaneamente, otra monoplex con otros primers (9 Con 1 y 9T1-2) ya descritos
previamente (Das et al., 1994). Seis muestras G2 fueron detectadas con la segunda pareja
de primers. En Guipuzcoa (Pais Vasco), en un estudio llevado a cabo entre 1984 y 1997
en el que analizaban heces infantiles, el serotipo G1 fue el mas frecuente, seguido de G4.
En cambio, G2 y G3 se encontraban muy esporadicamente (Cilla et al., 2000).

En cuanto a los datos de P-tipo en Barcelona, existe una proporcion similar entre cepas
P[8] y P[4], seguida de la existencia de otras cepas P[6] y P[9]. Esta distribucién es
bastante homogénea a lo largo de todo el periodo estudiado. En Valencia, a s6lo 300 Km
de Barcelona, Buesa y colaboradores (Buesa et al., 2000) describieron un patrén un tanto
diferente (82% cepas P[8], 5.5 % cepas P[4] y 12.4 % cepas no P-tipadas) durante 1996-
1999. En Olot, una localidad rural a 100 Km al norte de Barcelona, Wilhelmi y
colaboradores (Wilhelmi et al., 1999) describian entre octubre de 1996 y octubre de 1997
un 100% de cepas PJ[8]. Los altos niveles de P[4] encontrados en Barcelona han sido
también descritos en China (Fang et al., 2002), India (Kang et al., 2002), Tunez (Trabelsi et
al., 2000), Brasil (Araujo et al., 2001; Rosa et al., 2002) y Argentina (Arguelles et al., 2000).
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En un primer analisis de las muestras, el numero de muestras positivas P[8] fue bajo.
Cuando se repitio la seminested con el primer degenerado 1T-1D (lturriza-Goémara et al.,
2000), el numero de aislados P[8] se incrementd notablemente. Por tanto, existen aislados
P[8] que realmente escapan al primer 1T-1, tal y como ya indicaban Ilturriza y
colaboradores (lturriza-Gémara et al., 2000).

Cuando se tratdé de averiguar que combinaciones eran las mas abundantes en Barcelona
se seleccionaron aquellas muestras en las que se podia discernir el G-tipo y el P-tipo
simultaneamente. Fueron descartadas aquellas muestras en que no se habia podido
caracterizar ambos genes, y aquellas que presentaban multiples genotipos P y G. La igual
incidencia de combinaciones consideradas comunes (52.8 %) con las consideradas
inusuales (47.2 %) fue un resultado inesperado. Parece existir una sustitucion de la
combinacion G2P[4], una de las combinaciones considerada comun (Gentsch et al., 1996),
por las consideradas menos comunes G1P[4] y G3P[4]. Estas Ultimas han sido detectadas
en muchas partes del mundo como Estados Unidos (G1P[4] Ramachandran et al., 1998;
G1P[4] Griffin et al., 2000; G1P[4] Abdel-Had et al., 2003), Méjico (G1P[4] y G3P[4]
Rodriguez et al., 2001), Reino Unido (G1P[4] lturriza-Gémara et al., 2001), Irlanda (G1P[4]
O'Halloran et al., 2000), Francia (G1P[4] Bon et al., 2000), Sudafrica (G3P[4] Fischer et al.,
2000) y China (G1P[4] y G3P[4] Fang et al., 2002), e incluso en algunos paises como
Tunez (G1P[4] Trabelsi et al., 2000), Argentina (G1P[4] Arglelles et al., 2000), India
(G1P[4] Kang et al., 2002), Ghana (G3P[4] Asmah et al., 2001) y Brasil (G3P[4] Rosa et al.,
2002) se consideran combinaciones muy comunes o emergentes.

Recientemente ha sido publicado un estudio donde se caracterizaron 100 aislados de
muestras fecales de nifios del Children's Hospital de Detroit (Michigan), durante el periodo
de mayor incidencia de gastroenteritis causadas por rotavirus (febrero y marzo de 2001).
La combinacién G-tipo y P-tipo mas prevalente fue G1P[4] (41%), seguida de G1P[8]
(16%) y G4P[4] (14%) (Abdel-Haq et al., 2003). Asi, parece existir una clara emergencia de
cepas con la combinacion G1P[4] en varias partes del mundo, observada también en
nuestro estudio realizado en Barcelona.
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TABLA 3.4.1. Distribucion de cepas de rotavirus comunes y no comunes en diferentes
paises y Barcelona.

% de cepas

Cepas Estados Méjico” Brasil® Argentina® India® China’ Tanez® Egipto” Irlanda’ Reino Espafia® Espafia
Unidos® Unido' Valencia Barcelona
1996-1999/ 1994-1997 1998-1999 1996-1998 1996-1998/ 1998-2000 1995-1999 1998-1999 1997-1999 1995-1996/ 1996-1999 1998-2003
2001 1995-1999 1995-1999

Comunes
G1P[8] 76/16 39.6 6.4 12/23 15/12 29 50 38.5 321 55/77.5 43 39.2
G2P[4] 11/0 16.3 0 43/30 22/12.7 31 8 0 28.5 39.9 6 0.8
G3P[8] 2/0 19 0 0/0.2 0/0.8 13 0 11.5 0 112.7 2 12.8
G4P[8] 11 0 0 4/11 6/12 2 0 0 11.2 17/5.4 32 0

Total 90/17 74.9 6.4 59/64 43/37.5 75 58 50 71.8 76/95.4 83 52.8

Raras
G1P[4] 0.1/41 3.1 1 14/2.7 0/11.1 4.1 21 11.5 5.8 0/0.9 0 29.6
G3P[4] -/0 1.5 19.1 0/- 0/0 4.1 0 0 0 0/0 0 6.4
G1P[6] 0.5/0 0 0 -1.4 0/0.8 24 0 27 0 1/0.1 0 5.6
G1P[9] -/0 - 0 -/- 2.8 0 0 0 0/0.1 0 1.6
G3P[6] -/0 0 0 0.7/0 1.7 0 0 0 6/0.3 0 1.6
G5P[8] -/- - 0 -/0.4 -/- 0 0 - -/0 0.8
G9P[6] 3.2/0 0 0 -/0.4 9/3.2 3.8 0 0 0 13/0.7 0.8
G9P[8] 1/0 0 0 - 5/0 0.3 0 3.8 0 0/1.9 - 0.8
G4P[6] -/0 0 1 -/0.2 0.7/0 2.8 21 7.7 0 0/0.03 0 0
G3P[9] 0.2/0 0 -/- 0 0 0 0 0/0.03 0 0
G4P[4] 0/14 0 0 0/0.4 0/0 0.7 0 0 0.6 0/0.2 0 0

Total 5/55 4.6 211 14/5.1 15.4/15.1 24 42 50 6.4 20/4.3 0 47.2

Datos obtenidos de Griffin et al., 2000 (1996-1999) y Abdel-Haq et al., 2003 (2001).
® Datos obtenidos de Rodriguez et al., 2000.
°Datos obtenidos de Rosa et al., 2002.

4 Datos obtenidos de Arglielles et al., 2000/Bok et al., 2001

¢ Datos obtenidos de Jain et al., 2001/Kang et al., 2002.

Datos obtenidos de Fang et al., 2002.

9 Datos obtenidos de Trabelsi et al., 2000.

" Datos obtenidos de Villena et al., 2003.
'Datos obtenidos de O'Halloran et al., 2000.
IDatos obtenidos de Cubitt et al., 2000/lturriza-Gémara et al., 2001.

¥Datos obtenidos de Buesa et al., 2000.

Dato no disponible (-)

Una posible explicacion pudiera ser el incremento de inmigracion procedente de otros

paises en estos ultimos afos en Barcelona (ver figura 3.4.1.). Tal efecto no fue observado

en el estudio llevado a cabo en Valencia por Buesa y colaboradores (Buesa et al., 2000)

durante los afios 1996-1999, quizas porque el fendmeno de inmigraciéon ha sido mas

acusado posteriormente. En el afo 1999, la poblaciéon inmigrante en el Pais Valenciano

representaban un 2% de la poblacion total, mientras que en Catalufia ya representaban un

3%. En Espafia el numero de extranjeros regularizados se ha doblado desde el afio 1998
al 2003 de alrededor de 700.000 inmigrantes a 1.449.000, mientras que en Barcelona se

ha cuadruplicado durante este mismo periodo de tiempo. Del total de extranjeros en el

estado espanol, el 22.91% se encuentran residiendo en Catalufa, convirtiéndola en la

comunidad auténoma con mayor porcentaje de poblacion de origen extranjero.
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La mayor parte de estos inmigrantes provienen de Marruecos, Ecuador, Reino Unido,
Colombia, Pert, Gambia, Republica Dominicana, Alemania, Francia, China, Filipinas,
Pakistan y Senegal con porcentajes que varian segun el ano y la regiéon geografica
espafiola (datos obtenidos de http://estaticos.elmundo.es y del Institut Catala de la
Mediterranea). En la provincia de Barcelona destacan los extranjeros procedentes de
Marruecos, Peru, China, Francia, Republica Dominicana, Alemania, y en estos dos ultimos
anos se ha incrementado mucho la inmigracion desde Ecuador, Pakistan, Argentina e Italia
(datos facilitados por el Institut d'Estadistica de Catalunya, IDESCAT). En enero de 2003 la
poblacion inmigrante en Barcelona ya alcanzé el 10.7% de la poblacién total (ver tabla
3.4.2).
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FIGURA 3.4.1. Evolucién de las migraciones interiores en Catalufia desde el afio 1988
hasta el 2000. (Fuente: estadistica de variaciones residenciales, CED). En verde (?) se
representa la inmigracion procedente del resto de Espafia, en azul (?) la inmigracion
extrangera y en rojo (?) la emigracion al resto de Espafia.
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TABLA 3.4.2. Evolucion de la poblacion extranjera en la ciudad de Barcelona: 1996-
2003. (Informacion facilitada por el Departament d'Estadistica de I'Ajuntament de

Barcelona).
1996 1999 2000 2001 2002 2003
Total nacionalidad extrangera 29.354 40.903 53.428 74.019 113.809 163.046
% sobre la poblacion total 1,92 2,7 3,5 4,9 7,6 10,7
EUROPA 9.407 11.289 13.316 16.286 22.924 33.111
Unién Europea 8.412 9.851 11.185 12.712 16.211 21.873
Europa central y oriental 384 884 1.542 2.953 6.006 10.425
Resto de Europa 611 554 589 621 707 813
ASIA 5.576 7.164 9.326 12.175 17.934 26.412
Oriente Medio 672 569 687 893 1.147 1.346
Asia central 1.998 3.428 4.933 7.012 11.604 18.528
Sudeste asiatico 2.103 2.639 3.062 3.534 4.302 5.435
Japén 803 528 644 736 881 1.103
AFRICA 4.044 6.365 8.181 10.044 13.893 17.002
Africa del Norte y Magreb 3.510 5.487 6.786 8.242 11.291 13.939
Africa subsahariana 451 726 1.180 1.525 2.244 2.638
Africa central y meridional 83 152 215 277 358 425
AMERICA 10.213 15.972 22.488 35.378 58.944 86.364
América del norte 824 891 1.031 1.170 1.413 1.930
América central 2113 4.376 5.470 6.985 9.003 11.978
América del sur 7.276 10.705 15.987 27.223 48.528 72.456
OCEANIA 76 81 85 99 114 157

@ Porcentaje calculado a partir de la cifra oficial de poblacion en la ciudad de Barcelona.

Otras cepas infrecuentes detectadas en Barcelona fueron G1P[6], G1P[9], G3P[6], GOP[6],
G9P[8] y G5P[8]. Estas han sido también detectadas en otros paises cada vez en mayor
numero. Por ejemplo, G1P[6] ha sido también detectado en Nigeria (Adah et al., 2001),
China (Fang et al., 2002), Sudafrica (Fischer et al., 2000), Malawi (Cunliffe et al., 2001),
Estados Unidos (Ramachandran et al., 1998; Griffin et al., 2000), Argentina (Bok et al.,
2001), India (Kang et al., 2002), Francia (Bon et al., 2000) y Reino Unido (lturriza-Gémara
et al., 2000); G1P[9] en China (Fang et al., 2002) y Reino Unido (lturriza-Gomara et al.,
2001); G3P[6] en Ghana (Asmah et al., 2001), Malawi (Cunliffe et al., 2001), Brasil (Araujo
et al., 2002), China (Fang et al., 2002), India (Jain et al., 2001), Sudafrica (Fischer et al.,
2000) y Reino Unido (Cubitt et al., 2000; lturriza-Gémara et al., 2001); G9P[6] en Holanda
(Widdowson et al., 2000), India (Jain et al., 2001; Kang et al., 2002), Estados Unidos
(Ramachandran et al., 1998; Griffin et al., 2000), China (Fang et al., 2002), Brasil (Araujo et
al., 2001), Malawi (Cunliffe et al., 2001), Reino Unido (Cubitt et al., 2000; lturriza-Gémara
et al., 2001) y Argentina (Bok et al., 2001); G9P[8] en Brasil (Araujo et al., 2001), India
(Jain et al., 2001), Reino Unido (lturriza-Gémara et al., 2001), Estados Unidos
(Ramachandran et al., 1998; Griffin et al., 2000) y China (Fang et al., 2002) y G5P[8] en
Brasil (Araujo et al., 2002) y Argentina (Bok et al., 2001). Asi pues, parece ser que existe
una circulacion de nuevas cepas o emergencia de cepas hasta ahora desconocidas. Por
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otro lado, cada vez son mas los genotipos conocidos y los incluidos en los analisis de
vigilancia. Pero parece claro que el patron de combinaciones comunes y no comunes esta
cambiando (ver tabla 3.4.1.).

La deteccion de 3 cepas G5 fue también inesperada. G5 esta considerado un G-tipo
tipicamente porcino, aunque también se ha detectado en humanos (Gouvea et al., 1994c)
y en equinos (Gouvea et al., 1994b). Se intentd discernir el origen ya que solo se conoce
cepas de origen humano de serotipo G5 en aislados infantiles de Brasil (Gouvea et al.,
1994c). También se investigd que no se tratara de una contaminacion dado que se habia
utilizado habitualmente la cepa porcina G5P[7] OSU como control positivo para algunas
PCR. Para ello secuenciamos dos de las muestras y las alineamos con la cepa Po/OSU de
nuestro laboratorio y con otros aislados G5 existentes en los bancos de datos. Sélo se
pudo incluir una secuencia nucleotidica G5 de origen humano debido a que no se dispone
de la region amplificada por los primers RVG9/cFT5 de las cepas G5 de origen humano
disponibles en el banco de datos. Tampoco fue posible secuenciar el gen entero dada la
muy poca sefial del producto de la primera PCR y a la existencia de otros G-tipos en éstas
mismas muestras. Ambos aislados barceloneses presentaron una homologia del 92%
entre si, similar a si las comparamos con los aislados Po/OSU y Po/A34. Concluimos que
se trataban de aislados G5 porque presentaron mayor homologia con las cepas G5 que
con el resto de cepas de otros serotipos, pero no disponiamos de suficiente informacion
para conocer qué cepa G5 eran. Las cepas G5 disponibles en el Genbank presentaron un
grado de homologia entre el 96 y 84% entre si en esta region nucleotidica (los casos
extremos fueron: Po/A46 —L.35054- y Po/OSU —X04613- quienes presentaron un grado de
homologia del 96% y en el caso contrario se encontraron las cepas Eq/H-1 —AF24239- y
Po/CC117 —L35056- quienes solo presentaron un 84% de homologia). En conclusion, se
confirmd que se trataba de cepas G5 y se descarto la posibilidad de una contaminacion
con el control positivo.

Posteriormente se investigd el P-tipo de estas cepas G5. Una de ellas se asocio a P[8], al
igual que otras cepas descritas de origen humano descritas en Brasil (Timenetsky et al.,
1997; Mascarenhas et al., 2002), pero para las otras dos no se consiguié determinar. A
pesar de que su P-tipo no pudo ser descifrado, la observacion del arbol filogenético de un
fragmento de 256 pb de todas las cepas conocidas G5 disponibles en el banco de datos
permitié conocer que eran cercanas a las cepas porcinas OSU y A34, pero se descarto la
posibilidad de que fueran P[7], P[8] o P[13]. Tampoco se amplificé con un primer especifico
del P-tipo porcino P[6]2B. Asi, su P-tipo no pudo ser descifrado.

La importancia de conocer los rotavirus circulantes en una zona geografica concreta y/o en

un periodo de tiempo concreto estriba en su utilidad como herramienta indispensable para
el disefio de una vacuna efectiva contra rotavirus. Ello es aplicable tanto en paises en vias
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de desarrollo como en los considerados desarrollados, ya que la emergencia de serotipos
inusuales e incluso desconocidos puede darse en cualquier parte del mundo.

Estos estudios ambientales pueden dar la visidon necesaria y global de cuales son estas
cepas circulantes en un momento dado, aunque es cierto que pueden verse distorsionadas
por una mayor supervivencia de ciertas cepas en un mismo ambiente. Pero dado el tipo de
muestra analizada parece logico pensar que detectaremos aquello mas abundante, es
decir, lo mas excretado, y por tanto, lo mas prevalente en la poblacion. Asi pues, la
caracterizacion molecular de rotavirus en el agua residual puede proporcionanos una
vision panoramica de los serotipos de rotavirus circulantes en la poblacion, asi como
revelar la existencia de infecciones asintomaticas.
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Conclusiones

Las principales conclusiones derivadas de cada uno de los capitulos del presente trabajo
son las siguientes:

1.1. El proceso de liofilizacion es un buen sistema de concentracion de virus entéricos a
partir de agua residual y de eliminacién de inhibidores para las posteriores técnicas
moleculares.

1.2. EI método de deteccion molecular de rotavirus del grupo A basado en la
retrotranscripcion y amplificacion por PCR de una region del sexto segmento altamente
conservada entre todas las cepas de rotavirus del grupo A conocidas presenta una buena
eficiencia y es capaz de detectar 200 moléculas de dsRNA/ml.

1.3. El proceso de cuantificaciéon molecular mediante RT-PCR a tiempo real de la misma
regiéon es capaz de detectar y cuantificar 150 moléculas de dsRNA/ml.

2.1. Rotavirus es el virus entérico RNA mas frecuentemente detectado en el agua residual
de Barcelona desde junio de 1998 hasta enero de 2003.

2.2. Existe estacionalidad en la cantidad de virus presente en el agua residual de
Barcelona, siendo la carga viral mayor durante el periodo de tiempo comprendido entre
noviembre y abril. Ha sido posible correlacionarlo con la estacionalidad existente en el
numero de casos clinicos declarados.

3.1. El agua residual urbana puede ser una herramienta Util para conocer qué cepas de
rotavirus se encuentran circulando por la poblacion humana, ofreciendo informacion muy
valiosa para el disefio de vacunas.

3.2. Las cepas de rotavirus circulantes en la poblacién de Barcelona entre junio de 1998 y
enero de 2003 han sido mayoritariamente G1P[8], G1P[4] y G3P[8]. Se ha observado una
presencia similar de combinaciones G-tipo/P-tipo consideradas comunes (52.8%) y de
cepas consideradas raras (47.2%) en el agua residual de Barcelona durante el periodo de
estudio.
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SOLUCIONES Y TAMPONES

A continuacion se detalla la composicion de tampones, soluciones y medios de cultivo

empleados en este trabajo. En el caso de ser esterilizados se anota el método, asi como la

temperatura de almacenamiento, en el caso de ser diferente a la del ambiente.

SOLUCIONES DE CULTIVO CELULAR

PBS

NaCl 8 g/l
KCI 0.2 g/l
Na;HPO, 1.15 g/l
KH,PO,4 0.2 g/l

en agua bidestilada y ajustado a pH 7.2
Esterilizacion por autoclave

Almacenamiento a 4°C

Tripsina-EDTA

Tripsina 1:250 (Difco) 0.25% (p/v)
EDTA 0.5 mM
Penicilina/Estreptomicina 100 U/ml-100 pg/ml
en PBS

Esterilizacion por filtracién

Almacenamiento a —20°C

Tripsina infeccién de rotavirus

Tripsina SIGMA GIX 10 mg/ml
Penicilina/Estreptomicina 100 U/mI-100 pg/ml
en PBS

Esterilizacion por filtracién

Almacenamiento a —20°C

MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS

Medio S. O. C.

Bactotriptona 29
Extracto de levadura 0.55¢
NaCl 1M 1 ml
KCI1M 1 ml

en 97 ml agua bidestilada

Esterilizacion por autoclave

A 1 ml de medio S. O. C. se afiade 10 ul de una
solucion 1 M MgCI2 y 1 M MgSO4, y 10 ul de Glucosa
2 M.

MEM 10% FCS

FCS 10% (v/v)
L-Glutamina (200 mM) 2mM
NEAA (100X) 1X

HEPES 1M 15 mM
Bicarbonato (7.5 % p/v) 0.15% (p/v)

Penicilina/Estreptomicina 100 U/ml-100 pg/ml
en MEM 1x con sales de Earle y en H,O Milli-Q

Almacenamiento a 4°C

Medio post-infeccion

L-Glutamina (200 mM) 2mM
NEAA (100X) 1X

HEPES 1M 15 mM
Bicarbonato (7.5 % p/v) 0.15% (p/v)

Penicilina/Estreptomicina 100 U/mI-100 pg/ml
en MEM 1x con sales de Earle y en agua bidestilada

Almacenamiento a 4°C

LB liquido

Peptona 10 g/l
Extracto de levadura 59/l
NaCl 10 g/l

en agua bidestilada

Esterilizacion por autoclave
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LB agar

Peptona 10 g/l
Extracto de levadura 549/
NaCl 10 g/l
agar 15 g/l

en agua bidestilada

Esterilizacion por autoclave

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Tampén L2

Tiocianato de Guanidina 1.2 g/ml
en Tris-HCI 0.1 M pH 6.4

Calentar a 60-65°C para ayudar a su disolucién
Almacenamiento a temperatura ambiente y en
oscuridad

Estable durante 3 semanas

Tampoén L6

Tampon L2 100 ml
EDTA 0.2 M pH 8.0 11 ml
Tritén X-100 1.22 ml

Almacenamiento a temperatura ambiente y en
oscuridad

Estable durante 3 semanas

PURIFICACION PRODUCTO DE PCR

Kit High Pure PCR Product Purification Kit (ref.1 732

676, Roche)

Binding Buffer

Tiocianato de guanidina 3M
Tris-HCI 10 mM
Etanol 5% (v/v)

pH 6.6 (25°C)

Wash Buffer

NaCl 20 mM
Tris-HCI 2mM
Etanol 1:4

pH 7.5 (25°C)
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SiO,

SiO; (SIGMA) 60 g

en 500 ml de H,O Milli-Q

Sedimentacion durante 24 horas a temperatura
ambiente. Succionar 430 ml del sobrenadante y afiadir
500 ml agua bidestilada. Resuspensién vigorosa y
sedimentacién durante 5 horas minimo. Succionar 450
ml y afiadir 600 pl de 32% HCI. Alicuotar y autoclavar
durante 45’ a 121°C 1atm de sobrepresion.
Almacenamiento a temperatura ambiente en oscuridad.

Estable durante 6 meses.

TE
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1mM

en agua bidestilada pH 8.0
Esterilizacion por autoclave

Almacenamiento a temperatura ambiente

Elution Buffer
Tris-HCI 10 mM
pH 8.5 (25°C)
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ELECTROFORESIS

Gel 8% Acrilamida

A B
30 % Acrilamida/0.8 % Bisacrilamida 1.34ml 10.6ml
Agua bidestilada 31ml 25ml
10X TBE 0.5ml 4 ml
10% Persulfato amonico 50 ul - 400 pl

N, N, N’, N’ Tetrametil-etilenodiamina (TEMED) 5ul 40 pl

A. Mini PROTEAN?® Il BioRad separadores
0.75 mm (8.3*7.3 cm)
B. Sturdier SE 400 unidad vertical Hoefer

separadores 1.5 mm (18*16 cm)

Tampén TBE 10x

Tris 108 g/l
Acido bérico 55 g/l
EDTA 0.05 M (pH 8.0) 2% (vIV)

en agua bidestilada

Esterilizacion por autoclave

HIBRIDACION

SSC 20X

NaCl 3M
Citrato trisodico 0.3 M

en agua bidestilada 'y pH 7.0

Esterilizacion por autoclave

Solucién estandar

SSC 5X
N-Laurosylsarcosina (SIGMA) 0.1% (p/v)
SDS 0.02% (p/v)
Agente bloqueante (Roche) 1% (p/v)

en agua bidestilada
Esterilizacion por autoclave

Alicuotado y almacenado a —20°C

Solucién de prehibridacion
DNA de esperma de arenque (desnaturalizado
previamente mediante ebullicién durante 10 minutos)

100 pg/ml en solucion estandar

Solucion hibridacion
Sonda marcada con digoxigenina 5 pmol/ml

en solucion de prehibridacion

Tampén TAE 10x

Tris 48.4 g/l
Acido acético glacial 1.14 % (VIV)
EDTA 0.05 M (pH 8.0) 2% (vIv)

en agua bidestilada

Esterilizacion por autoclave

Tampon de carga
Glicerol 30 % (v/v)
Azul de bromofenol 0.25 % (p/v)

en agua bidestilada

Tampon |
Acido maleico 100 mM
NaCl 150 mM

en agua bidestilada
Esterilizacion por autoclave

Almacenado a 4°C

Tampon de lavado
Tween® 20 0.3%
en tampén |

Preparado al momento

Solucién bloqueante

Agente bloqueante (Roche) 1 % (p/v)
en tampén |

Esterilizacion por autoclave

Almacenado a 4°C

Solucion anticuerpo

Anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fosfatasa
alcalina 150U/200 pl (Roche). 1:25000 en solucion
bloqueante.

Preparacion en el momento de usar
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Tampoén fosfatasa
Tris-HCI

NaCl

MgCl,

en agua bidestilada pH 9.5
Esterilizacion por autoclave

Almacenamiento a 4°C

REVELADO FOTOGRAFICO

Solucién reveladora

Revelado manual G150 (AGFA)
en H,O
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100 mM
100 mM
50 mM

1:5

Solucion CSPD
CSPD® (Roche)

en tampon fosfatasa

Preparacion en el momento de usar

Solucion fijadora

Fijador manual G350 (AGFA)
en HO

1:100

1:5



APENDICE Il: OLIGONUCLEOTIDOS




144



Apéndice II: oligonucleétidos

En las siguientes tablas se detalla la secuencia nucleotidica de cada uno de los
oligonucleodtidos empleados a lo largo de este trabajo. También se muestra la posicion
dentro de la secuencia nucleotidica de una cepa de rotavirus de referencia publicada en el
Genbank junto con la longitud, temperatura de fusién y la fuente bibliografica si procede.

ROTAVIRUS
Nombre Secuencia 5-3’ Posicion N° acceso nt Tm
VP6-3 GCT TTA AAA CGAAGT CTT CAAC 2-23 K02086' 22 586 Villena et al., 2003
VP6-4 GGT AAATTA CCA ATT CCT CCA G 187-166 K02086 22 60.1 Villena et al., 2003
VP6-4bis  GGT AAA TTA CCA ATT CCT CCA GTC TGA 187-151 K02086 37 73 No publicado
AGATCATTTC
Probe CAA ATG ATA GTT ACT ATG AAT GG 129-151 K02086 23  46.9 Villena et al., 2003
Beg 9 GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G 1-28 K02086 28 69.6 Gouvea et al., 1990
End 9 GGT CAC ATC ATA CAATTC TAATCT AAG 1062-1036 K02086 27 597 Gouvea et al., 1990
RVG 9 GGT CAC ATC ATACAATTCT 1062-1044 K02086 19 517 Gouvea et al., 1990
aBT1 CAA GTACTC AAATCAATG ATG G 314-335 K02086 22 585 Gouvea et al., 1990
aCT2 CAA TGA TAT TAACAC ATTTTC TGT G 411-435 K02086 25 589 Gouvea et al., 1990
aET3 CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG 689-709 K02086 21 62.3 Gouvea et al., 1990
aDT4 CGTTTC TGG TGAGGAGTT G 480-498 K02086 19 609 Gouvea et al., 1990
cFT5 GAC GTA ACAACG AGTACATG 760-779 X04613? 20 555 Gouvea et al., 1994
aAT8 GTC ACACCATTT GTA AAT TCG 178-198 K02086 21 59.3 Gouvea et al., 1990
aFT9 CTA GAT GTA ACT ACA ACT AC 757-776 K02086 20 422 Gouvea et al., 1990
CON 2 ATT TCG GAC CAT TTATAACC 887-868 M21014> 20 56.8 Gentschetal., 1992
CON 3 TGG CTT CGC TCATTT ATAGAC A 11-32 M21014 22 634 Gouvea et al., 1994
1T-1 TCT ACT TGG ATA ACG TGC 356-339 M21014 18 53.3  Gentsch et al., 1992
1T-1D TCT ACT GGRTTRACN TG 356-340 M21014 17 444  lturriza-Goémara et al.,
2000
2T-1 CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC 494-474 M21014 21 48.9  Gentsch et al., 1992
3T-1 TGT TGATTAGTT GGA TTC AA 278-259 M21014 20 555 Gentschetal, 1992
4T-1 TGA GAC ATG CAATTG GAC 402-385 M21014 18 57.9  Gentsch et al., 1992
cpOSU GTG ACG TAT TCT CCA CCG ATA AAG 412-389 M21014 24 644 Gouvea et al., 1994
cpGott CTG ATG TTA AAG GAC GTT GAA GC 487-465 M21014 23 63.6 Gouvea et al., 1994
501-P[13] CCT CCR TAT TTC ATT GCA GCT TG 524-501 L07886" 23 655 No publicado
9con1 TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG 37-56 K02086 20 53.6 Das et al., 1994
9T1-2 GTT AGA AAT GAT TCT CCACT 262-281 K02086 20 521 Das et al., 1994

' ntimero de acceso de la secuencia nucleotidica del Rotavirus humano Wa
numero de acceso de la secuencia nucleotidica del Rotavirus porcino OSU
numero de acceso de la secuencia nucleotidica del Rotavirus humano KU
numero de acceso de la secuencia nucleotidica del Rotavirus porcino MDR-13

N

3
4
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ASTROVIRUS
Nombre Secuencia 5-3’ Posicién N° acceso nt
A2 GTA AGA TTC CCA GAT TGG TGC 2534-2554 L23513° 21 62.2 Guix et al., 2002
A1 CCT GCC CCG AGAACAACC AAGC 2384-2363 L23513 22 745 Guix et al., 2002
Probe GAA GAA AGA GAA ACA ACC AG 2433-2454 L23513 20 53.2 Guix et al., 2002
Probe uni-HAsV CCR TAR GTY TGT GAR TAT GG 2529-2510 L23513 20 54.4 No publicado
A2bis ATA GGA CTC CCA TAT AGG TGC 2534-2554 L23513 21 58.4 No publicado
A1bis CCT GCC CCC CGT ATAATT AAAC 2384-2363 L23513 22 65.7 No publicado

® numero de acceso de la secuencia nucleotidica del Astrovirus humano serotipo 1

CALICIVIRUS
Nombre Secuencia 5-3’ Posicién N° acceso nt Tm
JV13I TCA TCA TCA CCA TAG AAI GAG 4858-4878 M87661° 21 57.4  Comunicacion personal
JV12Y ATA CCACTATGATGC AGA YTA 4552-4572 M87661 21 53.7  Comunicacion personal
JV13b TCA TCA TCA CCA TAG AAA GAG 4858-4878 M87661 21 56.7 Vinjé et al., 1997
JV12a ATA CCACTATGATGC AGATTA 4552-4572 M87661 21 53.7 Vinjé et al., 1997
JV12BH GTT TCATTATGA TGC TGA CTA 4552-4572 M87661 21 54.3  Comunicacion personal
GGla ATG GAT GTA GGT GAY TAY GT 4685-4704 M87661 20 53.2 Vinjé y Koopmans,
GGlb ATG GAY GTT GGY GAY TAT GT 4685-4704 M87661 20 54.2 Vinjé y Koopmans,
GGll GGA AYT CCATYRCMC AYT G 4494-4512 M87661 19 55.6 Vinjé y Koopmans,

% nimero de acceso de la secuencia nucleotidica de Norwalk

VIRUS DE LA HEPATITIS A
Nombre Secuencia 5-3’ Posicién N° acceso nt Tm
HAV 240 GGA GAG CCC TGG AAG AAAGA 241-222 M14707" 20 69 Sanchez et al., 2002
HAV 68 TCA CCG CCGTTT GCC TAG 68-85 M14707 18 67.3 Sanchez et al., 2002
HAV probe TTA ATT CCT GCA GGT TCA GG 150-169 M14707 20 61.5 Sanchez et al., 2002

" nimero de acceso de la secuencia nucleotidica del Virus de la hepatitis A humano HM175

pCAP® (PCR Cloning kit, Boehringer Mannheim)

Nombre Secuencia 5’-3’ nt Tm
P1 GAT CCT AAT ACG ACT CAC TAT AGA ACC GCC TGT GAA GTG GCT GAA AT 47 79.9
P2 GAT CCATTT AGG TGA CAC TAT AGT GTG CGG AGA TCA GGT TCT GATCCT C 49 81.8
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