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RESUMEN

La introduccion de las vacunas contra rotavirus (RV) a los programas de inmunizacion
a nivel mundial ha contribuido a un notable descenso en la mortalidad y morbilidad
causada por éste patdgeno. Sin embargo, pese a la efectividad probada por las vacunas,
en la era post-vacunal se han identificado diferencias en el nivel de proteccién entre
paises desarrollados y paises en via de desarrollo. La influencia de ciertos comensales
bacterianos de la microbiota intestinal en la respuesta a infecciones virales ha sido
demostrada. Esta interaccion microbiota-virus también puede afectar la respuesta a las
vacunas. Previamente se ha observado en ensayos in vitro que Ruminococcus spp., un
comensal de la microbiota normal, es capaz de unirse a RV e interferir con la infeccién.
Ademas, la abundancia de Ruminococcus spp., ha sido correlacionada negativamente
con los titulos de IgA secretoria anti-rotavirus. En el presente estudio piloto se propuso
comparar los niveles de Ruminococcus spp., y de la IgA anti-rotavirus de acuerdo a la
severidad de la gastroenteritis aguda (GEA) en muestras diarreicas de nifios vacunados
que acudieron a centros de salud en Asuncion y el departamento de Caaguazu durante
el afio 2019. De 171 pacientes elegibles, 50 (29%) fueron positivos para infeccion por
rotavirus A tanto por test inmunocromatografico como por RT-PCR convencional. La
clasificacion de la severidad de la GEA aplicando la escala de Vesikari resulté en 6
(12%) casos leves, 24 (48%) moderados y 20 (40%) severos. La cuantificacion de la
carga bacteriana de Ruminococcus spp., se realiz6 por PCR en tiempo real del gen 16S,
donde casos leves de GEA se asociaron significativamente con niveles mas altos y los
casos severos con niveles mas bajos de la bacteria (p=0,0331). Ademas, los casos
severos se caracterizaron por presentar una duracion mas prolongada de los sintomas
de diarrea y vémito (p=0,0003; p=0,0020 respectivamente). Mediante ELISA se
cuantificaron los niveles de IgA secretoria en heces, sin encontrarse asociacion
significativa con la severidad de la GEA ni la carga de Ruminococcus spp. Este trabajo
aporta evidencia a favor del posible rol de Ruminococcus spp., en la resolucién de
casos de GEA por rotavirus.

Palabras claves: Rotavirus; Gastroenteritis; Diarrea; Microbiota; Ruminococcus;

Inmunoglobulina A secretora.
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The introduction of vaccines against rotavirus in immunization programs on a global
scale has notably contributed to the descent in mortality and morbidity caused by this
pathogen. Nonetheless, even though the effectiveness of the vaccines has been proven,
in the post-vaccine era the varying levels of protection offered by these have been
discovered between developed countries, and developing nations. The influence of
certain bacterial species of the gut microbiota in response to viral infections has been
proven. This microbiota-virus interaction can also affect the response of some
vaccines. It has been previously observed in in vitro essays that Ruminococcus spp., a
commensal of the normal microbiota, is capable of binding to rotavirus and interfere
with the infection. Furthermore, the abundance of Ruminococcus spp., has been
negatively correlated with the anti-rotavirus secretory IgA titles. In the present pilot
study it is being proposed to compare the levels of Ruminococcus spp., and IgA anti-
rotavirus in accordance to the severity of acute gastroenteritis (AGE) in diarrheal
sample of vaccinated children who came to clinics in Asuncién and the department of
Caaguazu during 2019. Of 171 eligible patients, 50 (29%) were positive for rotavirus
A infection by both immunochromatographic test and conventional RT-PCR. The
classification of the severity of AGE using the Vesikari scale resulted in 6 (12%) mild
cases, 24 (48%) moderate and 20 (40%) severe. The quantification of bacterial load of
Ruminococcus spp., was done by PCR in real time, where mild cases were significantly
associated with highest levels and the most severe cases with the lowest levels of
bacteria (p=0,0331). In addition, severe cases were characterized by a longer duration
of diarrhea and vomiting symptoms (p=0.0003; p=0.0020, respectively). Through the
ELISA, the levels of secretory IgA in feces were quantified, without finding significant
association with the severity of the AGE or the load of Ruminococcus spp. This work
contributes evidence in favor of the possible protective role of the Ruminococcus spp.,
in the resolution of cases of AGE due to rotavirus.

Keywords: Rotavirus; Gastroenteritis; Diarrhea; Microbiota; Ruminococcus;
Immunoglobulin A, Secretory.
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TAE: Tris-acetato-EDTA

PBS: tampodn fosfato salino

IDR: inmunodifusion radial

DO: densidad optica
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1.1. Rotavirus. Generalidades
Los rotavirus son la causa mas frecuente de enfermedad diarreica aguda en nifios
menores de 5 afios en todo el mundo. La carga de la enfermedad actualmente se estima
en 215.000 muertes por afio, principalmente en paises en desarrollo, a pesar de la
introducciéon mundial de la vacunacion (1,2).
Son muy contagiosos debido a que durante la fase aguda de la infeccion se excretan
grandes cantidades del virus en materia fecal, sumado al hecho de que es necesario un
bajo nimero de particulas virales para infectar al hospedero y a la gran capacidad del
virus de resistir a condiciones extremas del ambiente, como el pH y la temperatura (3).
Los rotavirus son un género perteneciente a la familia Sedoreoviridae, orden
Reovirales. La particula viral posee una capside compuesta por tres capas de proteinas
concentricas que encierran al genoma compuesto por 11 segmentos de ARN de doble
cadena. Cada gen codifica para 6 proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y 6
no estructurales (NSP1-NSP5 y NSP6) (Figura 1). El nacleo esta formado por la
proteina VP2 y en ella se encuentran las proteinas VP1 y VP3, encargadas de las
funciones enzimaticas necesarias para la transcripcion de genes virales. EIl género
Rotavirus puede clasificarse en 10 especies (A- J) segln la reactividad seroldgica de
la proteina de la capside intermedia VVP6. De estos grupos, solo la especie A (RVA) es
responsable del 99% de la enfermedad en humanos. Las proteinas no estructurales
estan involucradas mayormente en la replicacion del genoma viral, el control de la
sintesis proteica, la evasion de la respuesta inmune, entre otras funciones. RVA se sub-
clasifica en genotipos, en base a la variacién de los genes que codifican las proteinas
VP7y VP4 de la superficie del viridn, que permiten clasificar a los rotavirus por medio
de un sistema de nomenclatura dual donde la secuencia de nucleétidos de VP7
determina los genotipos G y la secuencia de VP4 los genotipos P (4).
Pese a la diversidad genémica de rotavirus, solo unos pocos genotipos han sido los
mas prevalentes a nivel mundial en las Gltimas décadas: G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8] y més recientemente GOP[8] y G12P[8] (3).
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VP4- capside externa

- Sensible a proteasa; se escinde en VP5* y VP8*.
- Blanco de anticuerpos neutralizantes .

- Define serotipo Py distinto genotipo P.
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el ARN.

Figura 1. Estructura de la triple capa proteica de rotavirus. Figura adaptada de
Clark & Desselberger (5).

En la estructura de rotavirus, las proteinas VP7 y VP4 intervienen en la entrada de
rotavirus a la célula y a su vez, inducen anticuerpos neutralizantes por lo que son la
base de la proteccion conferida por la vacunacion (5). La entrada de los rotavirus a la
célula es un mecanismo complejo que incluye sucesivos pasos como la unién a
receptores y la internalizacién a través de la membrana celular (6). La proteina VP4 es
clave en la union inicial de rotavirus a los receptores, durante el cual se escinde por
protedlisis en dos fragmentos, VP5* y VP8* (Figura 2). El ingreso a la célula es
mediante union de VP8* a glicanos de superficie, como el acido sialico en algunas
cepas de rotavirus, ademas de la interaccion de VP5* con varios co-receptores en los
pasos siguientes. Estudios recientes han identificado que VP4 se une a otro tipo de
receptor de una manera cepa-dependiente: el antigeno del grupo histo-sanguineo
(HBGA) (4,7).

Los HBGA son un grupo de carbohidratos complejos (antigenos) presentes en
superficies de células epiteliales y en algunos fluidos biolégicos. La sintesis de HBGA
esta dada por la adicion secuencial de monosacaridos a precursores iniciales. Esta
reaccion esta catalizada por glicotransferasas codificadas por tres familias principales
de genes HBGA: secretor, Lewis y ABO (8). El gen secretor codifica una -1,2
fucosiltransferasa (FUT2), el gen Lewis codifica una -1,3 o -1,4 fucosiltransferasa

(FUT3), mientras que la familia ABO codifica dos glicosiltransferasas (enzimas A 'y



21

B). El estatus dictado por el polimorfismo de estos genes esta relacionado directamente
a la susceptibilidad a la infeccion por RVA segun su afinidad a los genotipos P de la
VP4. Los HBGA también son marcadores de la susceptibilidad a la infeccion de otros
virus entéricos como los norovirus (9,10). Cabe sefialar, que se han observado
interacciones de este tipo entre virus entéricos como rotavirus y norovirus con
bacterias comensales que poseen estructuras tipo HBGA en su superficie, como
Enterobacter spp, Klebsiella spp, Citrobacter spp y otras (9). Multiples pasos
subsecuentes, dependen de la interaccion de VP5* y VVP7 para continuar el proceso de
entrada (6,11).

*

L A 1f*

Mo g%
ha

Zalks (1]
rRCapiar

Figura 2. Modelo de las primeras interacciones RV-célula. Figura adaptada de
Lopez & Arias (12).

1.2. Caracteristicas clinicas

Ced mambrana

Los rotavirus se replican principalmente en el intestino delgado e infectan a enterocitos
de las vellosidades intestinales, presentando un periodo de incubacion relativamente
corto de 1-3 dias. La infeccion en nifios puede resultar asintomatica o sintomatica,
caracterizada por la aparicion de episodios de diarrea acuosa, durante los cuales se
excretan grandes cantidades de particulas virales. La via fecal-oral es la ruta de
transmision principal, ya sea por contacto directo de persona a persona o a través de
fémites contaminados. La diarrea puede estar acompafiada de vomito, lo que en
ocasiones dificulta los tratamientos de re-hidratacion oral, falta de apetito, decaimiento
y fiebre. Si los sintomas no son tratados a tiempo y de forma adecuada, pueden agravar
el desequilibrio electrolitico generado por la pérdida excesiva de minerales y conducir
a un cuadro de deshidratacion severa (3,13,14). Las infecciones sintomaticas en
neonatos son poco frecuentes debido a la proteccion mediada por los anticuerpos

maternos, al menos durante las primeras semanas de vida. La reduccién gradual de
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estos anticuerpos coincide con la edad (3-24 meses) en la que la probabilidad de
infeccion asociada a la enfermedad grave por rotavirus es mayor (15). Luego de la
introduccion de la vacuna, la diarrea acuosa fue el sintoma mas frecuente en reportes
de algunos paises, sin embargo la proporcion de manifestaciones clinicas de la diarrea
pediatrica tuvo variaciones entre paises y regiones, y a pesar de que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomendd el monitoreo de los casos de diarrea acuosa
para la vigilancia de la enfermedad causada por RVA, la definicidon de casos de los
cuadros de diarrea debe ser re-analizada en un escenario de cambio de la etiologia de
la enfermedad en la era post-vacunacion de rotavirus (16).
1.3. Parédmetros clinicos como medidores de severidad

Los sistemas de puntuacidn constituyen una herramienta importante para la valoracion
de la gravedad clinica de la gastroenteritis aguda, las principales son la escala de
Vesikari y la de Clark, en las cuales una puntuacion mas alta indica una mayor
severidad de la GEA. Si bien ambas escalas evalGan la magnitud y la duracion de los
sintomas principales, el sistema de puntuacion de Clark evalia ademas sintomas
conductuales, mientras que la escala de Vesikari tiene en cuenta el grado de
deshidratacion y el tipo de tratamiento recibido (17).

En la Tabla 1 se muestra el sistema de puntuacion de Vesikari, la mas utilizada para
la evaluacion de la eficacia y efectividad de las vacunas contra rotavirus. Esta escala
toma como parametros los principales sintomas (diarrea, vomito, fiebre), grado de
deshidratacién y el tipo de tratamiento recibido, y asignandoles una puntuacién que va
del 1 al 3, en funcién a la gravedad, intensidad y duracién, permite clasificar el cuadro

de gastroenteritis en leve, moderado o severo segun el puntaje final acumulado (18,19).
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Tabla 1. Parametros y puntuaciones del sistema de puntuacién de gravedad
clinica de Vesikari”

PARAMETRO PUNTAJE

1 2 3
Diarrea
N° méaximo de deposiciones por dia 1-3 4-5 =6
Duracion de la diarrea (dias) 1-4 5 >6
Vomito
N° méaximo de vémitos por dia 1 2-4 >5
Duracion del vomito (dias) 1 2 >3
Temperatura 37,1-38,4 38,5-38,9 >39,0
Deshidratacién N/A 1-5% >6%
Tratamiento Rehidratacion Hospitalizacion N/A

Clasificacion de la GEA segun puntaje acumulado
<7 puntos: Leve
7-10 puntos: Moderado
>11 puntos: Severo

“Tabla adaptada de Lewis et al., (19)

1.4. Inmunidad contra rotavirus

Las respuestas inmunitarias innatas del hospedero frente a la infeccion por rotavirus
estdn mediadas principalmente por la activacion de los factores de transcripcion que
estimulan la produccion de interferones (IFNs). Los ensayos in vitro e in vivo han
mostrado que los IFN de tipo | y 11 son capaces de limitar la infeccion. Sin embargo,
mediante su proteina no estructural NSP1, rotavirus es capaz de evadir éstas respuestas
promoviendo la degradacion de los factores de transcripcion (20).

Los linfocitos B secretores de anticuerpos, y linfocitos T que reconocen epitopos de
RV en las superficies de células infectadas via MHC | y MHC |1, median las respuestas
inmuno-especificas. Las proteinas de superficie VP7 y VP4 de rotavirus inducen
anticuerpos neutralizantes. Se ha visto que posterior a una infeccién natural o
inmunizacion, se pueden desarrollar anticuerpos contra otras proteinas estructurales
como VP2 y VVP6, y contra no estructurales como la NSP4 (3,20).

La infeccion por rotavirus en humanos no genera inmunidad de tipo esterilizante pero
puede proteger contra la forma severa de la gastroenteritis en futuras infecciones,
independientemente de si la primera infeccion haya sido sintomatica o asintomatica.

Durante la primera exposicion al virus, se induce predominantemente inmunidad



24

homotipica y tras sucesivas infecciones, incluso con el mismo genotipo, se logra la
inmunidad heterotipica (5).

La inmunoglobulina A secretora (sIgA) es la clase de anticuerpo mas abundante en el
lumen intestinal de los humanos y de otros mamiferos, y se constituye en la primera
linea de defensa del epitelio intestinal contra patdgenos entéricos como rotavirus, por
tanto el nivel de IgA intestinal es considerado importante en la respuesta inmune del
hospedero frente a la infeccion (21).

A diferencia de la IgA monomeérica encontrada en suero, en el intestino predomina en
su forma dimérica la cual consiste en dos mondmeros enlazados por medio de
extensiones del dominio Ig terminal de su fraccion Fc y una proteina de unién llamada
cadena J. La estructura polimérica de IgA es fundamental para su transporte activo en
las superficies de la mucosa y su posterior secrecion. El transporte es mediado por el
receptor para IgA polimérica (plgR), que ademas aporta el componente secretor que
se une covalentemente a una fraccion del anticuerpo y constituye una parte integral del
complejo slgA (22).

Aunque rotavirus infecta el intestino delgado, se ha demostrado que la IgA fecal
predice los niveles de IgA en el duodeno, y por lo tanto puede usarse como una medida
de la IgA intestinal (4,23,24).

La identificacion de los determinantes de proteccion tras una infeccion o luego de la
vacunacion se ha basado mayormente en el estudio de los titulos séricos de IgG, y en
especial IgA sérica, pese a que su uso como predictor de proteccién sigue siendo
controversial. En comparacion con los anticuerpos séricos, se cree que los producidos
localmente en el intestino tengan un papel mas preponderante en la proteccion de la
enfermedad (3,25). Por otra parte, los niveles de IgA anti-rotavirus también pueden ser
utilizados como un indicador de infecciones previas, constituyendo un marcador de
susceptibilidad. Las evidencias apuntan a que individuos con mayores titulos de sigA
(especifica) tienen mayor susceptibilidad a la infeccion por rotavirus y norovirus (y
viceversa), y este perfil a su vez se asocia con el fenotipo de HBGA del individuo
(26,27). Sumado a ello, se ha visto una correlacion entre el perfil
susceptibilidad/IgA/HBGA con la proporcion de ciertas bacterias presentes en el

intestino, como Akkermansia spp y Ruminococcus spp (26). Sin embargo el rol y la
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relevancia de estas interacciones en el desarrollo de la infeccién todavia quedan por
determinarse (9).

1.5. Impacto de la vacunacion
Desde el afio 2006 se encuentran disponibles en el mercado la vacuna oral
monovalente Rotarix® (GlaxoSmithKline Biologicals S.A., Bélgica) desarrollada en
base a una cepa humana atenuada G1P1A[8], la cual es administrada en dos dosis
orales a las 6 y 10 semanas de edad; RotaTeq® (Merck & Co., Inc., USA) en cambio
es una vacuna pentavalente creada a partir de virus recombinantes humanos-bovinos,
que contiene los genes que codifican para las proteinas humanas G1-G4 y P1[8], es
administrada en tres dosis a las 6, 10 y 14 semanas de edad (5). Actualmente existen
mAas vacunas que cuentan con aprobacion, aunque su distribucion ain no estd muy
extendida (28). En el 2009 la OMS recomendé a la poblacién mundial, y en especial a
aquellos paises con mayor tasa de mortalidad infantil, incluir la vacunacion contra
rotavirus a sus programas de vacunacion (13). En nuestro pais, la Rotarix® forma parte
del Programa Nacional de Inmunizacion (PAI) desde el afio 2010.
Antes de la introduccion de las vacunas, rotavirus era la principal causa de mortalidad
infantil asociada a diarrea aguda, ocasionando anualmente mas de 500.000 muertes de
nifios menores de 5 afios en todo el mundo. Desde la introduccion de ambas vacunas
se ha observado un notable descenso de los casos graves de gastroenteritis por
rotavirus, asi como del nimero de hospitalizaciones y la tasa de mortalidad,
demostrando la eficacia de las mismas. Un efecto adicional observado en paises que
han implementado la vacunacidn contra rotavirus es la inmunidad de rebafio, que ha
permitido extender la proteccion conferida por la vacuna a nifios que no han sido
inmunizados, nifios mayores de 5 afios e inclusive adultos (13,29,30).
Los programas de inmunizacion no solo tienen un efecto fundamental en la prevencion
de la enfermedad o la reduccién de la severidad, la carga de la enfermedad tiene
también un impacto en los costos en la salud publica debido al aumento del numero de
consultas y hospitalizaciones, especialmente durante la temporada estacional de
rotavirus. Otro factor implicado de forma indirecta son las bajas escolares de los nifios
durante el transcurso de la infeccion, y esto a su vez implica faltas laborales de los

padres que deben hacerse cargo de los cuidados del nifio (31).
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Como se observa en la Figura 3, la eficacia de las vacunas Rotarix® y RotaTeq®,
puede observarse sobre todo en paises desarrollados, donde se han reportado niveles
de proteccién por encima del 90%, en contraste con estudios realizados en paises en
desarrollo en los cuales el rendimiento para las mismas vacunas son inclusive menores
al 50% (32-34).

Las causas de las diferencias en el nivel de proteccion observadas entre paises
desarrollados y en via de desarrollo apuntan a varios factores, tales como la
transmision pasiva de anticuerpos maternos, el estado nutricional del nifio, co-
infeccion con otros patdgenos gastrointestinales, la interferencia con la vacunacion
contra poliovirus, factores genéticos del hospedero y la composicion de la microbiota
(35).

En los dltimos afios ha crecido el interés por el estudio de la microbiota intestinal como

factor clave en la patogénesis de virus, y por ende su impacto en la inmunidad del

hospedero.
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Figura 3. Eficacia de las vacunas orales contra rotavirus en relacion con el PIB
per capita de un pais. La eficacia de 4 vacunas orales contra rotavirus (Rotarix,
RotaTeq, Rotavac y Rotasiil) se muestran en paises con diferente producto interno
bruto (PIB). Figura adaptada de Carcamo-Calvo et al., (34).

1.6. El rol de la microbiota intestinal durante infecciones virales
El cuerpo humano se encuentra habitado tanto por dentro como por fuera por millones
de microorganismos, entre microbios eucarioticos, arqueas, virus y bacterias que en
conjunto conforman el microbioma humano. A lo largo de la evolucion, estos

microorganismos y el ser humano han establecido una relacion de simbiosis en la cual
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el hospedero ofrece un nicho nutritivo para el crecimiento y la supervivencia de los
comensales, y en cambio éstos participan de procesos fisiolégicos como la degradacion
de alimentos de la dieta para la obtencion de nutrientes, regulacion de las respuestas
del sistema inmune y compitiendo con patégenos para evitar que éstos colonicen (36—
38).

De todo el cuerpo, el tracto intestinal humano es el sitio mas densamente poblado por
éstas comunidades microbianas y el que presenta mayor diversidad. Su colonizacién
se caracteriza por ser un proceso paulatino, dinamico y que ocurre de forma no
aleatoria, desde el momento del nacimiento o incluso antes (36). De hecho, el
establecimiento de comensales en las primeras etapas de la vida es un determinante
para el correcto desarrollo y maduracion del sistema inmune (39).

Su composicién se puede ver afectada por multiples factores desde el nacimiento
mismo, como el tipo de parto y posteriormente la alimentacion con leche materna o de
férmula durante el primer afio de vida, y a medida que el individuo se desarrolla,
ciertos habitos como el estilo de vida, el tipo de dieta y el consumo de medicamentos
van influyendo. Factores genéticos e inmunoldgicos del hospedero también tienen un
impacto en el establecimiento de la microbiota (40,41).

El mantenimiento de la homeostasis intestinal es el resultado de un delicado balance
interactivo entre la microbiota, el epitelio intestinal y el sistema inmune del hospedero,
en donde se desarrolla tolerancia inmunitaria contra antigenos extrafios que forman
parte del microambiente normal del tracto intestinal, pero permanece activa ante la
presencia de potenciales patdgenos (42).

El advenimiento de la secuenciacion de nueva generacion y con ello la posibilidad de
estudiar la microbiota sin necesidad de cultivo, ha revolucionado el conocimiento
sobre la influencia de la misma en la homeostasis intestinal.

Los virus son entidades que obligatoriamente necesitan infectar a un hospedero y
utilizar la maquinaria celular para poder replicarse. Su entrada al cuerpo humano
ocurre principalmente a través de la piel y las mucosas de la superficie, que se
encuentran colonizadas por miles de microorganismos cumpliendo un rol en la
regulacion del sistema inmune y la defensa del hospedero. Durante el proceso
infectivo, es posible que se establezca una estrecha interaccién entre los virus

invasores y taxas bacterianas especificas del microbioma intestinal humano, a través
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de mecanismos directos o indirectos, que pueden resultar en una inhibicion de la
patogénesis viral, o contrariamente, un potenciamiento. Los mecanismos directos
ocurren por una interaccion fisica virus-microbiota sin intermediarios, mientras que
los mecanismos indirectos se dan por una estimulacion/regulacion de componentes del
sistema inmune del hospedero (43,44).

1.6.1. Bacterias en la promocion de la patogénesis viral
Algunos de los mecanismos que potencian la infeccidn viral se describen en la Tabla
2. Un mecanismo compartido por varios virus entéricos es a traves de la interaccion
con sustancias presentes en la superficie de ciertas bacterias, que pueden conferir
estabilidad a la particula viral y también estimular la unién a sus células diana.
Robinson et al., (45) observaron como la incubacion de poliovirus con polisacaridos
bacterianos como lipopolisacaridos (LPS), ayudo6 a potenciar la unién del virion al
receptor de poliovirus expresados por las células. Ademas, la exposicion a LPS
contribuyd a incrementar la termoestabilidad. Estudios con reovirus también han
mostrado la capacidad de polisacaridos bacterianos de mejorar la estabilidad de la
particula viral (46).
De manera similar, algunos norovirus humano y murino requieren la presencia de
bacterias comensales expresando HBGAs en sus superficies para poder infectar
linfocitos B. Ratones que fueron tratados con antibiéticos presentaron una disminucion
en la replicacion de norovirus, sugiriendo el rol de HBGA bacteriano en facilitar la
union de norovirus a los receptores de celulares (44).
Ciertas bacterias de la microbiota o sus componentes, son capaces de inducir sefiales
a nivel inmune que promueven el establecimiento de un ambiente tolerogénico y por
lo tanto la persistencia de la infeccidn. En un estudio con ratones tratados previamente
con antibiéticos y luego desafiados con norovirus humano, se observé que si bien no
hubo un efecto sobre la replicacion viral y sobre la infeccion a nivel tisular, la
persistencia de la infeccion si se vid afectada, mediante la participacion de receptores
para citocinas y factores de transcripcion implicados en la respuesta antiviral de la
inmunidad innata (47).
Otra evidencia que soporta la influencia de comensales durante una infeccion viral se
ha reportado con ratones tratados con antibioticos, cuya descendencia no desarrollé

respuesta a antigenos del virus del tumor mamario murino (MMTYV) cuando fueron
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desafiados oralmente. EI MMTV se une a LPS que estimula a TLR-4, con la
subsiguiente produccién de IL-6 que induce a la produccion de la citosina inhibitoria
IL-10. En ausencia de bacterias expresando LPS, la infeccién por MMTV fue inhibida,
y no pudo transmitirse a la descendencia. Este hallazgo propone que el MMTV ha
evolucionado con la microbiota para inducir la evasion inmune (48).

Otro mecanismo exhibido por las bacterias es la promocion de la recombinacion
genética de virus de ARN. Se ha observado con poliovirus, que multiples viriones
pueden unirse a la superficie de una Unica bacteria, lo cual puede aumentar la
posibilidad de co-infeccidn en células susceptibles, resultando en una recombinacion
del genoma viral, cuya progenie podria adquirir una ventaja frente a condiciones
restrictivas (49).

Tabla 2. Mecanismos de promocion de la patogénesis viral por bacterias

Mecanismo directo Interaccion
Virus Bacteria
Potenciamiento de la estabilidad de la particula viral POI'O\{WUS . LPS_'
Reovirus  peptidoglicanos?
LPS,

Incremento de la afinidad de unién a receptores de poliovirus  Poliovirus ) )
Peptidoglicanos?

Control de la replicacion viral Norovirus ~ Enterobacter
cloacae
Mecanismo indirecto Interaccion
Virus Bacteria
Induccion de tolerancia inmune a antigenos virales Norovirus ~ Enausencia de
microbiota
Induccidn de sintesis de citocinas inhibidoras MMTV LPS
., L, - . Lactobacillus
Promocion de recombinacion genética Poliovirus

johnsonii

LPS: lipopolisacarido; MMTYV: virus del tumor mamario murino
aComponentes de pared bacteriana

1.6.2. Bacterias en la inhibicion de la patogénesis viral
Por otro lado, la microbiota también alberga bacterias que acttan a favor del hospedero
limitando la infeccion viral por diferentes mecanismos, como se resume en la Tabla
3.
Algunas bacterias lacticas como las del género Lactobacillus, han demostrado su

capacidad de reducir la infectividad del virus de la estomatitis vesicular (VEV) en
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lineas celulares, a través de una union directa al virus. Ademas, durante su crecimiento
éstas bacterias fueron capaces de producir metabolitos con actividad antiviral (50).
Los polisacaridos de superficie bacteriana también pueden influir negativamente en la
patogénesis viral. Bandoro y Runstadler (51) observaron que la exposicion a LPS de
aislados bacterianos al virus de la influenza A redujo significativamente la estabilidad
de la particula viral. Ademas, los ensayos de microscopia electronica y de union a
receptor, evidenciaron que la interaccion virus-bacteria mediada por LPS fue
responsable de alterar la morfologia de la particula viral. Un mecanismo de inhibicién
similar fue visto con fragmentos de pared celular de Lactobacillus brevis y el virus del
herpes simple 2 (VHS-2) (52).

Chen et al., (53) lograron identificar a una proteina de union a matriz extracelular
presente en la pared de Staphylococcus epidermis (S. epidermis) con actividad contra
el virus de la influenza. Los ensayos in vitro con sobrenadante de cultivos de S.
epidermis mostraron una significativa supresion de la infectividad viral. Cuando los
pollos fueron inoculados con la proteina identificada antes del desafio con el virus de
la influenza, se observo una disminucion de los titulos virales, asi como una induccion
para la expresion de citocinas con actividad antiviral en los tejidos nasales.
Sustancias secretadas por ciertas bacterias también pueden ser responsables de la
actividad antiviral observada. Se ha asociado la abundancia de Lactobacilos en la
microbiota vaginal de mujeres en edad reproductiva, con un estado de salud y
proteccion contra enfermedades de transmision sexual como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Ensayos con cultivo de tejido cérvico vaginal han
mostrado la capacidad de Lactobacillus de inhibir la replicacién del VIH-1 a través de
la liberacion de acido lactico con poder virucida y acidificacion del medio. Ademas
Lactobacillus es capaz de adsorber al VIH-1, y disminuir de ésta forma la cantidad de
viriones libres (54).

El impacto de la microbiota intestinal también fue evaluado en un modelo de infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia simia (V1S) en macacus rhesus que fueron tratados
primeramente con antibioticos y posteriormente recibieron un trasplante de
microbiota. La reposicion de la microbiota intestinal resultd en un potenciamiento de
la inmunidad antiviral con la produccion de células Th17 y Th2 periféricas, ademas de

una disminucion de la activacion de linfocitos CD4+ en tejidos gastrointestinales (55).
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La actuacion de bacterias intestinales también puede tener un efecto a nivel sistémico.
El suministro de Lactobacillus plantarum DK119 como terapia probiética ha mostrado
resultados beneficios en las infecciones por el virus de la influenza. Ademas de inducir
un aumento en la produccion de IL-12 e IFN y disminuir la carga viral en los pulmones,
se ha visto que un aumento en el nimero de células inmunitarias en los pulmones a
través de la secrecion de metabolitos que estimulan el desplazamiento de macrofagos,
células NK y células dendriticas, al lugar de infeccion (56).

Tabla 3. Mecanismos de inhibicion de la patogénesis viral por bacterias

Mecanismo directo Interaccion
Virus Bacteria
Union a particula viral y blogueo de la infeccién VEV Lactobacillus
., . . e L. VHS-2 a
Union a particula viral y desestabilizacion morfoldgica . LPS
Influenzavirus
Adsorcion de virion libre y liberacion de metabolito virucida VIH-1 Lactobacillus
Mecanismo indirecto Interaccion
Virus Bacteria
Induccion de citocinas con actividad anti-viral Influenza virus . .
epidermis
L . . . Microbiota
Potenciamiento de la inmunidad innata local VIS total
. ., . . ., Influenza L.
Estimulacion de respuesta inmune a nivel sistémico .
virus plantarum

LPS: lipopolisacérido; VEV: Virus de la estomatitis vesicular; VHS-2: Virus del herpes simple tipo 2; VIH-1: Virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1; S. epidermis: Staphylococcus epidermis; VIS: Virus de inmunodeficiencia
simia; L. plantarum: Lactobacillus plantarum.

aComponentes de pared bacteriana

1.7. Antecedentes de interaccion microbiota-rotavirus
Al igual que otros virus entéricos, la interaccion entre rotavirus y miembros
comensales del tracto gastrointestinal es inevitable, por lo que es l6gico pensar sobre
la influencia que podrian tener las bacterias sobre la patogénesis viral. Pese a ser un
area de estudio relativamente nueva, los hallazgos en los Gltimos afios sustentan ésta
hipétesis, y de a poco los mecanismos de interaccién comienzan a ser dilucidados. Se
ha propuesto que la composicién de la microbiota intestinal es uno de los factores
asociados a diferencias en la eficacia de las vacunas. El perfil microbiano de nifios
provenientes de paises en donde se ha reportado una elevada efectividad de las vacunas

se ha asociado a grupos bacterianos caracteristicos, distintos al microbioma intestinal
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de nifios de paises en donde contrariamente la vacuna ha resultado ser menos efectiva
(57,58).

Los modelos experimentales basados en la administracion de antibioticos antes del
desafio con rotavirus han demostrado como la ausencia de grupos bacterianos
especificos puede afectar el curso de la infeccion. En uno de estos trabajos, Uchiyama
et al., observaron que la deplecion de la microbiota intestinal en ratones previo al
desafio con una cepa vacunal de rotavirus, resultd en una reduccion de la infectividad
y de la duracion de la diarrea (59). En otro estudio sin embargo, el tratamiento con
antibidticos permitio el establecimiento de un micro-ambiente favorable para la
replicacion de rotavirus (60). La discrepancia en los resultados evidencia el rol dual de
la microbiota, y destacan la importancia en la identificacion especifica de taxones
bacterianos de la microbiota normal, y su caracterizacién funcional durante un proceso
infectivo.

El rol de bacterias probidticas, en especial las del género Lactobacillus y
Bifidobacterium, como terapia de apoyo para el tratamiento de la gastroenteritis por
rotavirus, ha resultado ser efectiva en la reduccion de los sintomas y de la duracion de
la diarrea (61,62). La colonizacién de lechones gnobidticos con la cepa probidtica
Eschericia coli Nissle (ECN) ha mostrado ser protectiva frente a la infeccién por
rotavirus, observandose una disminucion del shedding viral que a su vez se
correlacion6 con titulos bajos de IgA anti rotavirus a nivel intestinal. Ademas, los
ensayos in vitro han mostrado la capacidad de EcN de interactuar fisicamente con
rotavirus, uniendose directamente a la particula viral (63).

De manera similar a EcN, bacterias filamentosas segmentadas (BFS) también fueron
capaces de reducir la infectividad por una union directa a rotavirus en ensayos in vitro.
Ademaés de bloguear la unién de la particula viral a los receptores celulares, las BFS
pueden contribuir con el hospedero a través de mecanismos independientes de células
inmunitarias, induciendo cambios en la expresion de genes para la aceleracion del
recambio de células epiteliales (64).

El tratamiento a ratones con flagelina, una proteina componente del flagelo bacteriano,
ha demostrado ser protectivo contra la infeccion por rotavirus, al ser capaz de activar

receptores de la inmunidad innata para la induccién de interleucinas que median la
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eliminacion de celulas infectadas y promueven una mayor resistencia de las células
epiteliales por medio de una reprogramacion de la expresion de genes (65).

A pesar de la importancia de éste nuevo concepto de interaccion entre microbiota y
patdgenos virales, la evidencia respecto al rol de bacterias intestinales en la
infectividad de rotavirus es aun escasa y gran parte de los datos provienen de modelos
animales e in vitro, 0 ensayos que involucran terapias con antibioticos. Los datos en
poblacién humana adulta y en nifios (grupo vulnerable), son escasos y los mismos
corresponden a estudios de seroconversion luego de la vacunacién. Ademas, hasta la
fecha los estudios en humanos, publicados en revistas indexadas, se basan mayormente
en resultados con un bajo numero de tamafio muestral debido a la naturaleza misma de
los datos.

Sin embargo, ciertas lineas de estudio han logrado acumular evidencia especifica que
sugieren un rol para algunos taxas bacterianos. Un ejemplo concreto corresponde al
trabajo realizado por Rodriguez-Diaz et al., (26) quienes estudiando a una poblacion
de 23 adultos voluntarios, demostraron una correlacion entre ciertos comensales de la
microbiota intestinal, el estatus secretor y la susceptibilidad a la infeccién por virus
entéricos. Los titulos de IgA secretora anti-rotavirus en muestras de saliva fueron
utilizados como un indicador de infecciones previas y analizando la susceptibilidad a
la infeccion por rotavirus en funcion a la expresion diferencial de HBGA, éste grupo
observo en coincidencia con otros trabajos, que los individuos con estatus secretor
fueron més susceptibles a la infeccion por rotavirus. En éste mismo trabajo evaluaron
el microbioma fecal e identificaron una correlacion negativa entre los titulos de IgA
secretora anti rotavirus y la abundancia de Ruminococcus spp.

Continuando con ésta linea de investigacion, buscaron identificar bacterias de la
microbiota intestinal con capacidad de interactuar con rotavirus. El analisis de
muestras fecales de 5 nifios con gastroenteritis por rotavirus encontrd que
Ruminococcus spp., destacaba de los demas miembros comensales por su actividad
diferencial para unirse a la particula viral. Este mismo estudio demostré que al incubar
muestras de rotavirus junto con Ruminococcus e infectar monocapas celulares, el titulo
viral disminuia tres veces. Se ha sugerido que esta interaccion podria ser similar a la

descrita entre la VP4 de ciertos genotipos de rotavirus y los receptores de HBGA (66).
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Ruminococcus spp., son bacterias anaerobias estrictas, Gram-positivas, pertenecientes
al filo Firmicutes, uno de los miembros comensales comunes de la microbiota
intestinal de mamiferos y cuya abundancia se asocia a un estado de salud. En la
actualidad es considerado un género polifilético, con especies distribuidas entre las
familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae. A diferencia de la mayoria de las
bacterias comensales que residen principalmente en el colon, los Ruminococcus de la
familia Lachnospiraceae también colonizan el intestino delgado (67). Cumplen
funciones asociadas a la degradacion y conversion de polisacaridos complejos de la
dieta, el mantenimiento de la integridad del tejido epitelial col6nico y de la
homeostasis intestinal (68,69).

Pese a gque hasta la fecha no se tiene certeza si el rol de Ruminococcus frente a la
infeccion por RVA en nifios es protectivo, el hecho de que fuera encontrado en el
intestino delgado, que es el sitio de replicacion de rotavirus, sugiere de que la
interaccion con la particula viral observada en ensayos in vitro, podria estar ocurriendo
in vivo, y de que los niveles de estas bacterias se hayan correlacionado negativamente
con los titulos de IgA secretora anti-rotavirus puede sugerir que esto ocurra.

Si bien existe evidencia de la interaccion bacteria-virus, son pocos los datos que se
tienen de la influencia de esta interaccion en el desarrollo de la enfermedad. En base a
los datos descritos, es posible que la severidad del cuadro de diarrea se vea
influenciada por la proporcion de bacterias capaces de unirse y bloquear la infeccion
en el lumen intestinal luego de iniciada la infeccion. El objetivo de este estudio piloto
es analizar la proporcién de niveles de severidad (leve/moderada/severo) de la diarrea
causada por RVA en una poblacion infantil y compararla con la carga bacteriana de
Ruminococcus en los individuos de cada nivel, con el fin de aportar datos “en la vida
real” de la relevancia de esta interaccion en el desarrollo de la enfermedad, de manera
a ayudar a direccionar estudios que apunten a estrategias de prevencion y tratamiento

de la infeccion por virus entéricos.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo General

Comparar la carga bacteriana de Ruminococcus spp., y los niveles de IgA
secretora anti-rotavirus respecto al grado de severidad de la gastroenteritis
segun escala de Vesikari, en muestras de diarrea positivas para rotavirus de
nifios vacunados del &rea de Gran Asuncidon y del departamento de Caaguazu,

durante el afo 2019.

2.2. Objetivos especificos

Determinar el grado de severidad segun escala de Vesikari de la gastroenteritis
producida por rotavirus en poblacion pediétrica.

Determinar la carga bacteriana de Ruminococcus spp., presentes en muestras
de microbiota fecal positivas para rotavirus de la poblacion estudiada, mediante
cuantificacion por PCR en tiempo real.

Cuantificar el nivel de IgA secretora anti-rotavirus en muestras fecales
positivas para rotavirus de la poblacion estudiada mediante ELISA.
Caracterizar molecularmente los rotavirus presentes en muestras fecales
mediante RT-PCR.



3. METODOLOGIA
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3.1. Disefio de estudio
Se llevo a cabo un estudio piloto, de tipo observacional descriptivo, de corte
transversal, con muestreo no probabilistico, por conveniencia.

3.2. Poblacion de estudio
Se colectaron muestras diarreicas de nifios, de ambos sexos, con edad comprendida
entre 4 a 72 meses, que acudieron al Hospital General de Barrio Obrero en la ciudad
de Asuncidn; el Hospital Regional de Coronel Oviedo, el Instituto de Prevision Social
de Coronel Oviedo y cuatro centros de salud privados mas, localizados en el
departamento de CaaguazU, durante el periodo de julio a noviembre del afio 2019.

3.3. Reclutamiento
El reclutamiento se realiz6 con pacientes pediatricos que acudieron a los laboratorios
de cada hospital en compafiia de la madre, el padre o el tutor legal, con una orden
médica para analisis de materia fecal por sospecha de infeccion gastrointestinal. Se
socializé de forma verbal y mediante la entrega de un documento informativo (Anexo
2) sobre los objetivos y el alcance del proyecto, y una vez aclaradas todas las dudas,
se solicito la firma de un consentimiento informado (Anexo 3) a quienes accedieron
participar del estudio.
Se aplicé un cuestionario de investigacion (Anexo 4) y de seguimiento al paciente a
través de llamadas telefénicas y hasta completar 6 dias desde el inicio de sintomas,
con el objetivo de recolectar datos sobre la evolucion del cuadro de gastroenteritis.

3.3.1. Criterios de elegibilidad

Los criterios tenidos en cuenta en el reclutamiento de casos de gastroenteritis aguda
por RVA fueron:

Criterios de inclusién

= Nifios cuyos padres o tutores legales hayan aceptado participar del estudio y
firmado el consentimiento informado.

= Nifios vacunados con ambas dosis de la vacuna Rotarix® (corroborado
mediante certificado de vacunacion).

= Nifios con resultado positivo para rotavirus por test inmunocromatografico y
posteriormente confirmado por RT-PCR.

= Niflos que cuenten con todos los datos del cuestionario de seguimiento.
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Criterios de exclusién

= Nifios que hayan estado recibiendo terapia con antibioticos hasta al menos 2
semanas antes de la aplicacion del estudio.

= Nifios que no cuenten con ambas dosis 0 que cuenten solo con la primera dosis
de la vacuna Rotarix®.

= Muestra fecal en cantidad insuficiente o contaminada.
3.3.2. Grupo de controles voluntarios

Para el grupo control, se realizé la colecta de muestras de materia fecal de nifios
voluntarios que cumplian con los siguientes criterios:

= Nifios cuyos padres o tutores legales hayan aceptado participar del estudio y
firmado el consentimiento informado.

= Nifios de ambos sexos, con edad comprendida entre 4-72 meses.

= Nifios sin de sintomas de gastroenteritis en el momento del reclutamiento.

= Nifios que no hayan estado recibiendo terapia con antibidticos hasta al menos
2 semanas antes de la toma de muestra.

= Nifos inmunizados con ambas dosis de la vacuna contra rotavirus.

3.4. Deteccion de rotavirus en materia fecal por test inmunocromatografico
En el laboratorio de cada centro de salud, se tom6 una alicuota de muestra para la
deteccidn de rotavirus mediante el test inmunocromatografico Right Signe, Biotest,
siguiendo las indicaciones especificadas por el fabricante. El remanente de muestra
fue almacenado a 4° C hasta su traslado al Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud (1ICS) de la Universidad Nacional de Asuncion dentro de las 48 horas desde
la toma de muestra.

3.5. Fraccionamiento de las muestras y elaboracion de base de datos
El remanente de materia fecal fue remitido en cadena de frio hasta el 11CS. Se elaboro
una base datos en una planilla de Excel (Microsoft), con toda la informacién clinica y
sociodemogréfica recabada mediante el cuestionario aplicado. A cada muestra se le

asigno un cddigo y se procedio a su fraccionamiento.
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3.6. Clasificacion de la severidad de la GEA aplicando el sistema de
Puntuacion de Vesikari
En base a los datos clinicos recabados durante los 6 dias de seguimiento, se determiné
el grado de severidad de la GEA de acuerdo al puntaje final obtenido en la escala de
Vesikari.
3.7. Extraccion de ADN bacteriano de materia fecal
El aislamiento del ADN bacteriano fue realizado por el método de Chelex, segun lo
descrito previamente (70,71), con leves modificaciones que se describen a
continuacion. Se prepar6 una solucion fecal al 10% (p/v) con PBS [1X] y azida de
sodio al [0,01%]. Se centrifugd a 100 g por 15 minutos a 4°C. Se recuperé el
sobrenadante y se centrifugo nuevamente a 13.000 g por 10 minutos a 4°C. Se descarto
el sobrenadante, el pellet fecal se resuspendido en 1 mL de acetona y fue centrifugado
a 13.000 g por 10 minutos a 4°C (dos veces). Se descarto el sobrenadante y se afiadid
al pellet 200 pL de Chelex-5% (Sigma) y 10 pL de Proteinasa K [10 mg/mL]
(Promega). Se incubd a 65°C x 2 horas en bafio (de) Maria. Se homogenizo6 brevemente
en vortex, se incub6 a 100°C por 8 minutos y luego se centrifugd a 13.000 g por 10
minutos. Se tomo 100 pL del sobrenadante y trasfirié a un tubo nuevo. Se almacend
el aislado de ADN a -20°C.
3.7.1. Cuantificacion de ADN bacteriano
Las muestras de ADN extraidas fueron cuantificadas mediante espectrofotémetro de
microvolumen (MaestroGen) (Anexo 5), y la concentracion fue normalizada a 50 ng/
pL mediante dilucion con agua ultra pura.
3.8. Obtencidn de plasmido control
3.8.1. Amplificacidn, purificacion y clonacién de fragmentos de interés
Para la amplificacion de Bacterias totales se utilizé un par de cebadores previamente
reportado por Nadkarni et al., (72) que van dirigidos a una region conservada que
especificamente detecta 16S ARNr del dominio Bacteria. Para Ruminococcus spp.,
[familia Lachnospiraceae] se amplifico el gen 16S ARNTr utilizando cebadores
descritos por Kurina et al., (73), que van dirigidos a una region altamente conservada
dentro del taxon, pero a la vez suficientemente variable para separarlo de otros
miembros del microbioma intestinal. Cada reaccion se llevo a cabo empleando el kit

LongAmp™ Taq 2X Master Mix (Sigma); se afiadio 25 pL de master mix, 2 pL de
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cada cebador [10 uM], 1 uL ADN bacteriano aislado de heces humanas [50 ng] y 20
puL de agua libre de nucleasas, completando un volumen final de 50 pL. Las
condiciones de ciclado fueron; 94°C por 30 segundos de desnaturalizacion inicial,
seguido de 40 ciclos a 94°C por 10 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 30
segundos y 72°C por 7 minutos de extension final. Los productos de amplificacion
fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al 2% a 90 voltios durante 45
minutos en tampdn TAE [1X], y posteriormente tefiidos con bromuro de etidio
(Promega).

Una vez confirmada la presencia de los fragmentos esperados (amplicén de 466 pb
para Bacterias totales y de 157 pb para Ruminococcus spp), los productos fueron
purificados empleando el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo Fischer), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se corroboré la eficiencia de la purificacion mediante
electroforesis en gel de agarosa bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.
La clonacion de los fragmentos de interés se realiz6 en el vector pJET/1.2 blunt,
siguiendo las instrucciones del kit CloneJET PCR Cloning (Thermo Fischer). El
plasmido conteniendo el fragmento para Bacterias totales fue denominado
pJETAIlIBac, y el correspondiente a Ruminococcus spp., pPJETRum.

3.8.2. Preparacion de bacterias quimicamente competentes

Para la obtencion de bacterias competentes se utilizé el protocolo previamente descrito
por Sambrook y Russell (74), con leves modificaciones que se describen a
continuacion. Primeramente se realizé el cultivo de iniciacion inoculando 3 mL de
medio Luria-Bertani (LB) con Escherichia coli cepa DH5a y se incubd a 37°C con
agitacion continua durante toda la noche. Se transfirio 1 mL del cultivo crecido a un
matraz conteniendo 100 mL de medio fresco y se dej6 incubando a 37°C con agitacion
constante hasta alcanzar una DO (densidad Optica) de 0,450 leido a 600 nm en un
espectrofotdmetro. Una vez llegada a la DO deseada, el matraz fue puesto en hielo, se
traspaso todo el volumen a dos tubos de 50 mL y se centrifugd a 3000 rpm por 20
minutos a 4°C. Cada pellet fue resuspendido suavemente afiadiendo 1 mL de cloruro
de calcio [75 mM], luego se completd hasta un volumen final de 45 mL y se incubd en
hielo por 30 minutos. Se centrifugo a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C, y cada pellet fue
resuspendido suavemente en 500 pL cloruro de calcio [75 mM] e incubado en hielo

hasta el dia siguiente. Posteriormente se agreg6 120 uL de glicerol puro a cada tubo,
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se mezcld suavemente, se alicuotaron 100 pL en criotubos y fueron almacenados a -
80°C.

3.8.3. Transformacién por choque térmico
Las bacterias E. coli cepa DHS5a fueron transformadas con los plasmidos pJEAIIBac y
pJETRum. Se incubd 100 uL de bacterias competentes con 5 pL de plasmido por 30
minutos en hielo, seguido de una incubacion por 40 segundos a 42°C e inmediatamente
de nuevo en hielo por 5 minutos. Se agregd 950 pL de medio SOC (Super Optimal broth
with Catabolite repression) y se incub6 a 37°C en agitacion continua por 1 hora. Se
plaque6 200 pL del medio transformado en placas LB-agar con ampicilina [0,1
mg/mL], se incub6 a 37°C hasta el dia siguiente.

3.8.4. Comprobacion de colonias transformadas mediante PCR de

colonias

En base a la resistencia a ampicilina, se seleccionaron 13 colonias de la placa
transformadas con el plasmido pJETAIIBac y 17 de la placa del plasmido pJETRum,
y éstas fueron sometidas a una PCR de colonias para corroborar el éxito de la
transformacion. La mix fue preparada con 2 pL de tampon de reaccion [10X], 0,6 puL
de cloruro de magnesio [50 mM], 0,4 puL de mezcla de cada dNTP [10 mM], 0,4 uL
[10 uM] de cada par de cebadores que flanquean el sitio de multiclonacion, 0,1 pL de
enzima Taq polimerasa y 16,1 uL de agua libre de nucleasas para completar un
volumen final de 20 pL. Las condiciones de ciclado fueron; desnaturalizacién inicial
a 95°C por 3 minutos, seguido de 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos, 72° C por 30 segundos y una extensién final a 72°C por 7 minutos. Los
productos de amplificacion fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al
2% a 90 voltios constantes en tampon TAE [1X] durante 45 minutos. El gel fue tefiido
con bromuro de etidio [5e-4 mg/mL] (Promega) y visualizado en una transiluminador
de luz UV.

3.8.5. Extraccion y purificacion de ADN plasmidico
Se seleccionaron las colonias que fueron positivas por PCR, e inocularon nuevamente
tubos individuales conteniendo 3 mL de medio fresco LB con ampicilina [0.1 mg/mL]
(Lasca), se dejo incubando a 37°C en agitacion continua hasta el dia siguiente.
Finalmente se realizd la extraccion del ADN plasmidico siguiendo las indicaciones del

kit PureYield ™ Plasmid Miniprep System (Promega).
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3.8.6. Control de calidad de ADN plasmidico y verificacion de insertos
clonados
La calidad del ADN plasmidico purificado se corroboro6 por analisis de electroforesis
en gel de agarosa al 1%, a 100 voltios constantes en tampén TAE [1X] durante 50
minutos. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (Promega) y visualizado en una
transiluminador de luz UV.
Se realizd una PCR de los extractos de ADN plasmidicos purificados para corroborar
la insercion correcta de los fragmentos de interés, para lo cual se utilizaron los
cebadores especificos dirigidos a cada blanco (Anexo 8). Las condiciones de
amplificacion fueron las mismas descritas en el item 3.8.1.
3.8.7. Cuantificacion de ADN plasmidico y determinacion del nimero de
copias
Se determind la concentracion de ADN plasmidico por espectrofotdmetro de
microvolumen (MaestroGen). Con los datos obtenidos se calculd el nimero de copias

para cada plasmido utilizando la siguiente formula:

Cantidad de ADN x 6,022x10%3
Longitud de ADN x 1x10° x 660

Numero de copias =

Donde,
Cantidad de ADN (ng) = concentracion de ADN plasmidico
6,022x102% (nimero/mol) = valor de la constante de Avogadro
Longitud de ADN (pares de bases) = longitud del inserto.
660 (g/mol) = masa promedio de 1 pb de ADN de doble cadena
1x10° (ng/g) = factor de conversion

3.9. Generacion de curva estandar
Primeramente se prepard una dilucion seriada de factor 10 transfiriendo 5 uL de ADN
plasmidico puro en 45 L de diluyente (agua ultra pura), se homogeniz6 en vortex,
luego se repitié el mismo procedimiento para el siguiente orden de dilucion, y asi de
forma sucesiva hasta obtener 11 diluciones en serie.
Para el ensayo de PCR en tiempo real, cada placa incluyé las diluciones del ADN
plasmidico por duplicado, mas 4 controles negativos (ADN reemplazado por agua libre
de nucleasas). La mezcla de reaccion para la deteccion del dominio Bacteria fue

preparada con 10 pL de Premix Ex Taq ™ (Takara), 0,4 pL de cada cebador [10 mM],
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0,2 pL de sonda marcada con FAM [10 mM], 1 pL de templado y 8 pL de agua libre
de nucleasas hasta completar un volumen final de 20 uL. La mezcla de reaccion para
la deteccion del gen 16S ARNr de Ruminococcus spp., fue similar, salvo que se empled
0,6 pL de cada cebador [10 mM] y 0,2 pL de sonda marcada con HEX [10 mM]. Las
condiciones de ciclado para ambas reacciones fue la misma, 95°C por 30 segundos de
desnaturalizacion inicial, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1
minuto.
Se emplearon los valores del umbral de ciclo (Ct) obtenidos para realizar un analisis
de regresion lineal simple, graficando el promedio de los Cts de cada dilucion en el eje
y, versus el logaritmo del namero inicial de copias en el eje x. Se obtuvo el valor del
coeficiente de determinacion R? para evaluar la linealidad del ensayo, y la ecuacién de
regresion y= ax+ b, donde x corresponde al valor de la pendiente que fue utilizado para
calcular la eficiencia de la amplificacion mediante la formula E=10¢1%)-1.
3.10. Determinacion de la carga bacteriana en muestras de materia
fecal
Se realizo el ensayo de PCR en tiempo real para las muestras de concentracion
desconocida, bajo las mismas condiciones de reaccién descritas en el item anterior.
Cada muestra fue ensayada por duplicado y el promedio del valor de Ct obtenido fue
utilizado para calcular el nimero de copias aplicando la formula;
Ndmero de copias= 10[(Ct-b)/x],
donde b corresponde al valor del intercepto y x el valor de la pendiente.
El nimero de copias / uL fue normalizado a nimero de copias / ng de ADN total;

N°de copias 1ul _ N°decopias
ul 50 ng ADN total ngde ADN total

En el Anexo 6 se encuentra la tabla con los valores resultantes para cada muestra.
3.11. Preparacion de solucion fecal al 10%.

Se prepard una suspension fecal al 10% (peso/volumen) diluyendo la muestra en una

solucion de PBS [1X] y azida de sodio [0,01%] (Sigma). Se homogenizd en vortex

durante 20 minutos a 4°C y luego se separ0 la fraccion sélida por centrifugacion a

16.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se transfirio con cuidado todo el sobrenadante a un

tubo nuevo.
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3.11.1. Obtencion de clarificado proteico
Se tom0 490 pL de la solucion fecal y se transfirio a un tubo nuevo conteniendo 10 pL
de inhibidor de proteasas (50X), se homogenizd la mezcla por pipeteo y luego se
almaceno a -80°C hasta su uso.
3.12. Cuantificacion de IgA total en clarificado fecal como control de
calidad
Antes de medir los niveles de sigAaRv anti-rotavirus, se verifico que los niveles de
IgA total estén dentro de los pardmetros esperados, para descartar que los resultados
no estén influidos por una deficiencia en la produccién de IgA del individuo o por
problemas de la muestra. La cuantificacion se realizé por la técnica de inmunodifusion
radial utilizando el kit DIFFU-PLATE (Biocientifica S.A.) siguiendo los pasos
indicados por el fabricante.
Durante el ensayo las muestras de clarificado proteico fueron mantenidas en frio. Se
realiz6 una homogenizacién breve en vortex, se sembro por duplicado 5 pL de muestra
en cada pocillo del gel. Se ubicé un algoddn humedecido en el centro de la placa y se
cerrd firmemente. Se incub0 en posicion invertida en camara himeda por 72 horas a
temperatura ambiente. Se realizé la lectura una vez alcanzado el tiempo de incubacion
que esté indicado por la aparicion de un anillo de bordes netos. En todos los ensayos
se incluy6é como control una muestra de concentracién conocida. En el Anexo 7 se
encuentra la tabla con los valores obtenidos para cada muestra.
3.13. Deteccion semi-cuantitativa de anticuerpos IgA secretora anti-
rotavirus (sIigAaRv)
La determinacion de los titulos de sIgA especificos contra rotavirus se realizé mediante
un ELISA in house, siguiendo la metodologia descrita previamente (75,76), con leves
modificaciones que se describen a continuacion. Primeramente, micro-placas de 96
pocillos (Nunc) fueron sensibilizadas con la vacuna RotaTeq® (Lote T030453, Merck)
diluida 1:100 en tampdn carbonato-bicarbonato [0,1 M] (pH 9,6) e incubada a 4°C
overnight. Las placas se lavaron 3 veces con 300 pL de tampon PBS [1X] + Tween20
[0,05%] para eliminar el excedente de antigeno no unido. La placa fue incubada con
tampon de bloqueo, PBS [1X] + leche descremada [0,1%], durante 2 horas a 37°C en
estufa con COz [5%]. Luego de los lavados, se incub6 por duplicado 100 pL de
clarificado fecal (10%) en dilucion en serie (1:2, 1:4, 1:8, 1:16) durante 1 hora (37°C,
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CO2 5%). Posterior a los lavados, la placa fue incubada con IgA anti-humana
conjugada con peroxidasa (Lote N°127, Dakopatts) diluida 1:2000 en tampdn PBS
[1X]+Tween20 [0,05%] por 1 hora (37°C, CO25%). Luego de los lavados, la reaccion
fue desarrollada afiadiendo 100 pL de tetramethylbenzidine (Vircell) por 10 minutos
y luego detenida con la adicion de 50 pL de H2SO4 [LN]. La DO fue determinada a
una longitud de onda de 450 nm, con 630 nm de filtro diferencial. Todos los ensayos
incluyeron control positivo y negativo. En el Anexo 7 se encuentra la tabla con los
valores obtenidos para cada muestra.
3.13.1. Controles internos de validacion
Como control negativo se empled el diluyente de muestra (PBS [1X] + azida de sodio
[0,01%]). Como control positivo se empleo clarificado fecal de un nifio vacunado y
con resultado positivo para rotavirus, cuyo valor de absorbancia (0,850) resulto alto y
permanecio constante en sucesivas repeticiones.
3.13.2. Determinacidn del rango de diluciones a emplear

El rango de diluciones empleadas se establecio testando 11 muestras de clarificado
fecal de nifios vacunados y con resultado positivo para rotavirus, seleccionadas
aleatoriamente, las cuales fueron ensayadas por duplicado en una serie de diluciones
con base 2, hasta la dilucion 1:2048.

3.14. Determinacion del punto de corte (Cut off)
El cut off del ELISA in-house se determind a partir de ensayos sucesivos empleando
el diluyente de muestras (control negativo) por quintuplicado. Se establecié como
punto de corte el promedio de la DO + 3 desviaciones estandar.

3.15. Extraccion de ARN viral
Se tomd 400 uL de la solucién fecal al 10% descrita en el item 3.7. para la extraccién
del ARN de rotavirus por el método de silica/tiociando de guanidina, siguiendo la
metodologia previamente descrita (77).

3.16. gRT-PCR del gen NSP3 de rotavirus a mu
Se realiz6 una amplificacion de una region parcial del gen de la proteina no estructural
3 (NSP3) de rotavirus mediante gRT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa con
Transcriptasa inversa en tiempo real) al 75% del total de casos de gastroenteritis
clasificados como leves segln Vesikari que previamente resultaron negativos para

rotavirus A por inmunocromatografia.
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La reaccion fue llevada a cabo segln lo descrito previamente (78); se empleé el kit
SuperScript 111 Platinum One-Step qRT-PCR (Thermo Fischer), afiadiendo 25 pL de
tampon de reaccion [2X], 1 UL de enzima, 2 pL de cada cebador [10 uM] (Tabla 16),
1 pL de sonda marcada con FAM, 5 pL de ARN viral y agua libre de nucleasas hasta
completar 50 pL de volumen final de reaccion. Las condiciones de ciclado fueron
retro-transcripcion a 50°C por 15 minutos, desnaturalizacién inicial a 95°C por 2
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto. Fueron
incluidos controles negativos (agua de reaccion) y como control positivo ARN del
biobanco.
3.17. Caracterizacion molecular de rotavirus
Las muestras positivas por inmunocromatografia fueron sometidas a una RT-PCR
Multiple Semi-anidada, para la genotipificacion de los genes VP7 y VP4 de rotavirus.
3.17.1. Sintesis de ADN complementario
Para la desnaturalizacion del ARN de doble cadena se procedié como sigue; se prepard
un primer mix conteniendo 5 pL de mezcla de cada dNTP [2,5 mM], 2,5 pyL de
cebadores aleatorios [50 ng/pL] y 10 pL de ARN. Se incub6 por 7 minutos a 97°C y
luego inmediatamente en hielo por 5 minutos mas.
Para la retrotranscripcion, se afiadio a la mezcla 10 pL de tampdn de reaccion M-MLV
(Promega) [5X], 2,5 uL de DTT, 0,3 uL de Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega)
y agua ultra pura hasta completar un volumen final de 50 pL. La mezcla fue incubada
en un equipo termociclador a 25°C por 10 minutos, 42°C por 60 minutos y 85°C por
5 minutos. El producto fue almacenado a -40°C hasta su uso.
3.17.2. Genotipificacion del gen VP7 de rotavirus
Para la primera ronda de amplificacion del gen VVP7, se preparo la reaccion con 2,5 ul
de tampdn de reaccion (Invitrogen) [10X], 0,5 uL de MgCl2 [50 mM], 1 pL de DMSO,
0,75 pL de mezcla de cada dNTP [10 mM], 0,5 pL de cada par de cebador [10 uM],
0,3 pL de enzima Taq ADN Polimerasa (Invitrogen) [5 U/uL], 2 uL de ADNc y agua
libre de nucleasas hasta completar 25 pL de volumen final de reaccion. El protocolo
de ciclado consistio en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de
40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto y una

extension final a 72°C por 7 minutos.
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A partir del producto obtenido en la primera ronda de amplificacion se llevo a cabo
una PCR multiple hemi-anidada utilizando cebadores internos para la deteccion de los
genotipos G1, G2, G3, G4, G6, G9 y G12. Se preparoé la reaccion tomando 2 pL de
producto de la primera ronda de amplificacion, 2,5 puL de tampdn de reaccion
(Invitrogen) [10X], 2 puL MgCl2 [50 mM], 0,5 uL mezcla de cada dNTP [10 mM], 0,5
uL de cada cebador [10 uM], 0,15 pL de enzima Taqg ADN Polimerasa (Invitrogen)
[0,5 U/uL] y agua libre nucleasas hasta completar 25 pL de volumen final de reaccion.
El protocolo de ciclado consistioé en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos,
seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos y una extension final a 72°C por 7 minutos.
En cada ensayo de amplificacion se incluyeron agua ultra pura como control negativo
de reaccion y ADNc de una muestra positiva para rotavirus.

3.17.3. Genotipificacion del gen VP4 de rotavirus
Para la primera ronda de amplificacién del gen VP4, se preparo la reaccion con 2.5 ul
de tampon de reaccion (Invitrogen) [10X], 0,5 pL de MgCl, [50 mM], 1 uL de DMSO,
0,75 pL de mezcla de cada dNTP [10 mM], 0,5 uL de cada par de cebador [10 uM],
0,3 pL de enzima Taq ADN Polimerasa (Invitrogen) [0,5 U/uL], 2 uL de ADNc y agua
libre de nucleasas hasta completar 25 pL de volumen final de reaccién. El protocolo
de ciclado fue el mismo utilizado para la primera ronda de amplificacion de VP7.
A partir del producto obtenido en la primera ronda de amplificacién se llevo a cabo
una PCR multiplex hemi-anidada utilizando cebadores internos para la deteccion de
los genotipos P4, P6, P8 y P9. Se prepard la reaccién tomando 2 pL de producto de
VP4, 2,5 pL de tampon de reaccién (Invitrogen) [10X], 2 uL MgCl, [50 mM], 0,5 pL
mezcla de cada dNTP [10 mM], 0,5 pL de cada cebador [10 uM], 0,15 pL de enzima
Tagq ADN Polimerasa (Invitrogen) [0,5 U/uL] y agua libre nucleasas hasta completar
25 pL de volumen final. El protocolo de ciclado consistié en una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 42°C por
30 segundos, 72°C por 30 segundos y una extensién final a 72°C por 7 minutos.
En cada ensayo de amplificacion se utilizo como control positivo una muestra de
Biobanco y como control negativo agua ultra pura.

Los cebadores empleados se describen en las Tabla 17 y 18 del Anexo 8.
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3.17.4. Electroforesis y visualizacion de fragmentos esperados

Todos los productos obtenidos para los genes VP7 y VP4 fueron analizados mediante
una corrida electroforética. Se sembraron 7 uL de producto de PCR de la primera ronda
de amplificacion mezclado con 2 pL de loading buffer y se corrié en un gel de agarosa
al 1% en tampon TAE [1X], durante 30 minutos a 100 voltios constantes.
Los productos de la segunda ronda se corrieron en un gel de agarosa al 2% en tampon
TAE [1X], durante 45 minutos a 100 voltios constantes.
Se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb runSAFE (Cleaver Scientific) para
la comparacion de tamafios de los amplicones obtenidos. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados en un trans-iluminador de luz UV.
Para confirmar los genotipos obtenidos por PCR, los productos de la primera ronda de
amplificacion de los genes VP7 y VP4 fueron purificados desde el gel de agarosa
siguiendo las indicaciones del kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), y enviados a la empresa Macrogen para su secuenciacion (Tabla 19).

3.18. Anélisis estadisticos
Los datos obtenidos fueron ingresados en una gran base de datos utilizando planillas
del programa Excel (Microsof). Los andlisis y sus graficos se realizaron mediante el
programa Prism (GraphPad V8.0.1); el test de Chi cuadrado se utiliz6 para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre grupos en base a variables
cualitativas; las variables cuantitativas fueron analizadas aplicando el test de Mann-
Whitney o Kruskall Wallis segun correspondiera. La diferencias fueron declaradas
significancias a valores p< 0,05.
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4.1. Caracteristicas socio-demograficas de la poblacion en estudio
Fueron colectadas un total de 354 muestras diarreicas de pacientes pediatricos, de las
cuales 183 fueron excluidas; 35 por estar por encima del rango etario establecido o
carecer de ficha, 71 que habian declarado estar consumiendo antibiético en el
momento de la aplicacién de la encuesta, 77 que abandonaron el estudio y por lo tanto
no completaron el seguimiento (Figura 4). De 171 pacientes elegibles, 50 (29%)
fueron positivos para infeccion por rotavirus tanto por test inmunocromatografico y

como por RT-PCR convencional (Figura 5).

Julio - Noviembre 2019.
Asuncién y Caaguazii.

EEE ‘ 354 Muestras colectadas I

Excluidos

- Fuera de :I"anga etario, sin g L — : L.
ficha (19%). i
l-(‘;%cfgsumiendo antibidgtico 183 Elegibles

).
- Datos incompletos (42%). . Test

Figura 4. Esquema de reclutamiento y filtro de muestras para el estudio. En rojo
se observan las muestras que cumplen las sucesivas etapas de clasificacion, en blanco
se muestran las muestras eliminadas. POS: positivo; NEG: negativo.
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HEl Positivo

71% Negativo

N=171

Figura 5. Tasa de deteccion de casos de gastroenteritis por rotavirus. Proporcion
de muestras de rotavirus positivas para RVA por RT-PCR. La proporcién del 29%
(n=50) es relativa al total de las muestras colectadas que pasaron el filtro de
clasificacion (N=171)

Para caracterizar a la poblacidn, se describi6 brevemente las principales caracteristicas
socio-demografica de los 50 pacientes incluidos en el presente estudio: el 54% result6
ser del sexo masculino y el 46% del sexo femenino, con una mediana de edad de 27,5
meses RIQ [16,75-48,25]. El 58% de las muestras correspondian a Asuncién y 42% al
departamento de Caaguazl. EI 92% de los pacientes fueron de la etnia latina y el 8%
restante de otra etnia. El 96% de los pacientes habian recibido lactancia materna, con
una mediana de duracion de 12 meses RIQ [7-24]. Con respecto a la gestacion, 86%
de los mismos fueron de término completo y 14% de término temprano; no se pudo
determinar el dato de ésta variable en un paciente. El tipo de parto predominante fue
la cesarea con un 64%, y 36% de los pacientes habian nacido por parto normal; no se
pudo obtener el dato de ésta variable en tres pacientes. En cuanto al dia de sintomas
en la que fue realizada la toma de muestra, se observd que la colecta fue
mayoritariamente entre el dia 2 y 3 de sintomas. Como se observa en la Tabla 4, no
se detectaron diferencias significativas entre los casos de GEA y el grupo control. Se
registré una mayor proporcion de casos positivos de GEA por rotavirus en pacientes
con edad >24 meses (60%), aunque sin significancia estadistica (Figura S1, Anexo
1).
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Tabla 4. Caracteristicas socio-demograficas de casos positivos de GEA y controles

Casos de GEA Controles

(N=50) (N=13) ~ P-valor’
Promedio de dia sintoma en que 2.7 N/A
fue colectada la muestra
Edad (en meses) 27,5 [16,75-48,25] 18[9,5-32] 0,09
Sexo
Masculino 54% 54% >0,99
Femenino 46% 46%
Procedencia 0,12
Capital 58% 31%
Caaguazu 42% 69%
Etnia 0,57
Latina 92% 100%
Otra 8% 0%
Lactancia Materna 0,27
Si 94% 85%
Tiempo de lactancia materna 12 [7-24] 9,5 [6-17,25] 0,40
(en meses)
Gestacion de término® >0,99
Si 86% 85%
No 14% 15%
Tipo de parto°® 0,08
Normal 36% 8%
Cesarea 64% 92%

Datos continuos informados en término de Mediana [RIQ]
Datos nominales informados en términos de porcentaje.

3para el analisis de variables cualitativas se empled el test de Chi cuadrado; para el anélisis de variables
cuantitativas el test de Mann-Wihtney.

b Un dato no determinado; ©Tres datos no determinados.
N/A, No Aplica ; GEA, Gastroenteritis aguda; RV, rotavirus
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Debido a que el muestreo fue realizado en dos poblaciones geograficamente distantes,
también se analizaron las caracteristicas socio-demografica segun la procedencia de
los casos de GEA, con el fin de detectar alguna diferencia poblacional que pudiera
interferir en los anélisis. Se observd una mayor proporcion de nifios nacidos por
cesarea. En el departamento de CaaguazU esta diferencia fue significativa. Existen
reportes en la literatura que describen que la composicion de la microbiota intestinal
puede diferir de acuerdo al tipo de parto; los individuos nacidos por via vaginal
presentan un perfil microbiano similar a la microbiota vaginal de la madre, con
Bifidobacterias y Lactobacilos como comensales caracteristicos, mientras que
Estafilococos y Estreptococos son propios de los nacidos por cesarea que adquieren
una microbiota derivada de la piel de la madre y del ambiente hospitalario, ademas es
menos diversa y se los asocia a un mayor riesgo de padecer trastornos inmunitarios
durante la infancia (79,80). Con respecto a Ruminococcus spp., no existen datos en la
literatura que asocien especificamente su abundancia con el tipo de parto (81). En éste
estudio los niveles de bacterias totales y Ruminococcus spp., no difirieron entre nifios
nacidos por cesarea y los nacidos por parto vaginal (Figura S2 A-B, Anexo 1). Las
demés variables analizadas no mostraron diferencias significativas entre ambas
localidades (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas socio-demograficas segun procedencia de casos positivos
de GEA por rotavirus (N=50)

Asuncion Caaguazu p-valor2
(N=29) (N=21)

Promedio de dia de sintoma de 2.6 2.0 0,22
muestreo
Edad (en meses) 29 [17-44,5] 26 [14-53] 0,82
Sexo >0,99
Masculino 55% 52%
Femenino 45% 48%
Etnia >0,99
Latina 93% 90%
Otra % 10%
Lactancia materna 97% 90% 0,57
Tiempo de lactancia materna 14,5 [7,25-24] 11 [6-19] 0.45
(en meses)
Gestacion de término® 0,68
Completo 83% 90%
Incompleto 17% 10%
Tipo de parto© 0,04
Normal 45% 22%
Cesarea 55% 78%

Datos continuos informados en término de Mediana [RIQ].

Datos nominales informados en términos de porcentaje.

2 Para el analisis de variables cualitativas se emple6 el test de Chi cuadrado; para el analisis de variab
cuantitativas el test de Mann-Wihtney.

b Un dato no determinado; © Tres datos no determinados.
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Para responder al primer objetivo, se aplicé el sistema de puntuacion de Vesikari a los
50 casos de GEA positivos para rotavirus, detectandose un 12% de casos leves, 48%
de moderados y 40% de casos severos (Figura 6). El analisis entre los grupos de
severidad de la GEA no arrojo diferencias significativas para ninguna variable
sociodemogréfica evaluada, si bien se puede mencionar una tendencia, ya que el 83%
de casos leves provienen del departamento de Caaguazu (Tabla 6). Como
complemento a estos analisis, se evalud la frecuencia en la presentacion clinica de los
sintomas de GEA. Como se observa en la Figura 7, la diarrea estuvo presente en el
100% de los casos. La combinacion de sintomas mas frecuente fue diarrea, vomito y
fiebre (58%), seguida de la combinacion de diarrea y vomito (36%).

100
80—
60—

404

Proporcion (%)

20+

0 T
Leve Moderado  Severo

Figura 6. Proporcion de casos segun severidad de la GEA aplicando la escala de
Vesikari. La clasificacion esta basada en el puntaje final obtenido al sumar cada
parametro evaluado. Un puntaje <7 corresponde a casos leves, 7-10 a moderados y
>11 casos severos. Leve (n=6); Moderado (n=24); Severo (n=20).
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Tabla 6. Caracteristicas socio-demograficas segun severidad de la GEA (N=50)

Leve Moderado Severo

(n=6) (n=24) (n=20) p-valor®
Promedio de dia sintoma en que 3 25 2.9 0,52
fue colectada la muestra
Edad (meses) 13[20-46,3] 17,25[29-48,8] 11,75 [28-50,5] 0,66
Sexo 0,79
Masculino 50% 50% 60%
Femenino 50% 50% 40%
Procedencia 0,08
Asuncion 17% 67% 60%
Caaguazl 83% 33% 40%
Etnia 0,31
Latina 100% 96% 85%
Otra 0% 4% 15%
Lactancia materna 100% 96% 90% 0,58
Tiempo de lactancia materna
(meses) 10,5 [7,5-31,5] 15 [7-24] 12 [6-20,3] 0,89
Gestacion de término® 0,62
Completo 100% 83% 85%
Incompleto 0% 17% 15%
Tipo de parto® 0,89
Normal 25% 38% 37%
Cesérea 75% 63% 63%

Datos continuos informados en término de Mediana [RIQ].
Datos nominales informados en términos de porcentaje.

2 Para el andlisis de diferencias entre los grupos de las variables cualitativas se empled el test de Chi cuadrado; para
el analisis de variables cuantitativas el test de Mann-Wihtney.

b Un dato no determinado; © Tres datos no determinados.
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Fiebre

Figura 7. Presentacion clinica de sintomas de GEA evaluados en la escala de
Vesikari. Los circulos superpuestos representan la proporcion de nifios con GEA que
desarrollaron 2 o 3 sintomas de forma combinada. ElI 58% de los casos desarrolld
diarrea, vomito y fiebre; seguido del 36% que desarrollo diarrea y vomito.

Siguiendo con éste analisis y teniendo en cuenta la dificultad de ciertos parametros
empleados para evaluar la severidad de la GEA, se evaluo el impacto de cada uno de
los ellos en la puntuacion final de Vesikari mediante un analisis de correlacion.
Como se observa en la Figura 8A, la duracién de la diarrea se correlacion6
significativamente con la severidad, ya que el maximo puntaje asignado para éste
parametro (puntaje 3) estuvo mayormente presente en casos cuyo score de Vesikari
fueron los mas altos y por lo tanto clasificados como severos, es decir, los cuadros de
diarrea mas prolongados (>6 dias) fueron caracteristicos de casos con una puntuacion
>11 (severo). Sin embargo, el nimero de episodios de diarrea por dia no resulté tener
un impacto significativo en la severidad y tal como se observa en la Figura 8B un
menor 0 mayor nimero de eventos por dia no se asocié significativamente a ningun
grado de severidad. Con respecto al sintoma de vomito se observé un comportamiento
similar, resultando en una correlacion significativa solo para la duracién del sintoma
y la severidad de la GEA, no asi para el nimero maximo de episodios por dia (Figura
9). Por otro lado, el maximo puntaje posible para el tipo de tratamiento recibido y la
temperatura maxima registrada se correlacionaron significativamente con la severidad
de la GEA (Figura 10).
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Figura 8. Correlacion de Spearman entre el sintoma de diarreay la severidad de
la GEA segun Vesikari. A) Se observo correlacion entre la duracion de la diarrea y
la severidad (puntaje 1= 1-4 dias; puntaje 2= 5 dias; puntaje 3= >6 dias). B) No se
observo correlacion entre el nimero maximo de episodios de diarrea y la severidad
(puntaje 1= 1-3 ep; puntaje 2= 4-5 ep; puntaje 3= >6 ep). Las lineas continuas rojas
corresponden al punto de corte para cada grupo de severidad segun la escala de
Vesikari, <7 = leve, 7-10 = moderado, >11 severo.
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Figura 9. Correlacion de Spearman entre el sintoma de vémito y la severidad de
la GEA segun Vesikari. A) Se observo correlacion entre la duracién del vomito y la
severidad (puntaje 1= 1 dia; puntaje 2= 2 dias; puntaje 3= >3 dias). B) No se observo
correlacion entre el nimero maximo de episodios de vomito y la severidad (puntaje 1=
1 ep; puntaje 2= 2 ep; puntaje 3= 3 ep). Las lineas continuas rojas corresponden al
punto de corte para cada grupo de severidad segln la escala de Vesikari, <7 = leve, 7-
10 = moderado, >11 severo.



Z

Puntuacion Vesikari

60

B)
20— p=0,0495 20M p=0,0025
r=0,3166 — r=0,5230
° = °
15— ° o T 15— ° °
[ J 'g [
° o < ° o
lo_-------r------. ClO_ ------- . ------ : ------ 4
° e © ° °
[ Q [ J
> o> o> ®» o> > > P o o> oo o - g ------- - m~rrcccccccce=
5= ° c  5-
>
o
0 1 1 0 T 1
0 1 2 0 1 2
Puntaje de Tratamiento Puntaje de Temperatura maxima

Figura 10. Correlacién de Spearman entre tipo de tratamiento, temperatura
maxima registrada y la severidad de la GEA segun Vesikari. A) Se observd
correlacion entre el tipo de tratamiento recibido y la severidad (puntaje 1=
rehidratacion via oral; puntaje 2= rehidratacion via intravenosa). B) Se observd
correlacion entre la temperatura corporal maxima registrada y la severidad (puntaje 1=
37,1-38,4 °C; puntaje 2=38,5-38,9 °C; puntaje 3=>39,0 °C). Las lineas continuas rojas
corresponden al punto de corte para cada grupo de severidad segun la escala de
Vesikari, <7 = leve, 7-10 = moderado, >11 severo.

4.2. PCR en tiempo real para cuantificacion de carga bacteriana
4.2.1. Control de calidad de ADN plasmidico y verificacion de insertos
clonados

En las Figuras S3 A-B (Anexo 1) se muestran los resultados de la electroforesis en
gel de agarosa al 1% del ADN plasmidico purificado (sin digerir) de colonias
transformadas con el vector pJET/1.2 blunt que fueron seleccionadas. La Figura S3A
corresponde a clones de Ruminococcus spp., ¥ la Figura S3B a clones de Bacterias
totales.

La Figuras 11 corresponde al resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 2% de
los productos amplificados a partir de los clones obtenidos. Los patrones de bandeo
obtenidos corresponde a los tamafios esperados de 157 pares de bases (pb) para

Ruminococcus spp., y 466 pb para Bacterias totales.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplificacion
de clones obtenidos. Carril 1-10) Clones 16S Ruminococcus spp. Carril 11) Marcador
de peso molecular (100 pb), Carril 12-14) Clones 16S Bacterias totales.

4.2.2. Determinacion del nimero de copias de plasmidos control
En la Tabla 7 se muestran los valores de lectura por espectrofotometria de la
concentracion de ADN plasmidico de los clones seleccionados para la generacion de
la curva estandar. A partir de los datos de concentracidn, se determiné la cantidad de
copias del inserto aplicando la formula descrita en el item 3.8.7.

Tabla 7. Lectura de absorbancia de ADN plasmidico purificado (por duplicado)
y determinacién del nimero de copias

Concentracion de Ndmero de
Muestra ADN Relacion 260/280 Relacion 260/230  copias de ADN
[ng/pL] inserto/pL
Xi X> X X X2 X Xu X> X
Clon1l
16S Bacterias 60,45 61,98 61,22 2,02 199 201 067 0,74 0,71 1,22E+11
totales
Clon 6
16S 2,39E+11

RUMINOCOCCUS 42,04 38,80 40,42 184 188 186 166 176 171

spp.
Xa1: primera lectura; X2: segunda lectura; X: promedio entre réplicas

4.2.3. Generacion de curva estandar del gen 16S Bacterias totales
En las Tablas 8 y 9 se detallan las diluciones de ADN plasmidico empleadas en el
ensayo de PCR en tiempo real, con sus respectivos valores promedios de Ct obtenidos
en cada reaccion. La curva estandar para cada ensayo se representd graficando el
logaritmo en base 10 del nimero de copias frente al valor del umbral de ciclo Figuras
12 y 13. Los valores de eficiencia (E), coeficiente de determinacion (R?) y valor de la
pendiente obtenidos para ambas reacciones estuvieron dentro del rango aceptable.
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Tabla 8. Diluciones de ADN plasmidico empleadas para generacion de curva
estandar del gen 16S ARNr Bacterias totales

NuUmero de copias

Dilucién de ADN insertaul ty Ct, Ct(X) log [copias DNA/uL]
101 1,22E+10 15,72 15,59 15,66 10
10? 1,22E+9 19,42 19,15 19,29 9
103 1,22E+8 23,27 23,09 23,18 8
10+ 1,22E+7 2735 27,47 27,41 7
10° 1,22E+6 31,22 30,75 30,99 6
10® 1,22E+5 32,83 32,73 32,78 5

Ct;- valor de umbral de ciclo; Ct,: valor de umbral de ciclo de réplica; Ct (X): promedio entre réplicas

Umbral de ciclo (Ct)

40—

30

20

104

16S Bacterias totales

E=90,6%
R?=0.990
pendiente=-3,570
intercepto= 51,967

1 1
4 6

log [copias DNA/uL]
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Figura 12. Curva estandar 16S ARNr dominio Bacteria. Regresion lineal de
valores promediados de Ct de la serie de diluciones (10" a 10°) de ADN plasmidico
correspondiente al clon de Bacterias totales. E: Eficiencia de la reaccion; R
coeficiente de determinacion.
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Tabla 9. Diluciones de ADN plasmidico empleadas para generacion de curva
estandar del gen 16S ARNr Ruminococcus spp.

Ndmero de _
Dilucién copias de ADN  Cu Ct: Ct(X) log [copias DNA/pL]

inserto/uL

1072 2,39E+09 1281 12,65 12,73 9

103 2,39E+08 16,41 16,16 16,29 8

10* 2,39E+07 18,46 18,32 18,39 7

10° 2,39E+06 22,52 23,33 22,93 6

10® 2,39E+05 26,88 26,69 26,79 5

107 2,39E+04 29,27 28,87 29,07 4

108 2,39E+03 34,31 34,45 34,38 3

Cty. valor de umbral de ciclo; Ct,: valor de umbral de ciclo de réplica; Ct (X): promedio entre réplicas

16S Ruminococcus spp

40
E=91,9%
5 R?=0,991
~C—; 30 pendiente=-3,533
S intercepto= 45,471
'S
g 20
©
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E 10_
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log [copias DNA/uL]

Figura 13. Curva estdndar 16S ARNr Ruminococcus spp. Regresion lineal de
valores promediados de Ct de diluciones en serie (102 a 10®) de ADN plasmidico
correspondiente al clon de Ruminococcus spp. E: Eficiencia de la reaccion; R?:
coeficiente de determinacion.

4.2.4. Cuantificacion de la carga bacteriana por PCR en tiempo real en
muestras de materia fecal
La curva estandar fue utilizada para determinar el nUmero de copias de bacterias totales
y de Ruminococcus spp., mediante interpolacion de los valores de Ct promedios que
se obtuvieron para cada muestra problema. El valor de la carga bacteriana fue
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normalizado a copias/ng de ADN total mediante el factor de conversion descrito en
el item 3.10. (Tabla 12 y 13 del Anexo 6).
4.2.5. Comparacion de la carga de Bacterias totales y Ruminococcus
spp., entre grupo de casos y controles sanos

Se compard la carga de bacterias totales entre los casos de GEA positivos para
rotavirus y el grupo control, sin observarse diferencias significativas (Figura 14). Al
extender el mismo analisis entre el grupo control y los grupos segun severidad de la
GEA tampoco se encontro diferencias significativas (Figura S4, Anexo 1). Con el fin
de evaluar la posible influencia del nimero de deposiciones en la carga microbiana,
también se compar6 la carga de bacterias totales de acuerdo al nimero méximo de
deposiciones, sin encontrar diferencias significativas (Figura S5, Anexo 1).

La carga de Ruminococcus spp., tampoco arrojo diferencias significativas entre

controles y casos de RVA positivos (Figura 15).

1.5%107 0>0,05

1x1074 —_

5x105+

copias de 16S / ng de ADN total

I
Casos RV(+) Control

Figura 14. Comparacion de niveles de Bacterias totales entre el grupo de GEA
positivos para rotavirus y el grupo control. Carga bacteriana normalizada y
expresada como copias/ng de ADN total. Empleando el test de Mann-Withney para la
comparacion entre grupos; no se observé diferencias significativas (p=0,8361). Casos
RV (n=50); Control (n=13).
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Figura 15. Comparacion de niveles de Ruminococcus spp., entre el grupo de casos
de GEA positivos para rotavirus y el grupo control. Carga bacteriana normalizada
y expresada como copias/ng de ADN total. Empleando el test de Mann-Withney para
la comparacion entre grupos; no se observo diferencias significativas (p=0,5214).
Casos RV (n=50); Control (n=13).

4.2.6. Comparacion de la carga de Ruminococcus spp., segun la
severidad de la GEA
El andlisis entre grupos segun la severidad de la GEA arrojo diferencia significativa
(p=0,0331) entre los casos leves que se asociaron a una mayor carga de Ruminococcus

spp., Y los casos severos que en cambio presentaron los niveles méas bajos (Figura 16).
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Figura 16. Comparacidn de niveles de Ruminococcus spp., segun la severidad de
la GEA. Carga bacteriana normalizada y expresada como copias/ng de ADN total.
Empleando el test de Kruskall-Wallis para la comparacién entre grupos, se observé
diferencias significativas entre el grupo leve y severo (p=0,0331). Leve (n=6),
Moderado (n=24), Severo (n=20).
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4.3. Determinacion de niveles de IgA anti-rotavirus
4.3.1. Cuantificacion de IgA total en clarificado fecal por
inmunodifusion radial
Se evaluaron los niveles de IgA total como un indicador de calidad de las muestras de
clarificado proteico, obteniéndose un valor de mediana de 33,00 mg/dL, RIQ [13,00-
64.50]; 9 muestras presentaron niveles de IgA total inferior al limite de deteccion de
la técnica empleada (Figura S6, Anexo 1).
4.3.2. Determinacion semi-cuantitativa de titulos de sigAaRv en
muestras de GEA positivos para rotavirus mediante ELISA
El punto de corte se calcul6 a partir de los valores obtenidos en ensayos con el control
negativo, sumando el promedio de la DO (0,06) + 3 desviaciones estandar (0,01) se
tuvo como resultado 0,09. Por tanto, se consideraron como positivas muestras con una
DO superior a 0,1 (Figura 17).

IgA secretora anti rotavirus
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Figura 17. Determinacion del punto de corte para ELISA semi-cuantitativo de
IgAoRYV. Se utilizo el valor promedio de la DO de controles negativos mas 3
desviaciones estandar para establecer el punto de corte. Muestras con valores de DO
> (0,100 se consideraron positivas para anticuerpos especificos contra rotavirus; valores
de DO < 0,100 se consideraron negativos.

Para la determinacion semi-cuantitativa de los titulos de IgA secretora anti rotavirus
se considerd la dilucién mas alta que aun diera sefial por encima del punto de corte. Se
observo que 1:64 corresponde a la tltima dilucion donde ain se desarrollé sefial por

encima de 0,1 (Figura 18).
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Figura 18. Prueba para determinacion de rango de dilucién a emplear en ELISA
para IgAaRYV. El 90% de las muestras testadas desarrollaron sefial por encima del
punto de corte (0,100) hasta la dilucion 1:64. Los valores sefialados corresponden al
promedio de la prueba por duplicado de cada muestra.

4.3.3. Comparacion de titulos de slgAaRv fecal seguin la severidad de la
GEA

Al analizar la distribucidn de los niveles de slgA por dentro de cada nivel de severidad
segun Vesikari, se observé que el 67% de los casos leves tenian titulos por encima de
32, mientras que el 60% de los casos severos tenia titulos por debajo de 16, mostrando
una leve tendencia a que los casos leves se asocien con mayores titulos y viceversa.
Por el contrario la mayor cantidad de negativos se dio en el grupo leve y la menor
cantidad en el grupo severo, por lo que la tendencia no es clara (Tabla 10). Al
comparar los valores totales de sigAaRv en cada nivel de severidad de la GEA, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 19).

Tabla 10. Proporcion (%) de titulos de sIgAaRyv segiin severidad de Vesikari

Leve Moderado Severo

Titulo (n=6) (n=23) (n=20)
64 16,7 21,7 20,0
32 50,0 21,7 15,0
16 0,0 17,4 10,0
<16 16,7 26,1 50,0

Negativo 16,7 13,0 5,0
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Figura 19. Titulos de sIgAaRv segun severidad de la GEA. Empleando el test de
Kruskall-Wallis para la comparacién entre grupos, no se observd diferencias significativas
(p=0,7381). Titulo de la muestra considerando el reciproco de la dilucion de clarificado fecal
mas alto con DO> 0,100. Leve (n=6), Moderado (n=23), Severo (n=20).

4.3.4. Correlacion entre los titulos de sigAaRv y niveles de
Ruminococcus spp.
De manera a evaluar una potencial correlacion entre los niveles de Ruminococcus spp.,
y los titulos de sIgAaRv fecal, se realiz6 un analisis de correlacion de Spearman. No
se detecto correlacion significativa (Figura S7, Anexo 1).
4.4. gRT-PCR de casos leves previamente negativos para rotavirus A por
test inmunocromatografico
Tal como se observa en la Figura S8 (Anexo 1), las 15 muestras testadas por gRT-
PCR no mostraron sefial de amplificacion para el gen NSP3, con lo cual se descart6
que los casos de GEA leves y con resultado negativo para rotavirus A por test

inmunocromatografico, se tratasen de casos falsos negativos.

4.5. Caracterizacion molecular de rotavirus por PCR convencional
Se realizd la caracterizacion molecular de las cepas de rotavirus infectantes, para
posteriormente evaluar su posible relacién con la severidad de la GEA. Se logro la
amplificacion del gen VP4 en las 50 muestras (100%) analizadas, mientras que la
determinacion del G-tipo fue posible en 44 (88%) de las mismas. La combinacion de
genotipo G6P[8] fue predominante, siendo detectado en 28 muestras (56%), 13 casos
(26%) de GEA fueron causados por el genotipo G3P[8], en menor proporcion por

G12P[6], detectado solo en 2 muestras (4%), y 1 caso (2%) de infeccién mixta con
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G6/G3P[8] (Figura 20). La Figura 21 muestra la frecuencia de genotipos segun la
severidad de la GEA, se puede observar una tendencia similar en la distribucion de

G3P[8] y G6P[8] en los grupos moderado y severo. Casos de co-infeccion y deteccidn
de G12P[6] solo se observo en el grupo severo.

2%

G6P[8]
G3P[8]
G12P[6]
GxP[8]
Mixta

Total=50

Figura 20. Distribucién de genotipos de rotavirus detectados. 96% de las cepas de
rotavirus detectadas corresponden al genotipo P[8], siendo la combinacion G6P[8] la
mas frecuente (56%). Mixta: co-infeccion con G3/G6 P[8].
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Figura 21. Distribucion de genotipos de rotavirus detectados segun severidad de
la GEA. La frecuencia de los genotipos G6P[8] y G3P[8] fue similar en los grupos

moderado y severo. Casos de co-infeccion y deteccion de G12P[6] solo se observé en
el grupo severo.
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4.5.1. Comparacion de la carga de Ruminococcus spp., segun genotipo
de rotavirus infectante

Los casos de GEA fueron agrupados de acuerdo al genotipo de rotavirus infectante
para evaluar la variacion en los niveles de Ruminococcus spp., sin embargo no se
encontro diferencias significativas (Figura S9, Anexo 1).



5. DISCUSION
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La introduccidn de las vacunas contra rotavirus a los programas de inmunizacion a
nivel mundial ha sido clave para la reduccion de la morbilidad y mortalidad de la
enfermedad, sin embargo, los analisis en la era post-vacunal han evidenciado la
existencia de diferencias en el nivel de proteccion entre paises desarrollados y aquellos
en via de desarrollo. La influencia de la microbiota intestinal durante las infecciones
virales ha venido siendo estudiada en los ultimos afios como posible factor involucrado
en la regulacién de la respuesta inmune del hospedero, y ya se han identificado a
determinadas bacterias con potencial de inhibir la infeccion, o por el contrario
potenciarla (43,82). Hallazgos previos con Ruminococcus spp., un género bacteriano
constituyente normal de la microbiota humana y con funciones benéficas para el
hospedero, han sugerido su posible rol protector durante las infecciones por rotavirus
(26,66). Con el objetivo de aportar evidencia de la relevancia de las interacciones de
rotavirus y bacterias comensales “en la vida real”, el presente trabajo realizd por
primera vez en Paraguay un estudio de la proporcidn de los niveles de severidad de la
gastroenteritis por rotavirus en una poblacion de nifios vacunados, creando un registro
con los datos clinicos y demograficos.

En cuanto a la distribucion de la severidad de los casos de GEA segun Vesikari, los
casos se repartieron mayormente entre moderado (48%) y severo (40%), mientras que
los leves representaron solo el 12% del total. La baja proporcién de casos leves podria
deberse a que corresponden a cuadros que logran una resolucion rapida de la infeccidn
que no llegan a requerir de atencion médica. La presencia de diarrea acuosa fue la
presentacion clinica presente en el 100% de los casos acompafada el 94% de las veces
de vémito. Sin embargo dentro del esquema de evaluacion de Vesikari, el nimero de
eventos/dia no fue un parametro de peso en la asignacion del nivel de severidad. Por
el contrario, los valores referentes a la duracion de los sintomas influyeron
significativamente en la definicion de la severidad. En concordancia con estos datos,
la necesidad de una terapia para tratar la deshidratacion también se correlaciond
significativamente con la gravedad de la GEA, especialmente con respecto a los casos
que requirieron de rehidratacion por via intravenosa. Aunque la correlacion entre la
gravedad de la GEA y el desarrollo de una mayor temperatura corporal resulto
significativa, se debe mencionar la dificultad para la evaluacién de este parametro

debido a que en algunos casos la temperatura no fue registrada con un termémetro,
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sino como un dato referido por parte del tutor o encargado mediante el tacto directo
con el paciente. Previamente ya se ha discutido la dificultad para validar éste parametro
debido a la obtencion de datos poco precisos (83). La evaluacion de las caracteristicas
que definen un caso de diarrea relacionada a rotavirus, asi como los pardmetros para
cuantificar su severidad estdn en re-evaluacion en el periodo post-vacunal (16).
Simplificar esos parametros para poder obtener datos comparables es lo recomendado.
Segun lo observado en este trabajo podriamos sugerir que la necesidad de terapia
intravenosa, que necesariamente es administrada en un centro de salud por un
profesional, podria considerarse como un indicador indirecto de la severidad de la
GEA.

La determinacién de la carga bacteriana se realizd por el método de PCR en tiempo
real. Las muestras fueron colectadas mayormente entre el dia 2 y 3 de sintomas para
todos los grupos de severidad, asegurando que los andlisis no se vieran influenciados
por variaciones en la carga microbiana debido al dia de sintomas de la infeccién en la
que fueron colectadas las muestras. La reaccion para bacterias totales y la dirigida a
Ruminococcus spp., mostraron valores de eficiencia por encima del 90%,
correspondiente a los valores recomendados para validar la técnica. La PCR en tiempo
real, es un método bastante empleado para la determinacion de carga bacteriana o viral,
resultando rentable y accesible en comparacion con otras metodologias (84). Una
alternativa a la cuantificacion por PCR en tiempo real, es a través de la PCR digital
(dPCR), otra variante de la PCR que permite una cuantificacion absoluta del nimero
de copias sin necesidad del uso de estandares externos. Otras ventajas de la dPCR
sobre la PCR en tiempo real es que es menos sensible a la presencia de inhibidores en
las muestras, presenta menor limite de deteccidn y un rango de deteccion mas amplio,
y reduce el ruido de fondo en el control negativo. Como desventaja, requiere de un
equipamiento y de reactivos costosos, resulta un poco méas laboriosa, con un mayor
tiempo de procesamiento y muestras con alta concentracion de material genético
requieren ser diluidas (85,86). Sin embargo, estudios comparativos han demostrado
una buena correlacion entre los resultados obtenidos por dPCR y PCR en tiempo real,
en los cuales el niUmero de copias obtenidos por ambas técnicas son similares (87,88).
Con respecto a la carga de Ruminococcus spp, no se observaron diferencias entre los

casos de GEA vy el grupo control. Algunos factores que afectan la carga de
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Ruminococcus spp., son el tipo de dieta y el consumo de antibidticos (89,90). En éste
estudio no se ha evaluado el tipo de dieta, pero si el consumo de antibidticos, y se han
excluido pacientes que hayan estado consumiendo antibidticos poco antes o durante la
ejecucion del estudio. Otro factor que también podria influir en la carga bacteriana es
la edad, y en éste sentido se debe mencionar que debido a las restricciones por la pandemia
del COVID-19, se tuvo dificultad en la obtencidn de muestras para el grupo de controles sanos.
El rango etario de los controles estuvo compuesto mayormente por nifios menores de 24 meses,
lo cual pudo haber influido en los andlisis versus al grupo de casos de RVA positivos que
incluyd un rango de 4-72 meses.

Al analizar los niveles de Ruminococcus spp., de acuerdo a la severidad de la GEA, se
observo una correlacion negativa entre el nivel de Ruminococcus y la severidad; es
decir, segun nuestros resultados los individuos que resolvieron mas rapido el cuadro
de GEA (leves) presentaron mayor carga de Ruminococcus spp., mientras que los casos
que se caracterizaron por una duracién mas prolongada de los sintomas (Severos)
mostraron niveles bajos de Ruminococcus spp. Este resultado va en concordancia con
lo propuesto previamente acerca de su posible rol protectivo durante infecciones por
rotavirus. Este rol protectivo fue propuesto en base a la correlacion negativa de los
niveles de Ruminococcus spp., y los titulos menores de sIgA, lo que sugeria una menor
susceptibilidad a la infeccion por RVA (26). Esto fue reforzado mediante el analisis
de interaccidn entre la particula viral y estas bacterias (66). El posible papel protector
de Ruminococcus spp., no implicaria neutralizacion de la infeccién, de hecho las
muestras analizadas corresponden a infecciones activas por RVA.

En base a los resultados in vitro que han demostrado la capacidad diferencial de
Ruminococcus spp., de unirse a rotavirus y reducir la infectividad (66), se ha propuesto
como mecanismo de inhibicion la interaccion directa de Ruminococcus spp., con la
particula viral, interfiriendo con la unién a los receptores celulares. Al igual que
Ruminococcus spp., otras bacterias también utilizan un mecanismo similar, como
Bifidobacterium thermophilum RBL67, que exhibe una elevada capacidad para
adherirse a lineas celulares intestinales e inhibir la union de rotavirus. Ademas, los
ensayos in vivo con ratones lactantes que recibieron B. thermophilum RBL67 como
terapia probidtica, mostraron un mejor prondstico de la infeccion, a través de la
disminucion en la duracion de la diarrea, menor lesion epitelial y reduccion de la

replicacion viral (91). Cepas probidticas como Escherichia coli Nissle (ECN) y
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Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) también son conocidas por exhibir proteccion
contra la infeccion por rotavirus y norovirus mediante union directa a la particula viral,
contribuyendo a una duracion media mas corta del shedding viral y de la diarrea
(63,92). Este tipo de mecanismo no es exclusivo de virus entéricos, por ejemplo se ha
reportado que Enterococcus faecium, una bacteria con caracteristicas probidticas, es
capaz de atrapar por adsorcidn directa al virus de la influenza porcina e interferir de
forma negativa con su replicacion (93).

Contrario a nuestros resultados, en un estudio en el cual se analizo la diversidad y
riqueza de la microbiota intestinal en nifios con cuadros de GEA clasificados por la
escala de Vesikari, no se observo diferencias significativas en la abundancia de algin
taxdén bacteriano entre los grupos de severidad (94). En otro estudio, en el cual se
evaluaron dos cohortes de nifios con infecciones gastrointestinales por rotavirus y
norovirus, se observd una abundancia relativa incrementada en el grupo de nifios
infectados por rotavirus, en comparacion con norovirus, aunque ambas cohortes no
mostraron diferencias en la gravedad de la GEA (95). El estudio de la microbiota
intestinal es complejo y por sobre todo multifactorial, por tanto la discrepancia de
resultados entre diferentes trabajos pueden deberse a diferencias en el modelo
metodoldgico, desde la técnica de recoleccion de la muestra hasta la plataforma de
secuenciacion empleada; también la exclusiéon de ciertas variables que tienen una
influencia en la composicion de la microbiota y que pudiera generar sesgos en la
interpretacion de los resultados. Ademaés, como ocurre en el estudio de bacterias con
potencial probidtico, una identificacion taxondmica a nivel especie o incluso cepa, es
lo ideal, teniendo en cuenta que las propiedades exhibidas por ciertas bacterias pueden
ser Unicas o variar entre una u otra especie.

Tres aspectos importantes a mencionar con respecto a Ruminococcus; i) la abundancia
de la familia Lachnospiraceae se ha asociado con funciones importantes en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal y con una microbiota no perturbada
(96,97). Sin embargo, el incremento de Ruminococcus gnavus también miembro de la
familia Lachnospiraceae, se ha relacionado con la patogénesis de la enfermedad de
Crohn, trastornos a nivel de las arterias coronarias y alergias en nifios (98,99). Por
tanto, los hallazgos del presente estudio deben interpretarse como un aspecto dentro

del contexto especifico de la infeccion por rotavirus. Ademas se debe considerar que
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el estudio realizado es con respecto a un género comensal en particular (Ruminococcus
spp) y no se debe descartar las interacciones que pudieran darse con otros comensales
bacterianos y el efecto de los mismos sobre el curso de la infeccion; ii) el estudio de la
interaccion microbiota-virus esta condicionada por factores relacionados al hospedero
(genética, estatus inmunoldgico), al ambiente (estilo de vida) y al virus (caracteristicas
propias) y no siempre es posible abarcar todas las variables. Por tanto, debido a la
complejidad del andlisis los datos se van estudiando en etapas; iii) el hecho de que
Ruminococcus spp., haya sido aislado del intestino delgado, region donde ocurre la
replicacion de rotavirus, sugiere que la interaccion observada en los ensayos in vitro,
podria estar ocurriendo in vivo (67).

Si bien los resultados obtenidos corresponden a un estudio piloto, el tamafio muestral
con el cual se trabajo es similar y en algunos casos superior a lo reportado en la
literatura con respecto a estudios que evalGan el rol de la microbiota durante las
infecciones por virus entéricos.

En cuanto al analisis de los titulos de slIgA anti-rotavirus, no se encontré correlacion
entre los niveles de anticuerpos y la severidad de la GEA. Si bien se observo una
tendencia de niveles més altos de sIgA anti-rotavirus en los casos leves de GEA, y
niveles mas bajos en cuadros severos, no fue significativo entre los grupos.

La inmunidad mediada por anticuerpos séricos y de mucosa, en especial del tipo IgA,
es utilizada como determinante de proteccion contra rotavirus, aunque no haya un
consenso claro al respecto (5). La importancia de la IgA en la resolucion de la infeccion
ya ha sido demostrada en ensayos en modelos animales deficientes de IgA, en los
cuales se observd un retroceso significativo y sustancial en la eliminacion de la
infeccion o proteccion contra reinfeccion (100). En humanos, titulos altos de IgAaRv
se han asociado con proteccion contra la infeccion y la enfermedad en su forma
sintomaética (24,101,102). En contraste, también hay estudios que han reportado la falta
de correlacion entre los titulos de IgA y la proteccion (76,103). Por consiguiente,
niveles elevados de anticuerpos no aseguran que el individuo esté protegido de la
infeccion o curse con la enfermedad en su forma asintomatica, y de igual manera,
titulos bajos no necesariamente indican que la enfermedad se desarrolle de forma
sintomatica. Esta discrepancia entre estudios dificulta el establecimiento de una

correlacion clara con respecto a la IgA como marcador de proteccion.
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Por otra parte, también se propone considerar los niveles de IgA como marcador de
susceptibilidad, donde titulos altos se asocian con un mayor numero de infecciones, y
por consiguiente mayor vulnerabilidad. EIl concepto de IgA como marcador de
susceptibilidad se relaciona estrechamente con la expresion diferencial de genes de
HBGA en el hospedero. Especificamente se ha observado una correlacion entre titulos
altos de IgA en saliva y el fenotipo secretor (gen FUT2 funcional) en adultos
desafiados con rotavirus. A su vez los titulos de IgA se correlacionaron negativamente
con la abundancia de Ruminococcus spp. (26). Por consiguiente, considerando la
capacidad de Ruminococcus spp., de interferir en la infeccion por rotavirus y su
correlacion inversa con los niveles de anticuerpos, se esperaria observar casos leves
de GEA asociados con niveles bajos de IgA, sin embargo, como ya se menciond
anteriormente, en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de severidad con respecto a los titulos de anticuerpos. Si bien, la deteccion
de copro-IgA es un excelente indicador del contenido intestinal, la sensibilidad de la
técnica utilizada puede ser menor en comparacion a otras muestras como la saliva, por
lo que esto podria ser una limitante de éste trabajo. En éste estudio no se ha evaluado
el perfil de HBGA de los individuos, lo cual también limita un andlisis completo sobre
el rol de la IgA como marcador de susceptibilidad.

Respecto a la identificacion de los genotipos circulantes, si bien, como mencionamos,
en este trabajo no se analizé el perfil de HBGA de los individuos, la comparacion de
la distribucion de genotipos en los diferentes grupos de severidad y/o con los niveles
de Ruminococcus spp., podria dar una idea de la asociacion de los genotipos a esos
parametros. Ya se tiene evidencia que las cepas del tipo P[8] y P[4] de rotavirus
infectan preferentemente individuos secretores, mientras que los no secretores son
menos vulnerables a estos genotipos. También se ha descrito que individuos Lewis
negativos son mas susceptibles a la infeccion por P[6], independientemente sean de
estatus secretor o no secretor (7,104,105).

En éste estudio comparamos los niveles de Ruminococcus spp., segun el genotipo
infectante considerando que la union de HBGA a rotavirus es genotipo dependiente,
sin embargo no encontramos diferencias significativas. Algunas limitaciones con
respecto a éste analisis son; i) el 96% de genotipos detectados corresponden al tipo

P[8] combinado con G3 o G6, por lo que no se esperaria encontrar diferencias de
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afinidad a Ruminococcus spp., entre ambos genotipos, ii) no todas las especies de un
mismo género bacteriano presentaran igual grado de afinidad, y en éste analisis hemos
evaluado a Ruminococcus a nivel género. Un aspecto interesante es que los dos unicos
nifios que presentaron el genotipo P[6] pertenecen a una etnia distinta al resto de los
casos incluidos en el estudio y correspondieron a casos Severos.

A partir de los resultados de éste estudio piloto, se tiene como perspectiva llevar a cabo
un proyecto mayor en donde se tendra en cuenta; i) disefio de una estrategia Optima de
muestreo de casos y controles; ii) ampliacion de los estudios de composicion de
microbiota mediante metagendmica; iii) caracterizacion del perfil de HBGA; iv)
optimizacion del sistema de puntuacion para la clasificacion de la severidad de la
GEA,; v) recoleccion de més datos sociodemograficos y clinicos que pudieran influir

en la carga microbiana y la severidad de la GEA .



6. CONCLUSION
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Como conclusion principal proponemos que:

i)

i)

En vista a que la caracteristica clinica principal de los casos severos fue la
duracion mas prolongada de la diarrea y el vomito y a su vez, los casos
Severos se asociaron a una carga menor de Ruminococcus spp., respecto a
los casos leves (y viceversa); este trabajo sugiere el posible rol de
Ruminococcus spp., en la resolucion temprana de la gastroenteritis
causada por RVA.

La evidencia con respecto a la interaccion microbiota-rotavirus se limitan
mayormente a estudios in vitro o en modelos animales, y los estudios en
niflos que corresponden al grupo de riesgo, son escasos. Este trabajo
aporta un nuevo aspecto (el rol de Ruminococcus spp., en el desarrollo
de la GEA) a un conjunto de evidencias recabadas sobre un género
bacteriano en particular. No se deben descartar las interacciones que
pudieran darse con otros comensales bacterianos y el efecto de los mismos
sobre el curso de la infeccion.

La duracion de los sintomas de diarrea y vomito y el tipo de tratamiento
para la rehidratacion, fueron los parametros mas importantes para
determinar el grado de severidad aplicando la metodologia de encuesta

de seguimiento utilizando la escala de Vesikari.

Con respecto a la relacion de los titulos de sIgAaRv en materia fecal con la gravedad

de la GEA, nuestro resultado no fue concluyente para determinar su rol protectivo ni

como marcador de susceptibilidad. Se requieren de mas estudios para definir de forma

clara el rol de la IgA en las infecciones por rotavirus, y su relacion con otros

componentes del ambiente intestinal.
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Anexo 1

Figuras suplementarias
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Figura S1. Proporcion de casos de GEA positivos para rotavirus de acuerdo al
rango etario. Pacientes con edad comprendida de 4-24 meses (n=20); Pacientes con
edad >24 meses (n=30).
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Figura S2A. Comparacion de niveles de Bacterias totales entre nifios de la
poblacion estudiada nacidos por parto normal y por cesarea. Normal (n=17);
Cesérea (n=29).
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Figura S2B. Comparacion de niveles de Ruminococcus spp., entre nifios de la
poblacién estudiada nacidos por parto normal y por cesarea. Normal (n=17);
Cesarea (n=29).
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Figura S3A. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de ADN plasmidico purificado
(sin digerir). Carril 1-5) Clones 16S Ruminococcus spp. Carril 6) Marcador de peso
molecular (1 kb), Carril 7-11) Clones 16S Ruminococcus spp.
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Figura S3B. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de ADN plasmidico purificado
(sin digerir). Carril 1y 7) Marcador de peso molecular (1 kb), Carril 2-6) Clones
16S Bacterias totales.
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Figura S4. Comparacion de niveles de Bacterias totales entre el grupo control y
grupos de severidad segun Vesikari. Leve (n=6); Moderado (n=24); Severo (n=20);
Control (n=13).
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Figura S5. Comparacion de niveles de Bacterias totales de acuerdo al numero
maximo de deposiciones en un dia. 1-3 episodios (n=10); 4-5 episodios (n=14); >6
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Figura S6. Cuantificacion de IgA total en clarificado fecal por inmunodifusion
radial. El gréafico representa los valores de IgA total obtenidos a partir de muestras de
casos de GEA positivas para RVA. Valor de mediana 33,00, RIQ [13,00-64,50].
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Figura S7. Correlacion de Spearman entre los titulos de sigAaRv y los niveles de
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Figura S8. Deteccion del gen NSP3 de rotavirus por gRT-PCR. Curva de
amplificacion (sefial de fluorescencia FAM) de muestras de casos leves negativas para
rotavirus por test inmunocromatografico. Control positivo con Ct igual a 21,56. RFU:
Unidades relativas de fluorescencia.
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Figura S9. Comparacion de los niveles de Ruminococcus spp., de acuerdo al

genotipo de rotavirus infectante. Empleando
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Anexo 2

PROYECTOS:

“Epidemiologia y caracterizacion molecular de rotavirus aislados en nifios menores de
5 aiios en el Departamento de Caaguazu, Paraguay, durante los afios 2019 a 2020”

“Comparacion de los niveles de Ruminococcus spp., y de IgA anti-rotavirus en muestras
fecales de nifios con gastroenteritis por rotavirus de diferentes grados de severidad, de
Gran Asuncion y del departamento de Caaguazi durante el 2019”

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Estimado padre/madre o tutor/a responsable:

Mi nombre €s ........cooviiiiiiiiiiii , trabajo en un proyecto conjunto
del Instituto Regional de Investigacién en Salud (IRIS) de la Universidad Nacional de
Caaguazu (UNCA) y el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (1ICS) de
la Universidad Nacional de Asuncion (UNA) y quiero pedir tu colaboracién voluntaria
para un estudio que estamos realizando.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

Lo que queremos saber es: 1) cuantos nifios de Gran Asuncién y del departamento de Caaguazl
se han vacunado contra el rotavirus, y para ello te pediremos la tarjeta de vacunacion de tu
hijo/a; 2) el efecto de la implementacidn de esta vacuna en la salud de nuestra poblacién; 3) si
existen otros factores que influyan a la eficiencia de la vacuna y puedan ayudar a mejorarla
para los nifios; 4) cuales son los tipos de rotavirus que estan presentes en los casos de diarrea
positivas para rotavirus; 5) la proporcién de componentes de microbiota intestinal.

PROCEDIMIENTO

Si aceptas participar del estudio, te pediriamos dos cosas:
1- Que completes un formulario donde solicitamos tus datos y los de tu hija/o.
Antes de aceptar participar, podés leer el formulario y decidir si querés participar o no.

Es totalmente voluntario. Todas las preguntas o dudas que tengas sobre el estudio,
procedimiento, alcance, seran respondidas hasta que quedes conforme con la informacion.

2- Que nos autorices a utilizar lo que sobra de la muestra de heces que vas a dejar en el
hospital.

Este estudio no implica riesgo para tu hijo/a, ya que no sera necesario tomar ninguna muestra
extra, vamos a utilizar solo lo que sobra de la muestra que vas a dejar para el diagndstico de
diarrea; pero si en algin momento decidis que ya no querés participar, podés manifestarlo al
teléfono de contacto que vamos a darte y podras retirarte del estudio sin que perjudique el
tratamiento de tu hijo/a.
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CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacién recabada para este estudio sera manejada confidencialmente por los
investigadores responsables; la identidad de tu hijo/a y la tuya sera salvaguardada en todo
momento. Esta informacion sera guardada bajo llave en el Instituto Regional de
Investigacion en Salud (IRIS). Cada muestra sera codificada (el nombre del paciente se
manejara con codigos, para todos los estudios que se realicen con la misma).

BENEFICIO

No recibiras beneficio econémico. Al participar del estudio, te beneficiaras con el informe
diagndstico de presencia/ausencia de rotavirus de manera gratuita.

Investigadores responsables:

Dra. Magaly Martinez Biog. Analia Ortiz
Contacto: 0985- 335 824 Contacto: 0971- 411 464

Biotec. Roque Morel
Contacto: 0971- 764 372
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Anexo 3

PROYECTOS:

“Epidemiologia y caracterizacion molecular de rotavirus aislados en nifios menores de
5 aiios en el Departamento de Caaguazu, Paraguay, durante los afios 2019 a 2020”

“Comparacion de los niveles de Ruminococcus spp., y de IgA anti-rotavirus en muestras
fecales de nifios con gastroenteritis por rotavirus de diferentes grados de severidad, de
Gran Asuncion y del departamento de Caaguazi durante el 2019”

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido este documento y entiendo el propdsito del estudio y los procedimientos
involucrados. Asi también, entiendo que mi participacion es voluntaria y tengo derecho a no
participar del estudio, o a salir del mismo en el momento que crea conveniente, sin ningdn tipo
de perjuicio para mi o para mi hijo/a.

Declaro que todas mis preguntas referentes al estudio han sido respondidas. Por lo tanto, doy
mi autorizacion para que estos datos se utilicen en los proyectos mencionados con fines
cientificos, sin revelar mi identidad ni la de mi hija/o.

Ademas del presente estudio, ¢autoriza UD. a que luego podamos utilizar la misma muestra
(codificada) para otros estudios? Si NO

Nombre:

Firma:

C. 1. N%

Nro. de tel/cel:

Investigadores responsables:

Biog. Analia Ortiz Rolén. Biotec. Roque Morel
Contacto: 0971- 411 464 Contacto: 0971- 764 372

Dra. Magaly Martinez
Contacto: 0985- 335 824
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Anexo 4

Encuesta de seguimiento

CONSEJO NACIONAL
= becincia PRECIENCIA

conacvtlY TECNOLOGIA

SECCION I. DATOS DEL NINO

N° de encuesta: Fecha de encuesta: / /

Nombre y apellido del entrevistador:

1. Localidad de encuesta: HBO 2. Procedencia: Urg__ Amb__ Inter__
3. Nombre y apellido del paciente:

4. Fecha de nacimiento: / /

5. Lugar de Nacimiento: Pais:

6. Domicilio actual: 7. Telef./Contacto:
8.Sexo: Fem___ Masc___ 9. Etnia: Latino__ Nativo__ Otro(especificar)
10. Lactancia materna: No__ Si__ (En caso que Si) Tiempo:

11. Consumo actual de leche: No__ Si__ (En caso que Si) Tipo de leche:

12. Cuenta con la vacuna contra Rotavirus (revisar libreta de vacunacién): No__ Si__
Fecha 1ra dosis: / / Fecha 2da dosis: / /

13. Cuenta con la vacuna contra Poliovirus (revisar libreta de vacunacion): No__ Si__
Fecha 1ra dosis: / / Fecha 2da dosis: / /

14. ; Estuvo consumiendo antibidtico en las Gltimas semanas? Si__ No__

15. En caso que Si. Ultima dosis administrada:
Menos de 5dias  5al0dias _ 10al5dias__ Mayora 15 dias__
16. Inicio de sintomas: Vémito Diarrea Fiebre

17. ;Podemos llamarle para tomar datos desde el 2do al 6to dia? Si__ No__
18. Resultado Rotatest: Neg_ Pos__

19. Nacimiento de término: Completo Incompleto

20. Tipo de parto: Normal Cesarea

OBS:
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I1. DATOS DE SINTOMAS - VESIKARI

21. Namero maximo de deposiciones en 24 horas:

1-3 4-5 >6
Dial
Dia2 Duracion de la gliarrea en dias:
Dia 3 1-4 (,1|as_
5dias
Dia 4 >6 dias
Dia 5
Dia 6
22. Nuamero maximo de vomitos en 24 horas:
1 2-4 =5 Duracién de los vomitos en dias:
Dia 1 1dia__
Dia2 2 dias__
Dia 3 >3 dias_
23. Fiebre maxima registrada por dia (°C):
37,1-38,4 38,5-38,9 >39.0
Dial
Dia2
Dia 3

24. Tratamiento para deshidratacion

Ninguna__ Hidratacion oral (H.O.) __ Rehidratacion intravenosa (R.I.)

OBS.:




Tabla 11. Lecturas de razon de pureza y concentracion de ADN

Anexo 5

Muestra lra Lectura 2da Lectura Promedio
[ADN] 260/230 260/280 [ADN] 260/230 260/280 [ADN] 260/230 260/280

HBO340 1171,32 1,69 1,47 1127,84 1,63 1,41 1149,58 1,7 1,44
HBO343 448,72 1,79 1,48 436,95 1,75 1,43 442,835 1,8 1,46
HBO344 1259,84 1,48 1,38 1268,23 1,49 1,34 1264,035 1,5 1,36
HBO345 636,86 1,77 1,59 619,1 1,7 1,54 627,98 1,7 1,57
HBO348 2011,52 7,23 -0,5 1974,6 11,29 -0,49 1993,06 9,3 -0,50
HBO356 1075,58 1,66 1,33 1257,11 1,65 1,42 1166,345 1,7 1,38
HBO369 1128,15 1,81 1,53 1093,23 1,76 1,52 1110,69 1,8 1,53
HBO377 4454 1,26 1,48 436,35 1,26 1,5 440,875 1,3 1,49
HBO390 487,66 1,17 1,3 465,94 1,13 1,27 476,8 1,2 1,29
HBO395 1170,81 1,97 1,69 1162,46 1,98 1,68 1166,635 2,0 1,69
HBO400 471,47 1,29 1,44 456,47 1,26 1,32 463,97 1,3 1,38
HBO407 612,22 1,43 1,6 599,87 1,41 1,61 606,045 14 1,61
HBO416 1696,41 1,68 1,56 1605,13 1,64 1,52 1650,77 1,7 1,54
HBO420 604,34 1,39 1,56 520,13 1,32 1,55 562,235 1,4 1,56
HBO427 871,88 1,54 1,7 889,19 1,55 1,35 880,535 1,5 1,53
HBO442 492 1,38 1,36 500,11 1,44 1,37 496,055 1,4 1,37
HBO449 443,38 1,36 1,57 452,49 1,38 1,58 447,935 1,4 1,58
HBO450 828,79 1,42 1,52 822,91 1,36 1,52 825,85 1,4 1,52
HBO453 1090,89 1,77 1,53 1015,64 1,68 1,51 1053,265 1,7 1,52
HBO460 1048,42 1,68 1,52 1027,8 1,66 15 1038,11 1,7 1,51
HBO469 733,27 1,7 1,44 716,48 1,69 1,52 724,875 1,7 1,48
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Muestra lra Lectura 2da Lectura Promedio
[ADN] 260/230 260/280 [ADN] 260/230 260/280 [ADN] 260/230 260/280
HBOA476 749,12 1,6 1,48 716,69 1,55 1,49 732,905 1,6 1,49
HBOA77 846,95 1,49 1,61 849,02 1,49 1,52 847,985 1,5 1,57
HBOA479 482,42 1,73 1,63 510,57 1,77 1,49 496,495 1,8 1,56
HBO498 1159,72 1,81 1,64 1166,31 1,8 1,6 1163,015 1,8 1,62
HBO500 1115,29 1,67 1,52 11135 1,65 1,54 1114,395 1,7 1,53
HBO516 1944,6 2,13 2,15 1967,13 2,19 2,16 1955,865 2,2 2,16
HBO520 2108,1 2,37 2,85 2046,56 2,23 2,19 2077,33 2,3 2,52
HRCO26 421,09 1,65 1,36 400,39 1,72 1,45 410,74 1,7 1,41
HRCO28 119,3 0,47 1,3 127,2 0,47 1,34 123,25 0,5 1,32
HRCO32 767,05 1,42 1,42 782,46 1,47 1,31 774,755 1,4 1,37
HRCO36 414,4 0,63 1,23 498,9 0,75 1,26 456,65 0,7 1,25
HRCO41 235,51 0,8 1,128 221,91 0,77 1,3 228,71 0,8 1,21
HRCOA47 565,63 1,74 1,36 441,71 1,49 1,29 503,67 1,6 1,33
HRCO48 894,88 1,34 1,5 830,48 1,26 1,5 862,68 1,3 1,50
HRCO74 453,65 1,84 1,45 392 1,8 1,34 422,825 1,8 1,40
LV10 802,41 1,67 1,43 709,06 1,54 1,4 755,735 1,6 1,42
LV13 79,99 0,28 0,95 79,46 0,28 0,99 79,725 0,3 0,97
LV14 638,74 1,59 1,32 598,28 1,53 1,41 618,51 1,6 1,37
LV19 959,3 1,62 1,45 765,47 1,37 1,28 862,385 1,5 1,37
LV20 906,75 1,42 1,3 816,49 1,3 1,23 861,62 1,4 1,27
LV22 672,2 0,78 1,33 4452 0,75 1,35 558,7 0,8 1,34
LV24 101,3 0,33 1,07 245,8 0,45 1,11 173,55 0,4 1,09
LV26 282,4 0,43 0,84 288,7 0,44 0,85 285,55 0,4 0,85
LV3 645,67 1,73 1,4 493,93 1,54 1,35 569,8 1,6 1,38
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Muestra lra Lectura 2da Lectura Promedio
[ADN] 260/230 260/280 [ADN] 260/230 260/280 [ADN] 260/230 260/280
LV4 549,85 1,7 1,36 513,57 1,66 1,43 531,71 1,7 1,40
LV6 1136,34 1,91 1,57 1067,03 1,84 1,52 1101,685 1,9 1,55
LV7 370,33 1,11 1,31 349,36 1,05 1,34 359,845 1,1 1,33
LV8 342,1 1,39 1,36 316,88 1,33 1,33 329,49 1,4 1,35
CS10 1510 0,64 1,33 1509 0,63 1,34 1509,5 0,635 1,34
Cs11 1128 0,7 1,41 1241 0,76 1,43 1184,5 0,73 1,42
CS12 997,7 0,45 1,08 916,8 0,44 1,08 957,25 0,445 1,08
CS13 519,8 0,81 1,52 647,2 0,89 1,41 583,5 0,85 1,47
CS15 1090 0,57 1,35 1008 0,57 1,35 1049 0,57 1,35
CS16 1039 0,59 1,37 967,9 0,64 1,33 1003,45 0,615 1,35
Cs18 842,2 0,44 1,26 760 0,43 1,24 801,1 0,435 1,25
CS19 277,9 0,57 1,44 253,3 0,53 1,22 265,6 0,55 1,33
CS2 815,1 0,74 1,46 772 0,69 1,5 793,55 0,715 1,48
CS3 1658 1,04 1,61 1616 1 1,6 1637 1,02 1,61
CS4 699,5 0,87 1,33 793,3 0,96 1,39 746,4 0,915 1,36
CS5 1565 0,74 1,46 1839 0,77 1,47 1702 0,755 1,47
CS7 411,6 0,61 1,13 467,1 0,73 1,13 439,35 0,67 1,13
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Anexo 6

Tabla 12. Valores de puntaje final de Vesikari, ciclo umbral y nimero de copias de ADN

Puntaje Bacterias totales Ruminococcus spp.
Muestra V;rillff!\ri cty Ct Ct 3 [ccx)lgalfl igtsa{]ng cty Cty Ctx [copias ﬁtsa{]ng ADN
HBO340 8 20,7 20,38 20,54 1,3,E+07 21,58 22,11 21,85 9,7, E+04
HBO343 12 30,08 29,85 29,97 2,9,E+04 33,04 33,15 33,10 6,4,E+01
HBO344 8 24,02 24,06 24,04 1,3,E+06 25,46 25,38 25,42 9,5,E+03
HBO345 10 20,14 20,2 20,17 1,6,E+07 21,88 22,01 21,95 9,1,E+04
HBO348 5 20,35 20,6 20,48 1,3,E+07 22,84 23,39 23,12 4,3, E+04
HBO356 15 23,55 23,27 23,41 2,0,E+06 24,62 24,78 24,70 1,5E+04
HBO369 9 21,7 21,85 21,78 5,7,E+06 26,67 26,91 26,79 3,9,E+03
HBO377 11 21,92 21,69 21,81 5,6,E+06 23,30 23,74 23,52 3,3,E+04
HBO390 8 21,16 21,26 21,21 8,2,E+06 23,76 23,80 23,78 2,8, E+04
HBO395 15 22,07 22,18 22,13 4,6,E+06 N/A N/A N/A 0,0,E+00
HBO400 12 19,2 19,1 19,15 3,1,E+07 26,29 26,52 26,41 5,0,E+03
HBO407 10 19,59 19,22 19,41 2,6,E+07 26,77 26,49 26,63 4,3, E+03
HBO416 12 21,06 21,18 21,12 8,7,E+06 24,82 25,05 24,94 1,3,E+04
HBO420 9 20,25 20,17 20,21 1,6,E+07 23,28 23,21 23,25 3,9,E+04
HBO427 11 22,79 22,29 22,54 3,5,E+06 27,51 27,56 27,54 2,4 E+03
HBO442 9 22,7 23,42 23,06 2,5,E+06 29,60 29,24 29,42 7,0,E+02
HBO449 9 21,61 21,31 21,46 7,0,E+06 N/A N/A N/A 0,0,E+00
HBO450 10 21,03 21,22 21,13 8,7,E+06 22,88 22,99 22,94 4,8, E+04
HBO453 11 21,18 21,53 21,36 7,5,E+06 26,11 25,75 25,93 6,8,E+03
HBO460 10 21,88 22,15 22,02 4,9,E+06 25,45 25,50 25,48 9,1,E+03
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Puntaje Bacterias totales Ruminococcus spp.
Muestra V;?E;ri Cty Ct. Ctx [COAp[')aI\‘T tlfti{]a”g Cti Ct, cex | [copias tlfti I/]?g gl
HBO469 13 23,74 23,89 23,82 1,5,E+06 30,75 30,79 30,77 2,9,E+02
HBO476 9 19,01 18,57 18,79 3,9,E+07 22,83 23,39 23,11 4,3 E+04
HBO477 10 18,96 18,96 18,96 3,5,E+07 23,76 23,51 23,64 3,0,E+04
HBO479 7 25,09 24,98 25,04 7,0,E+05 30,50 30,54 30,52 3,4,E+02
HBO498 13 21,99 22,15 22,07 4,7 E+06 25,48 26,31 25,90 6,9,E+03
HBO500 15 21,29 21,28 21,29 7,9,E+06 23,31 23,33 23,32 3,7,E+04
HBO516 12 18,6 18,29 18,45 4,9,E+07 23,87 23,29 23,58 3,1,E+04
HBO520 10 21,5 21,43 21,47 7,0,E+06 23,97 23,53 23,75 2,8,E+04
HRCO26 16 27,7 28,37 28,04 1,3,E+05 31,18 31,55 31,37 2,0,E+02
HRCO28 6 18,95 18,74 18,85 3,8,E+07 22,81 22,77 22,79 5,3,E+04
HRCO32 12 24,72 24,53 24,63 9,1,E+05 29,65 29,62 29,64 6,1,E+02
HRCO36 11 26,04 26,06 26,05 3,6,E+05 N/A N/A N/A 0,0,E+00
HRCO41 8 23,7 23,44 23,57 1,8,E+06 33,12 33,64 33,38 5,3,E+01
HRCO47 5 23,65 23,78 23,72 1,6,E+06 25,22 24,55 24,89 1,3,E+04
HRCO48 6 22,78 22,53 22,66 3,2,E+06 26,20 26,38 26,29 5,4,E+03
HRCO74 9 27,27 27,17 27,22 1,7,E+05 31,04 31,31 31,18 2,2,E+02
LV3 6 28,34 28,37 28,36 8,2, E+04 29,37 30,13 29,75 5,6,E+02
LV4 7 26,55 27,18 26,87 2,1,E+05 29,52 29,61 29,57 6,4,E+02
LV6 9 19,21 18,77 18,99 3,5,E+07 24,04 23,52 23,78 2,8,E+04
LV7 8 28,74 28,49 28,62 6,4,E+04 33,92 34,08 34,00 3,5,E+01
LV8 10 24,12 23,79 23,96 1,4,E+06 24,20 23,78 23,99 2,4,E+04
LV10 11 25,02 24,82 24,92 7,5,E+05 27,01 26,39 26,70 4,1,E+03
LV13 7 17,92 18,18 18,05 6,3,E+07 20,64 20,40 20,52 2,3,E+05
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Puntaje Bacterias totales Ruminococcus spp.
Muestra V;?Ii!\ri cty Ct Ct 3 [ccx)lgalfl igtsa{]ng cty Cty Ctx [copias ﬁtsa{]ng ADN
LV14 11 27,41 28,27 27,84 1,5,E+05 28,41 29,01 28,71 1,1,E+03
LV19 12 24,8 24,96 24,88 8,1,E+05 26,11 26,66 26,39 5,0,E+03
LV20 9 25,48 25,29 25,39 5,2,E+05 26,13 25,87 26,00 6,5,E+03
LVv22 6 19,28 19,15 19,22 3,0,E+07 22,18 22,20 22,19 7,8,E+04
LVv24 11 22,59 22,53 22,56 3,5,E+06 25,61 25,72 25,67 8,1,E+03
LV26 11 22,76 22,89 22,83 2,9,E+06 28,61 28,86 28,74 1,1,E+03

2NUmero de copias hormalizadas aplicando la formula descrita en el item 3.10.
Ct x: Ciclo umbral promedio; N/A: no amplifica
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Tabla 13. Valores de ciclo umbral y nimero de copias de ADN (muestras de grupo control)

107

Bacterias totals

Ruminococcus spp.

Muestra [copias 16S / [copias 16S /
Cta Ctz Ctx ng ADN Ct1 Ctz Ctx ng ADN
total] total]

CS2 21,67 21,66 21,665 6,1E+06 25,47 25,82 25,65 8,2E+03
CS3 24,48 24,23 24,355 1,1E+06 28,53 28,49 28,51 1,3E+03
Cs4 22,12 22,15 22,135 4 5E+06 27,89 28,14 28,02 1,7E+03
CS5 24,81 24,79 24,8 8,1E+05 27,87 29,03 28,45 1,3E+03
CS7 22,53 22,45 22,49 3,6E+06 23,24 23,44 23,34 3,7E+04
CS10 24,09 24,08 24,085 1,3E+06 28,08 27,63 27,86 1,9E+03
CS11 26,78 27,01 26,895 2,1E+05 30,25 30,39 30,32 3,9E+02
CS12 21,99 22,33 22,16 4 5E+06 26,21 26,41 26,31 5,3E+03
CS13 18,93 18,85 18,89 3,7E+07 25,89 26,12 26,01 6,5E+03
CS15 23,72 23,85 23,785 1,6E+06 27,76 28,24 28,00 1,8E+03
CS16 22,57 22,44 22,505 3,6E+06 23,03 23,42 23,23 4 0E+04
CS18 18,2 18,46 18,33 5,3E+07 21,35 21,29 21,32 1,4E+05
CS19 21,53 21,45 21,49 6,9E+06 25,27 24,7 24,99 1,3E+04




Anexo 7
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Tabla 14. Niveles de IgA total y titulos de slgA especifica contra rotavirus en

muestras de clarificado fecal

2 Titulos de IgA expresados como el reciproco de la dilucion fecal mas alta con DO>

0,100.

Muestra |(?%/t33| IgAaRV? | Muestra ! ?ﬁg}gﬂ sigAaRV?
HBO340 10,25 16 HBO498 0,45 0
HBO343 5,2 8 HBO500 131 32
HBO344 11,95 32 HBO516 16,1 32
HBO345 2,85 64 HBO520 NC 0
HBO348 1,3 0 HRCO26 NC 8
HBO356 2,25 64 HRCO28 NC 4
HBO357 2,85 16 HRCO32 16,1 64
HBO369 1,3 8 HRCO36 2,25 64
HBO377 7,1 16 HRCO41 9,4 32
HBO390 6 32 HRCO47 53 32
HBO395 0,95 16 HRCO48 6,45 64
HBO400 NC 2 HRCO74 NC 4
HBO407 3,3 64 LV3 4,75 32
HBO416 0,95 8 LVv4 3,95 16
HBO420 4 16 LV6 5 16
HBO427 3,3 64 LV7 8,35 64
HBO442 1,3 4 LV8 NC 32
HBO449 0,65 8 LV10 0,8 8
HBO450 10,55 64 LV13 4,75 32
HBO453 1,3 2 LV14 3,45 32
HBO460 11,95 64 LV19 2,7 4
HBO469 NC 2 LV20 1,2 4
HBOA476 1,3 8 LV22 7,7 32
HBOA477 1,3 0 LVv24 NC 2
HBO479 1,3 0 LV26 NC 2

NC: No cuantificable



Anexo 8

Tabla 15. Cebadores empleados para cuantificacion de carga bacteriana por gPCR

Tamario de

Cebador/Sonda Secuencia (5'---->3") Referencia
producto (pb)
16S ARNr dominio Bacteria
For TCC TAC GGG AGG CAGCAGT .
Rev GGA CTA CCA GGG TAT CTAATC CTG TT 466 Ngfkgég'zet
Tagman (FAM) CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC AC '
16S ARNr Ruminococcus spp. [Lachnospiraceae]
For AGA ACCTTACCTGST CTT GAC ATC CC i
Rev CTG GCT ACT RAA GAT AGG GGT TGC G 157 Ku”zr(‘)azgt al.
Tagman (HEX) TGC ACC ACC TGT CTC CKC TGY CCC GAAG
Tabla 16. Cebadores empleados para deteccion del gen NSP3 de rotavirus por RT-gPCR
Cebador/Sonda Secuencia (5'---->3") VEMTETD EE Referencia
producto (pb)
Gen NSP3
For ACC ATC TWC ACR TRA CCC TCT ATG AG Zeng et al
Rev GGT CAC ATAACG CCCCTATAGC 87 2008 '

Tagman (FAM) AGT TAA AAG CTAACACTG TCA AA
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Tabla 17. Cebadores empleados para genotipificacion del gen VP7 de rotavirus por RT-PCR Multiple Semi-Anidada

Tamario de

Cebador Secuencia (5'---->3") producto (pb) Referencia
Primera ronda de amplificacion del gen VP7
Beg 9 GGC TTT AAA AGAGAGAATTTCCGTCTG G 1062 Gouvea et
End 9 GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG al. 1990
Segunda ronda de amplificacion del gen VP7
9conl TAGCTCCTT TTAATG TAT GG
Gl oT-1 TCT TGT CAAAGC AAATAATG 158 Das et al
G2 9T-2 GTT AGA AAT GAT TCT CCA CT 244 Toos
G3 9T-3P GTC CAG TTG CAG TGT AGC 466
G4 oT-4 GGG TCG ATG GAA AAT TCT 403
Gouvea et
G6 DT6 CTAGTT CCT GTG TAG AATC 463 al. 1990
G9 9T-9B TAT AAA GTC CAT TGC AC 110 Dalsggaa"
G12 jrg.227 GTC CAG TCG GGA TCA GTT 308 Castello et

al. 2006
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Tabla 18. Cebadores empleados para genotipificacion del gen VP4 de rotavirus por RT-PCR Multiple Semi-Anidada

Cebador Secuencia (5'---->3") ptgmji?g Ejpeb) Referencia
Primera ronda de amplificacion del gen VP4
Con-3 TGGCTTCGC TCATTT ATAGACA 876 Gentsch et
Con-2 ATT TCG GAC CAT TTATAACC al. 1992
Segunda ronda de amplificacion del gen VP4
Con-3 TGG CTTCGC TCATTT ATAGACA
P[4] 2T-1 CTATTG TTAGAG GTT AGA GTC 483 Gentsch et
P[6] 3T-1 TGTTGATTAGTT GGATTC AA 267 al. 1002
P[8] 1T-1D TCT ACT TGG ATA ACG TGC 345

P[9] 4T-1 TGA GAC ATG CAA TTG GAC 392
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Anexo 9
Tabla 19. Resultados de secuenciacion del gen VP7 y VP4 de rotavirus
Se lograron secuenciar fragmentos del gen VP7 y VP4 en 23 muestras, de manera a

confirmar los genotipos detectados por PCR convencional. Las secuencias obtenidas
fueron analizadas empleando el programa BioEdit (V7.0.5.3) y comparadas con

secuencias de rotavirus almacenadas en el GenBank.

Muestra PCR Secuenciacion
VP4 2nd VP7_2nd
HBO343 P8 G3 G3P[8]
HBO348 P8 G6 G6
HBO356 P8 G3 G3P[8]
HBO357 P8 G3 G3
HBO369 P8 G6 G6
HBO377 P8 G6 G6
HBO390 P8 G6 G6
HBO395 P6 G12 G12P[6]
HBO400 P6 G12 G12P[6]
HBO453 P8 G6 G6P[8]
HBO460 P8 G6 G6P[8]
HBO469 P8 G6 G6P[8]
HBO476 P8 G6 G6P[8]
HBO516 P8 G6 G6P[8]
HRCO28 P8 G3 G3
HRCO32 P8 G6 G6
HRCO36 P8 G6 G6
LV4 P8 G3 G3
LV7 P8 G3 G3
LV8 P8 G3 G3
LV10 P8 G3 G3
LV19 P8 G3 G3
LV24 P8 G3 G3P[8]




