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Parotiditis en Chile: caracterizacion clinica y molecular
de dos casos en una poblacidn altamente inmunizada

Nicole Le Corre, Sebastian Barria, Tania Lépez, Constanza Martinez-Valdebenito,
Ana M. Contreras y Marcela Ferrés

Parotiditis in Chile: clinical and molecular characterization of two cases
in a highly vaccinated population

Mumps virus usually produces a benign infection characterized by increased parotid volume which, prior
to vaccination, mainly affected children and adolescents. After the introduction of measles, mumps and rubella
(MMR) vaccine, mumps incidence decreased dramatically. This intervention also produced a change in its clinical
presentation, moving to young adult patients, with an increased risk of complications. We report two clinical mumps
cases in young adults with different clinical presentations. In both cases, serologic assays were assessed and, in
one case, a polymerase chain reaction (PCR) was performed in order to confirm the diagnosis. The isolated virus
was characterized and identifed as G genotype, the same genotype observed during outbreaks in United States and
Europe, and different to the vaccinal strain. Mumps virus is currently circulating in Chile and it is important to
be aware of possible outbreaks. Viral diagnosis can be difficult, particularly in populations with high vaccination
coverage. Therefore, the access to etiologic study through PCR and serology becomes more relevant in order to
optimize clinical management and secondary prevention measures.
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Introduccion

a parotiditis o “paperas” es una enfermedad benig-

na que afecta cominmente a nifios y adolescentes.

Clinicamente se caracteriza por un aumento de
volumen de la glandula parétida, generalmente bilateral.
Un 60 a 70% de los pacientes presentan manifestaciones
clinicas evidentes, donde la tumefaccion parotidea se
observa en 95% de los casos. Si bien las complicaciones
son infrecuentes, el compromiso sistémico ocurre cuan-
do se presenta después de la pubertad'?. Es asi como
en 15-30% de los enfermos adultos se observa orqui-
epididimitis y en 10% de los infectados, compromiso del
sistema nervioso central (presentandose en la mayoria de
los casos como meningitis y en forma muy infrecuente
como encefalitis, 0,1%)'. Otras manifestaciones inusuales
son la pancreatitis, hipoacusia permanente unilateral,
miocarditis, tiroiditis o hepatitis presentes en menos de
5% de los enfermos'?.

El agente causal de esta infeccion es el virus paroti-
deo, que pertenece al género Rubulavirus de la familia
Paramyxoviridae. Es un virus envuelto compuesto de una
hebra simple de ARN que codifica para ocho proteinas.
Existen 12 genotipos distintos, ordenados de laletra A a N

(excluyendo E y M), basados en la secuencia nucleotidica
completa del gen SH que codifica a la proteina pequefia hi-
drofdbica y de distribucion geografica variable*. El virus
no se subdivide en serotipos, pero los distintos genotipos
podrian tener una neutralizacion cruzada disminuida'->¢.

La estrategia mas eficaz de prevencion de esta infec-
cion ha sido la vacuna, la que es universalmente utilizada
en paises desarrollados y recomendada por la OMS en
todos los paises que poseen un programa ampliado de
inmunizaciones. El inicio de la vacunacion trajo consigo
una disminucién significativa en la tasa de incidencia de la
parotiditis, lo que se pudo observar desde su introduccion
en E.U.A a fines de 19677%. Lo mismo ocurri6 en Chile
con la incorporacion de la vacuna tres virica (contra
sarampion, rubéola y parotiditis) al Programa Nacional de
Inmunizaciones (PNI) en 1990. La tasa de incidencia de
parotiditis disminuy6 de 198 casos x 100.000 habitantes,
antes de la vacunacion, a 9 casos x 100.000 habitantes,
en el ano 2007°!°. Sin embargo, a pesar de la efectividad
de la vacuna, se continuan reportando brotes en todo el
mundo'"". Ademas, la vacunacion ha generado un cambio
epidemiolodgico, trasladdndose la edad de presentacion
clinica de la parotiditis desde nifios y adolescentes a
adultos jovenes'.
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Caso Clinico

Se presentan dos casos clinicos de parotiditis en adultos
sanos, destacando las distintas manifestaciones clinicas
que puede presentar esta infeccion, en particular en este
grupo etario. Se revisa el diagnostico de laboratorio de
la infeccion en poblaciones altamente inmunizadas como
la chilena.

G Holanda, 2015
G USA, 2016
86| G USA, 2016
@ G CHILE 2017
83 G USA, 2015
50 G USA, 2016
G1 Reino Unido, 1998

Reino Unido Outgroup
75 C Lituania, 1998

C Suiza ,1998

11

J Dinamarca, 1998
® Vacuna Urabe cepa AM9
Vacuna Miyahara

Vacuna NK-M46

89

Cepa Vacuna Hoshino

I: D1 Portugal, 1996
52 32 MP93 N outgroup

Cepa Tray Outgroup

@ N Cepa Vacuna L-Zagreb

94! N Cepa Leningrad-3
G2 Japon

H1 Reino Unido, 1998
H2 Reino Unido, 1996
Cepa SW1-H2
Cepa RW 1987

I A Mexico, 2008
99— vacuna Jeryl Lynn

87

|
0.02

Figura 1. Anélisis molecular filogenético mediante método de méxima verosimilitud (modelo de
sustitucion nucleotidica basado en modelo Kimura-2). El arbol estd dibujado a escala, el largo
de las ramas es medido de acuerdo al nimero de sustituciones por sitios. El analisis involucra 28
secuencias, de diferentes genotipos pertenecientes a cepas aisladas en brotes, a las contenidas
en las diferentes vacunas y a la identificada en este trabajo (G Chile 2017), con un total de 174
posiciones analizadas. Los analisis fueron llevados a cabo mediante MEGAG (2). En rojo se muestra
la cepa aislada en la paciente del primer caso (genotipo G); en verde, la cepa incluida en la vacuna
que la paciente recibié (genotipo B); en azul, la cepa incluida en la vacuna actualmente distribuida
en nuestro pais (genotipo N).
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Caso clinico 1

Mujer de 26 anos, chilena, sana, que consultd por
un cuadro de un dia de aumento de volumen parotideo
derecho doloroso. No se asocio a compromiso del estado
general, fiebre, exantema, ni otro sintoma asociado. Como
antecedente epidemioldgico de importancia, refirié que
su marido habia tenido un cuadro similar dos semanas
previo al inicio de sus sintomas. Tenia su calendario de
vacunacion al dia (equivalente a dos dosis de la vacuna
tres virica). Al examen fisico, se observo una paciente en
buenas condiciones generales, con tumefaccion parotidea
derecha, blanda y dolorosa a la palpacion, sin eritema ni
adenopatias. Frente a la sospecha de una parotiditis, se
solicité una serologia IgM e IgG especifica para virus
parotideo, reaccion de polimerasa en cadena (RPC) en
tiempo real para un fragmento del gen N del virus de una
muestra de saliva (anexo) y, ademas, cultivo en células
Vero y Rmix®. Se le indico reposo y anti-inflamatorios
no-esteroidales; sin embargo, al cuarto dia de evolucion
se agrego un aumento de volumen parotideo izquierdo. La
serologia result6 negativa para IgM y positiva para IgG.
Se identificé por RPC la presencia del virus parotideo en
saliva y a las 48 h se observé un efecto citopatico en los
dos cultivos. La paciente evolucion6 satisfactoriamente
con resolucion completa de los sintomas al décimo dia
del cuadro.

Para obtener la caracterizacion molecular del virus,
se realizo a la muestra positiva una amplificacion y
secuenciacion parcial del gen SH (Anexo). En el analisis
filogenético (Figura 1), se identifico al virus como del
genotipo G, cercano al virus circulante en E.U.A y Eu-
ropa. Se observo también que el virus correspondi6 a un
genotipo diferente al virus vacuna recibido por la paciente
(Urabe AM9, genotipo B) y al actualmente utilizado en
la vacuna (Leningrad Zagreb, genotipo N).

Caso clinico 2

Varon de 33 afos de edad, chileno, sin antecedentes
morbidos relevantes. Durante su infancia, habia recibido
el esquema de vacunacion recomendado por el PNI. Sin
embargo, el paciente refirié no haber recibido la vacuna
tres virica en primero basico ni durante la campafia contra
la rubéola en 2007. Consult6 por un cuadro de dos dias de
evolucion de aumento de volumen parotideo bilateral, do-
loroso, asociado a compromiso del estado general y fiebre.
Se realizo el diagnostico clinico de una parotiditis aguda
siendo manejado en forma ambulatoria con analgésicos y
anti-inflamatorios. A los tres dias de la primera consulta,
notd un aumento de volumen testicular bilateral, doloroso
asociado a cefalea, por lo que consultd nuevamente. Se
realiz6 una serologia IgM e IgG para virus parotideo que



resultaron ambas positivas. No fue posible realizar analisis
molecular de saliva. Una ecografia testicular evidencio
la presencia de una orqui-epididimitis bilateral. Fue en-
viado a domicilio nuevamente, con manejo sintomatico.
A las 24 h de esta atencion, consulto por tercera vez por
exacerbacion de la cefalea, decidiéndose su internacion.
Al examen fisico de ingreso, se encontraba febril (39°C),
sin compromiso hemodinamico, con discreta rigidez de
nuca, bradipsiquico, con aumento de volumen parotideo
y testicular bilateral, importante eritema escrotal y dolor
abdominal difuso.

Dentro de los exdamenes de laboratorio destacd un
hemograma normal, VHS 51 mm/hora, GOT 58 UI/L,
GPT 378 UI/L, GGT 390 UI/L, bilirrubina total y fos-
fatasa alcalina normales, LDH 361 UI/L, amilasa 500
UI/L, lipasa 32 UI/L y un panel molecular para virus
respiratorios negativo. Se realizd una puncion lumbar,
cuyo citoquimico de LCR evidencid: proteinas 20 mg/
dL, glucosa 72 mg/dL, leucocitos 28 células/mm? (97%
mononucleares) con cultivo corriente negativo. Se realizo
ademas un TC de abdomen con contraste que no evidencid
signos de pancreatitis. Permaneci6 internado por cinco
dias con hidratacion y manejo analgésico, evolucionando
favorablemente con desaparicion de cefalea, dolor abdo-
minal y fiebre. Sin embargo, se mantuvo con tumefaccion
parotidea por una semana y con dolor testicular por casi
un mes.

Discusion

Se presentan dos casos clinicos de parotiditis en adul-
tos jovenes con diferentes manifestaciones clinicas, que
evidencian la presencia de esta enfermedad en nuestro
pais. Clasicamente la parotiditis se ha descrito como una
enfermedad benigna, presentandose el primer caso como
un cuadro autolimitado de aumento de volumen parotideo
bilateral. Sin embargo, la infeccion por el virus parotideo
puede presentar importantes complicaciones en adultos
jovenes como se observo en el segundo caso, con la
presencia de una orqui-epididimitis bilateral, meningitis
y hepatitis®.

Chile es una poblacion altamente inmunizada; durante
el afio 2012 la cobertura para la vacuna tres virica alcanzd
90% para la primera dosis y 75% para el refuerzo'’. Si
bien, la cobertura alcanzada ha disminuido en los ultimos
10 afios, estas se mantienen por sobre la cobertura técnica
necesaria para la prevencion de brotes epidémicos que es
de 75-86%"8.

La vacuna tres virica es una vacuna viva atenuada. En
su elaboracion, el virus es cultivado en forma seriada en
embriones de pollo, perdiendo asi su capacidad de infectar
células humanas. Si bien, la seroconversion global de la
vacuna es de un 92-98%, ésta es inferior a la obtenida
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por el virus silvestre y puede variar discretamente segiin
la cepa utilizada'®. En Chile, la cepa del virus actual-
mente utilizada en la vacuna es la Leningrad-Zagreb,
perteneciente al genotipo N. La seroconversion con esta
cepa, medida por ensayo de neutralizacion, alcanza 91%
en nifos'®. Por otra parte, hasta 5% de los individuos
no responden a la primera dosis de la vacuna, pero la
mayoria seroconvierte con una segunda dosis. Los titulos
de anticuerpos neutralizantes alcanzados persisten por
mas de una década; sin embargo, éstos disminuyen y sus
valores son siempre inferiores a los detectados luego de
la enfermedad clinica. Se ha observado una asociacion
entre el intervalo de tiempo entre la tltima dosis de vacuna
tres virica y la presentacion de la parotiditis, presentando
mayor riesgo de enfermar a mayor tiempo transcurrido
desde la vacunacion'®?. La inmunizacion también induce
una respuesta celular especifica de la misma magnitud
que la inducida por el virus salvaje, medida por linfo-
proliferacion y produccion de IFNy. La eficacia de la
vacuna tres virica para proteger de la enfermedad es de
95% y la efectividad es cercana a 78%, segun la cepa del
virus utilizada en la vacuna'®?!.

Diferentes factores de riesgo se han identificado en el
desarrollo de brotes, entre ellos, una baja tasa de inmuni-
zacion, la falta de seroconversion con la primera dosis de
la vacuna, el tiempo entre la vacunacion y la exposicion
al virus y la falta de booster natural. Entre estos factores
destaca la diferencia de genotipo entre la cepa de la vacuna
y la circulante'®. Si bien, en general, la vacuna es capaz
de montar una respuesta inmune adecuada contra la cepa
vacunal y las cepas salvajes, se ha observado en pacientes
vacunados que cursan con parotiditis una menor capacidad
de neutralizacion del virus salvaje comparado al virus va-
cuna?. Ademas, la capacidad de neutralizacion dependera
de la cepa salvaje circulante. Es asi como se ha descrito
una divergencia antigénica entre las cepas de virus vacuna
y del virus circulante lo que lleva a una disminucion de la
capacidad de neutralizacion de los anticuerpos inducidos
por la vacuna®. En E.U.A, el genotipo del virus utilizado
en la vacuna es A (Jeryl Lynn) y la cepa circulante en los
brotes pertenece al genotipo G. Nuestra paciente habria
sido vacunada con la cepa Urabe AM9, perteneciente al
genotipo B (cepa incluida en la vacuna hasta el afio 2009 y
luego utilizada por un afio en el 2015). Se ha descrito que
los anticuerpos inducidos por las vacunas que contiene ya
sea la cepa Leningrad-Zagreb, Urabe AM9 o Jeryl Lynn
tienen la capacidad de neutralizar las cepas del genotipo
G (aislada en este paciente), pero esta capacidad seria
mas baja que la observada con los mismos genotipos®.

Durante los ultimos afios, se han descrito brotes de pa-
rotiditis practicamente en todo el mundo'!-'*. Estos brotes,
frecuentes en comunidades cerradas, han demostrado la
“re-emergencia” de la enfermedad y la transmision efec-
tiva en una poblacion con alta cobertura de la vacuna®!".
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En el aflo 2016, se describid un brote en una institucion
universitaria de E.U.A con 317 casos, en que 97% habian
recibido mas de una dosis de la vacuna tres virica. A
diferencia de los casos aqui presentados, se plantea que
uno de los factores que contribuirian al riesgo de presentar
un brote, ademas de los factores inmunologicos antes
mencionados, es el hacinamiento, como se observa en
las comunidades universitarias'"-'4,

La transmision del virus parotideo se produce por
contacto directo, gotitas o fomites contaminados. El
periodo de incubacion es de 15 a 24 dias y los pacientes
son contagiosos desde uno a dos dias antes de presentar
los sintomas y hasta varios dias después del inicio de ellos.
El virus puede ser detectado en saliva siete dias antes y
hasta nueve dias después del inicio de los sintomas. El
virus ingresa por la mucosa respiratoria alta y tiene alta
afinidad con el epitelio de las glandulas salivales. Puede
quedarse localizado en este epitelio o producir una vire-
mia transitoria durante el periodo de incubacion. De esta
manera, el virus puede alcanzar otros 6rganos como el
sistema nervioso central, tracto urinario y genitales. La
viruria puede estar presente por 10 a 14 dias?. El virus
posee una contagiosidad moderada a alta restringida a
humanos, con una tasa de ataque de 4-8 en una poblacion
vacunada'®. A partir de un individuo infectado, pueden
diagnosticarse hasta 10-12 casos secundarios en una
poblacion altamente susceptible®.

En nuestro pais, el diagndstico de la parotiditis sigue
siendo mayoritariamente clinico. Sin embargo, sabemos
que este enfrentamiento tiene una buena correlacion en po-
blaciones con baja cobertura de vacunacion, pero se hace
mas dificil en lugares con buena cobertura y baja tasa de
incidencia como la nuestra®. Hay que tener en cuenta que
el cuadro clasico de parotiditis puede también presentarse
en otras infecciones virales como parainfluenza, influenza,
Epstein-Barr, enterovirus, VIH u otros. Ademas, dentro
del diagnostico diferencial existen causas no infecciosas
como el uso de drogas, enfermedades inmunologicas
u obstruccion de tracto salival®. Un estudio espafiol
evidencid que, en un grupo de pacientes con diagnostico
clinico de parotiditis, en la mitad de los casos se lograba
detectar presencia de otros virus en saliva por biologia
molecular (Epstein-Barr, parainfluenza y adenovirus)®.
Considerando estas circunstancias, es relevante tener
acceso a herramientas diagnosticas mas precisas para la
caracterizacion y el seguimiento de un eventual brote.
Actualmente, el mejor método diagndstico disponible
es la RPC con transcripcion reversa desde una muestra
de saliva, la cual tiene una alta sensibilidad (71-79%),
similar al cultivo y especificidad (99,5%) sobre todo
en los primeros tres dias del inicio de los sintomas, en
particular en individuos vacunados®*. Ademas, tiene
una alta sensibilidad en LCR en casos de compromiso
de sistema nervioso central®?’*. La amplificacion del

material genético permite confirmar el diagnostico y
ademas evaluar la presencia del genotipo circulante y
su similitud con la cepa de la vacuna?®. En pacientes no
vacunados, la serologia IgM por ELISA tiene una buena
sensibilidad y especificidad, es detectable dentro de los
primeros cinco dias de sintomas, alcanzando un maximo
a los siete dias y manteniéndose positiva por varios
meses. Sin embargo, en pacientes con una o dos dosis de
vacuna, la sensibilidad de deteccion de la IgM disminuye:
algunos pacientes no montan una respuesta de tipo IgM,
0 esta es transitoria o no detectable segin el momento
en que se toma la muestra. En este grupo de pacientes
se recomienda realizar la deteccion de IgM después
de los 10 dias de iniciado los sintomas para mejorar la
sensibilidad del examen®. Durante un brote de parotiditis
en una universidad de Nueva York, en una poblacion con
mas de 96% de estudiantes vacunados, so6lo un 5% de
ellos present6 una IgM especifica positiva, mientras que
en 68% de ellos se confirmo el diagnostico por RPC™.
Estos valores dependen de la proporcion de la poblacion
vacunada y del dia en que se toma la muestra para los
respectivos examenes. Es asi como en otro reporte, donde
la vacunacion alcanzo 85% de la poblacion, la deteccion
de IgM alcanz6 46% y la RPC, 83% de positividad®. La
seroconversion por IgG o un alza en | Q ulos pudiera
ayudar en el diagndstico en estos casod==lembargo, en
una poblacién altamente inmunizada. Nuestra primera
paciente refiri6 haber recibido la vacuna tres virica y el
diagnostico de parotiditis se realizd6 mediante una RPC
de una muestra de saliva tomada a las 24 h de evolucion.
El resultado positivo para IgG podria corresponder a su
vacunacion, pero el resultado negativo de la IgM pudo
deberse a la toma de una muestra precoz; lamentablemente
no se pudo repetir este tltimo examen. Por el contrario,
el paciente del segundo caso refirido no haber recibido la
vacuna durante la campana del 2007, a pesar de pertenecer
al grupo objetivo. El diagndstico se obtuvo al quinto dia
de la enfermedad con IgM e IgG positiva para el virus,
concordante con el rendimiento de este examen en una
poblacion no vacunada.

En los altimos afios, se ha observado un aumento en las
tasas de notificacion de parotiditis a lo largo de todo Chile
y, ademas, se report6 un brote epidémico en la region de
Tarapaca en el afio 2015%. Considerando este aumento
y las caracteristicas de los paises donde se presentan los
brotes (poblacion con alta cobertura de vacunacion como
la nuestra), es necesario estar alerta ante su aparicion y
optimizar su diagnostico y manejo. En nuestro pais se
realiza una vigilancia activa de parotiditis con notifica-
cion obligatoria de esta enfermedad en forma diaria, con
sensibilizacion del personal de salud frente a la aparicion
de brotes epidémicos™'. El manejo del brote consiste
en detectar a las personas de mayor riesgo de contagio,
actualizar los esquemas de vacunacion en personas sin
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evidencia presuntiva de inmunidad y si existe contra-
indicacion para la vacunacion, tomar las medidas que
correspondan para evitar su exposicion y transmision®.
A raiz de los brotes observados en E.U.A, los Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) proponen
considerar el uso de una tercera dosis de vacuna tres virica
como medida de control durante un brote de parotiditis®!!.
Si bien no existe una recomendacion formal, los CDC
han sugerido el uso de esta tercera dosis en una poblacion
con alta cobertura de vacunacion, en situaciones de gran
hacinamiento con una intensa exposicion al virus, donde
la transmision es sostenida por mas de dos semanas y con
altas tasas de ataque (> 5 casos/1.000 individuos)®. Esta
tercera dosis disminuiria la tasa de ataque de la infeccion.
Aunque falta atn evidencia que apoye la efectividad de
esta tercera dosis, los ultimos reportes apoyan su utilidad
para disminuir el riesgo de infeccion, en particular en
aquellos pacientes que recibieron la tltima dosis hace
mas de una década'’".

Conclusion

La vacunacion contra el virus parotideo ha tenido un
impacto importante en la disminucion de la incidencia de
esta enfermedad. Sin embargo, se ha desplazado la edad
de riesgo de esta infeccion hacia los adultos jovenes, una
poblacion mas susceptible de presentar complicaciones.
Ademas, los brotes epidémicos siguen ocurriendo por
factores inmunologicos, viroldgicos y de hacinamiento.
Esta situacién epidemioldgica complica ademas el
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diagnostico de esta enfermedad. Las técnicas de biologia
molecular utilizadas en forma precoz impresionan ser
una herramienta relevante para fortalecer nuestro diag-
nostico clinico. Es importante recordar que, en nuestro
pais, esta infeccion sigue estando presente y requiere
ser notificada. Un diagndstico certero de esta patologia
permitird un mejor manejo clinico-epidemiologico de los
posibles brotes y optimizar las medidas de prevencion
secundaria.

Resumen

El virus de la parotiditis produce una infeccion benigna
caracterizada por un aumento de volumen parotideo que,
antes de la introduccion de la vacuna tres virica, afectaba
principalmente a nifios y adolescentes. Luego de que esta
vacuna se implementara en el Programa Nacional de
Inmunizaciones, se produjo una notable disminucion en
su incidencia. Ademas, ocasiond un cambio en la edad
y presentacion clinica, siendo mas frecuente en adultos
jovenes con mayor riesgo de complicaciones. Presenta-
mos dos casos clinicos de parotiditis en adultos jovenes
confirmados por serologia y en uno de ellos, por biologia
molecular. Se caracteriz6 el virus como del genotipo G,
como el descrito en los brotes en E.U.A y Europa, dife-
rente al virus contenido en la vacuna. El virus parotideo
sigue circulando en nuestro pais y debemos mantenernos
alerta ante eventuales brotes. Se hace relevante optimizar
el diagnostico etiologico por serologia o técnicas de
biologia molecular con fines clinicos y epidemiologicos.

Anexo

Caracterizacion molecular del virus parotiditis

La muestra de saliva fue tomada en tubo Salivette®, introduciendo en la cavidad oral del paciente el algodén hidrofébico por 1 minuto. Luego
de centrifugar la muestra, la saliva recolectada fue sometida a extraccion automatizada por MagnaPure system (Roche®). Para la deteccion
diagnostica, se utilizé una reaccion de polimerasa en cadena (RPC) en tiempo real para un fragmento de 71 pares de bases del gen N*2. Se
realizd una transcripcién reversa con random primers, segun protocolo de la enzima MMLYV (Invitrogen®) y luego la amplificacion se realizé
de acuerdo al protocolo publicado en la plataforma Lightcycler 2.0 (Roche®)*2. Como control positivo para la reaccion se utilizé una alicuota
de vacuna Tres Virica que contiene el virus parotiditis Leningrad Zagreb.

La muestra clinica positiva se usé para la genotipificacion del virus parotiditis mediante la amplificacién y secuenciacién del gen SH. El
protocolo de genotipificacion utilizado fue el sugerido por el CDC*, donde se amplificé una secuencia de 675 pares de bases del gen SH.

Anélisis filogénetico

Se seleccionaron 27 secuencias desde Genbank (X63709.1, AF526404.1, AF365924, AY039722.1, X63708.1, Y08212, AF142761.1,
AF142762.1, AF142763.1, AB003415.1, AF142774.1, AY380077.1, AB105481.1, KU756726.1, KU240089.1, KY996510.1, KY996511.1,
KY996512.1, KR633038.1, FN431985.1, AF314562.1, AB470486.1, JF727652.1, AY685921.1, AB744048.1, AB827968.1, AF315684.1)
que incorporan las cepas aisladas en brotes y las contenidas en la vacuna. Las secuencias fueron analizadas con el programa Bioedit para
el alineamiento e inferencia del mejor modelo de sustitucion nucleotidica. La historia evolutiva fue inferida mediante el uso del método de
maxima verosimilitud, basado en el modelo Kimura-234. El analisis involucra 28 secuencias, con un total de 174 posiciones analizadas. Los
anélisis fueron llevados a cabo mediante MEGAG?°.
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