RIDAA

Repositorio Institucional

\ Digital de Acceso Abierto de la
\\\ Universidad Nacional de Quilmes

Universidad
Nacional
de Quilmes

Mandile, Marcelo Gaston

A spectos epidemioldgicos y evolutivos de los
rotavirus humanos del grupo A : implicancias
en el desarrollo e implementacion de vacunas

Vs @@@ Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Argentina.
sl Sl Atribucion - No Comercial - Sin Obra Derivada 2.5
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ar/

Documento descargado de RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad
Nacional de Quilmes de la Universidad Nacional de Quilmes

Cita recomendada:

Mandile, M. (2016). Aspectos epidemiolégicos y evolutivos de los rotavirus humanos del grupo A: Implicancias
en el desarrollo e implementacién de vacunas. (Tesis de doctorado). Universidad Nacional de Quilmes, Bernal,
Argentina. Disponible en RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad
Nacional de Quilmes http://ridaa.ung.edu.ar/handle/20.500.11807/2022

Puede encontrar éste y otros documentos en: https://ridaa.ung.edu.ar

Roque Sdenz Pefia 352 // Bernal
Universidad Buenos Aires // Argentina
Nacional t:(+41 11) 4365 7100
de Quilmes f:(+54 11) 4365 7101

info@ung.edu.ar




Marcelo Gaston Mandile, Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto,
Mayo de 2016, pp. 209,

http://ridaa.ung.edu.ar,

Universidad Nacional de Quilmes, Secretaria de Posgrado,

Doctorado en Ciencia y Tecnologia

Aspectos epidemioldgicos y evolutivos de los rotavirus humanos
del grupo A. Implicancias en el desarrollo e implementacién de

vacunas
TESIS DOCTORAL

Marcelo Gaston Mandile

mgmandile@gmail.com

Resumen

El plan de trabajo pensado para esta tesis involucré como primer objetivo la vigilancia
epidemioldgica y caracterizacion de cepas de RVA causantes de diarreas desde el afo
2008 hasta el 2014 en la zona de Buenos Aires y Gran Buenos Aires. Este trabajo nos ha
permitido detectar cepas emergentes, como fueron las G12 acompafadas por P[8] durante
los afios 2008 al 2010 y desde el ano 2012 hasta el 2014, con altas frecuencias en los
afios 2009 y 2013. Por otro lado se observoé la reemergencia de cepas G2P[4], llegando a
frecuencias cercanas al 80% en el ano 2011. Por ultimo se ha detectado la reaparicion de
cepas G1P[8] en el afio 2014, alcanzando mas del 70% de frecuencia. Los resultados
generados han ayudado a establecer el patrén de fluctuacion de genotipos en nuestra
area en un periodo en el que muchos paises sudamericanos han incorporado alguna de
las vacunas contra RVA. Potencialmente, esta inmunizaciéon masiva podria afectar el
comportamiento natural de dicha fluctuacion y nuestro trabajo aporta cierta evidencia al
debate sobre este efecto que aun resulta controversial. A partir del 2015 se ha incorporado
la vacuna monovalente que contiene una cepa atenuada G1P[8] en el calendario nacional
de nuestro pais por lo que se abre un periodo crucial en el que se debe prestar especial

atencion en la evaluacion y monitoreo de los resultados de dicho plan de inmunizacién.
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ABREVIATURAS
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RVA: rotavirus del grupo A

RNA: acido ribonucléico

dsRNA: RNA de doble cadena

TLP: particulas de triple capa (Triple Layer Particles)
DLP: particulas de doble capa (Double Layer Particles)
nm: nanometros

mRNA: RNA mensajero

ssRNA: RNA de simple cadena

ORF: marco de lectura abierto (Open Reading Frame)

ER: reticulo endoplasmatico

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)

RT: retrotranscripcién

Pb: pares de bases

RV1: vacuna monovalente contra rotavirus
RV5: vacuna pentavalente contra rotavirus
CABA: Ciudad Autéonoma de Buenos Aires
PBS: buffer forfato salino

PBS-T: PBS, Tween 0,2 %

PBS-TC: PBS-T, caseina 1 %

OPD: orto-fenilendiamina

D0490: densidad éptica a 490 nm

cDNA: DNA complementario

GBA: Gran Buenos Aires

NT: no tipificable

NA: no amplificable

ml: mililitros

pl: microlitros
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mM: milimolar

pM: micromolar

BEAST: Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees
ACMR: Ancestro Comun Mas Reciente

MCMC: Cadenas de Markov Monte Carlo

SPREAD: Spatial Phylogenetic Reconstruction of Evolutionary Dynamics
aa: aminoacidos

wt: wild type

tc: tissue culture

DMSO: dimetilsiféxido

gPCR: PCR cuantitativa

MA: muestras ambientales

MC: muestras clinicas
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RESUMEN

Aunque mads de 20 microorganismos diferentes causan diarrea, los rotavirus del
grupo A (RVA) son la causa individual mas frecuente de diarrea severa en nifios pequefios.
Los estudios prospectivos de infecciones naturales permitieron determinar que la
infeccidon primaria protege contra la enfermedad severa en infecciones subsecuentes, en
particular cuando ambas infecciones se dan por el mismo serotipo. Es por esto que se ha
dado énfasis a los desarrollos de vacunas a virus atenuados pertenecientes a serotipos
humanos comunes. Dos vacunas han sido licenciadas desde 2006 en diversos paises pero
persisten dudas acerca de su efectividad en el marco epidemiolédgico y sanitario de
regiones subdesarrolladas. Los rotavirus del grupo A son altamente diversos en sus
caracteristicas antigénicas y gendmicas, e infectan a gran cantidad de especies incluyendo
mamiferos y aves vy, si bien se conocen los mecanismos basicos de su evolucién, no es
posible aldn explicar ni predecir la fluctuacién de los serotipos prevalentes en las
poblaciones humanas a lo largo del tiempo. La vigilancia epidemioldgica de los genotipos y
la caracterizacién de cepas comunes y emergentes en muestras de diarrea constituyen la
informacién basica para la aplicacion y evaluacién criteriosa de estrategias de
inmunizacion, pero también para intentar comprender la evolucion de estos agentes
virales. Por otro lado, el estudio de virus en aguas residuales es un método plausible como
aproximacion epidemioldgica alternativa o complementaria al estudio de muestras clinicas
gue permite establecer adicionalmente la circulacién de cepas no asociadas a enfermedad
como las vacunales y de las asociadas a infecciones asintomaticas. De esta forma, la
muestra cloacal completa el panorama evolutivo y epidemioldgico de los rotavirus
afladiendo la informacidn sobre el total de las cepas humanas en circulacién. La virologia
ambiental es un drea emergente con gran cantidad de temas a resolver como la
optimizacion de metodologias de concentracion de aguas, cuantificacion viral para

determinar la efectividad de métodos de tratamiento y andlisis de riesgo.

El plan de trabajo pensado para esta tesis involucré como primer objetivo la

vigilancia epidemioldgica y caracterizaciéon de cepas de RVA causantes de diarreas desde
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el afio 2008 hasta el 2014 en la zona de Buenos Aires y Gran Buenos Aires. Este trabajo
nos ha permitido detectar cepas emergentes, como fueron las G12 acompafiadas por P[8]
durante los afios 2008 al 2010 y desde el afio 2012 hasta el 2014, con altas frecuencias en
los afios 2009 y 2013. Por otro lado se observo la reemergencia de cepas G2P[4], llegando
a frecuencias cercanas al 80% en el afio 2011. Por ultimo se ha detectado la reaparicién de
cepas G1P[8] en el afio 2014, alcanzando mas del 70% de frecuencia. Los resultados
generados han ayudado a establecer el patrén de fluctuacidn de genotipos en nuestra
area en un periodo en el que muchos paises sudamericanos han incorporado alguna de las
vacunas contra RVA. Potencialmente, esta inmunizacion masiva podria afectar el
comportamiento natural de dicha fluctuacién y nuestro trabajo aporta cierta evidencia al
debate sobre este efecto que aun resulta controversial. A partir del 2015 se ha
incorporado la vacuna monovalente que contiene una cepa atenuada G1P[8] en el
calendario nacional de nuestro pais por lo que se abre un periodo crucial en el que se
debe prestar especial atencién en la evaluaciéon y monitoreo de los resultados de dicho

plan de inmunizacion.

Como parte de la caracterizacién de cepas, se han seleccionado muestras relevantes
para profundizar los estudios mediante el secuenciamiento de genes de importancia como
son los de VP7 y VP4. Hemos hallado resultados interesantes al estudiar la identidad
nucleotidica asi como realizando andlisis filogenéticos. En primer lugar, hemos detectado
un cambio de linaje en cepas G12, perteneciendo al linaje Il las cepas encontradas hasta el
afio 2007 y al linaje Il desde el afio 2008 en adelante. Al realizar andlisis similares con
cepas G2, se ha encontrado que, si bien agrupan dentro de un mismo linaje, se observan
dos grandes clados. Uno en el que agrupan cepas argentinas del 2007, que se asocian con
cepas brasileras de pocos afios antes, y otro donde se ubican cepas de nuestro pais del
2010y 2011 que se agrupan con cepas brasileras del 2009. Esto nos permitié suponer que
pueden existir introducciones en diferentes momentos de cepas brasileras en nuestra
region. Finalmente, al profundizar los estudios de las cepas G1 encontradas en el 2014,
hallamos que las cepas G1 circulantes hasta el 2010 pertenecen al linaje I, mientras que

las detectadas en el afio 2014 agrupan en el linaje |. Lo que sugiere que pudo haber una
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reintroduccion. El estudio de secuencias de genes no estructurales nos permitié asimismo
derivar algunas conclusiones y sugerencias interesantes. En este sentido, se realizo el
estudio de las secuencias de NSP4, la enterotoxina viral, de cepas causando alta
morbilidad y el estudio de secuencias de NSP1 de cepas G12P[9] que sugieren un evento

de reasociacion de segmentos y diseminacidn a paises limitrofes.

Otra parte de esta tesis fue el estudio de la relevancia de muestras de aguas
residuales como herramienta epidemioldgica mediante la comparacién con los resultados
de vigilancia a partir de muestras clinicas. En este aspecto hemos llegado a la conclusion
gue ambas muestras presentan correlacién respecto a las cepas prevalentes demostrando
la utilidad de la muestra cloacal con fines de vigilancia de virus entéricos. Ademas, hemos
encontrado que en este tipo de muestra ambiental se detectan mas genotipos cuyo origen
podria ser el de cepas excretadas al ambiente por pacientes asintomaticos, subclinicos o
de casos leves domiciliarios e incluso cepas animales que podrian llegar a conductos
cloacales. Sumado a esto, a partir de estas muestras se puede realizar la busqueda de
cepas vacunales para establecer la presencia y magnitud de su circulacion e investigar su
evolucién por deriva genética (mutaciones puntuales) e interaccidn con cepas salvajes. De
acuerdo a lo antedicho, la muestra de agua residual tiene varios usos potenciales en
investigacion de virus entéricos aunque los resultados hasta el momento volcados en esta
tesis se circunscriben a la relevancia de esta muestra ambiental en la vigilancia
epidemioldgica de los RVA y a la puesta a punto de la metodologia cuali y cuantitativa. En
particular, se han puesto a punto métodos de concentracion viral y ensayos de PCR en
tiempo real con los que se ha logrado determinar la carga viral de RVA que servirdan como
punto de partida para continuar con estudios de aplicacién en el monitoreo de
fluctuaciones estacionales y analisis de riesgo en otros tipos de matrices acuosas para este

y otros virus de interés.
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OBJETIVOS

Los Rotavirus del grupo A (RVA) son el agente etioldgico mas importante de
gastroenteritis en nifios menores de dos afios. Se estima que anualmente mueren
~450.000 nifios menores a 5 afios y es la principal causa de consulta médica e internacion
por diarrea aguda. Las tasas de infeccion por RVA no se relacionan con el nivel
socioeconémico, afectando por igual a nifios independientemente de su condicidn social.
Sin embargo, el 90% de las muertes ocurren en regiones necesitadas, circunstancia que se
estima debida a multiples factores siendo tal vez los mas importantes las condiciones
precarias de higiene y el dificil acceso a centros de salud. Desde el afio 2006 se licenciaron
en Argentina dos vacunas contra RVA, una monovalente (RV1), compuesta por una cepa
atenuada G1P[8], y otra pentavalente (RV5), mezcla de reasociantes bovino-humana.
Muchos paises de Latinoamérica han introducido alguna de estas vacunas a sus
calendarios de inmunizacién, siendo Argentina uno de los Udltimos en sumarse al
incorporar RV1 a su calendario a partir de 2015. Tanto en la era pre como en la
postvacunal, es de suma importancia saber cuales son las cepas circulantes de este virus.
En nuestro laboratorio se lleva a cabo la vigilancia de genotipos de RVA desde el afio 1996.
Estos estudios, apoyados por la caracterizacién por secuenciamiento, permiten obtener
informacidn util sobre las cepas prevalentes, detectar cepas emergentes o reemergentes,

la fluctuacién de las mismas y las posibles modificaciones por la introduccidn de vacunas.

La presente propuesta se enmarca en lineas de investigacion desarrolladas en el LIV
referentes al estudio de los RVA causantes de gastroenteritis en muestras clinicas de
nuestra regidén y, mas recientemente, en muestras ambientales. Desde hace varios afios el
LIV se ha involucrado también en el desarrollo de nuevas aproximaciones vacunales, linea
gue se nutre de la informacidn sobre prevalencia local y de aislados autdoctonos provistos
por estudios propios. En este contexto los objetivos generales del LIV en los que se

enmarca esta tesis son:
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Seguimiento en el tiempo de las fluctuaciones en los genotipos de RVA
causantes de diarreas en Buenos Aires y el Gran Buenos Aires, tema
abordado en el capitulo 1 de la presente tesis.

Caracterizacion de cepas inusuales/emergentes con potencial capacidad de
escape a la proteccion conferida por vacunas, su origen, mecanismos
evolutivos y diseminacién regional y global, tema abordado en el capitulo 2
de la presente tesis.

Caracterizacion de cepas dominantes, su origen, mecanismos evolutivos y
diseminacion regional y global, tema abordado en el capitulo 3 de Ia
presente tesis.

Incrementar la capacidad de estudio de las cepas circulantes, tanto humanas
como animales, estudiando muestras ambientales, en particular aguas
superficiales y residuales. Establecer correlaciones cuali y cuantitativas entre
las cepas detectadas en estudios de muestras clinicas y ambientales,
validando la utilizacién de éstas como aproximacion epidemioldgica y en

estudios evolutivos, temas abordados en el capitulo 4 de la presente tesis.
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1. ROTAVIRUS HUMANOS DEL GRUPO A

1.1. Impacto de la enfermedad causada por rotavirus

Los rotavirus del grupo A (RVA) son el agente etiolégico individual mas significativo
causante de diarrea severa en ninos. Mas de 125 millones de infantes y nifios jovenes
desarrollan diarrea por rotavirus cada afio, a nivel global, resultando en 440.000 muertes
(1), siendo la mayoria en paises en vias de desarrollo. Sin embargo, la incidencia de la
enfermedad causada por RVA es similar en nifios de paises en vias de desarrollo asi como
de paises desarrollados (Figura 1). Se ha encontrado que la tasa de deteccidén de infeccion
por rotavirus en nifios hospitalizados con diarrea ha sido del 39% en estudios realizados
en paises en vias de desarrollo y del 44% en paises desarrollados (1). Esto indica que la
tasa de infeccion no muestra diferencias entre nifios pertenecientes a distintos niveles
socioeconémicos, y que el suministro de agua limpia y la correcta higiene tienen poco
impacto en la transmision de los rotavirus. Aun asi, los nifios de paises en desarrollo
muestran una mayor mortalidad debido a los pobres sistemas de cuidados médicos y a la
malnutricién. Por ejemplo, se ha visto que en paises en vias de desarrollo como
Bangladesh, los rotavirus causan entre 6.000 y 14.000 muertes al afio en nifilos menores
de 5 afos, mientras que en un pais desarrollado como Estados Unidos, con

aproximadamente el doble de habitantes, el nUmero de muertes es menor a 40 (2, 3).

Paises en vias de

Pises desarrollados desarrollo

Desconocidos ) Desconocidos )
Rotavirus Rotavirus

. . Otros
Bacterias Bacterias

Otros

Figura 1. Incidencia de RVA en paises en vias de desarrollo y desarrollados. Proporcion
de agentes etioldgicos causantes de diarrea en pacientes hospitalizados en paises en vias
de desarrollo y desarrollados. Adaptado de Kapikian AZ et al., 2001 (4).

27



Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

Aunque la mortalidad infantil en paises desarrollados es baja, las consecuencias de
la enfermedad pueden ser muy costosas y causar significativas pérdidas econdmicas. Estas
pueden ser directas (costos médicos, visitas de pacientes ambulatorios, diagndstico y
medicamentos) o indirectas (pérdida de horas de trabajo de los adultos a cargo de los
nifios enfermos). Como ejemplo se puede mencionar que los costos asociados a la
enfermedad causada por rotavirus en Estados Unidos alcanzan los USS 100-400 millones

para el sistema de salud y USS 1.000 millones a nivel social (5).

En Latinoamérica se ha estimado que los RVA han sido causantes de
aproximadamente 6.300 muertes y cerca de 230.000 hospitalizaciones por afio en 14
paises en ausencia de vacunacién (6). En particular, en Argentina se ha calculado que la
enfermedad por estos virus genera alrededor de 150.000 consultas ambulatorias por

diarrea, 15.000 internaciones y 30 muertes anuales en niflos menores de 5 afios (7).

1.2 Descubrimiento de los rotavirus

Los primeros rotavirus en ser descriptos, en base a |la patologia y las caracteristicas
epidemioldgicas de la enfermedad, fueron las cepas murinas clasificadas bajo la
denominacion general de agentes responsables de la “diarrea epizodtica de los ratones
lactantes” (epizootic diarrea of infant mice: EDIM). Los rotavirus murinos también fueron
los primeros en ser visualizados por microscopia electronica. Al mismo tiempo, se
observaron virus con morfologia comparable en hisopados rectales de monos. Estos
agentes fueron descriptos como particulas de 70 nm con apariencia similar a una rueda,
por lo que fueron designados como rotavirus en base a la palabra en latin “rota” que
significa rueda (Figura 2). En 1969 se demostré la presencia de estas particulas en heces

de terneros con diarrea, asociando asi a estos virus con la enfermedad en el ganado (8).

La correlacidn entre la presencia de particulas compatibles con rotavirus y la diarrea
severa en nifios fue reportada por primera vez en 1973 por Bishop et. al. (10, 11) a partir

de la microscopia electrénica sobre cortes histolégicos de duodeno de nifios con
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gastroenteritis aguda. Poco después se demostréd que las cepas humanas y animales,
ademas de compartir caracteristicas morfoldgicas, compartian un antigeno de grupo, y
estos virus fueron clasificados como miembros del género Rotavirus dentro de la familia

Reoviridae.

Figura 2. Diagrama esquematico y micrografia de particulas de rotavirus. A. La particula
estd compuesta por tres capas proteicas concéntricas (VP7, VP6 y VP2) y espiculas
formadas por la proteina VP4. Los complejos de transcripcion compuestos por las
proteinas VP1 y VP3 se encuentran dentro de la capa de VP2. El genoma, de RNA doble
cadena (dsRNA), es segmentado. B. Particulas de triple capa (TLP) y unas pocas de doble
capa (DLP), indicadas con flechas, visualizadas por microscopia electrénica. La barra indica
100 nm. Adaptado de Estes M y Greenberg H, 2013 (9).

En 1980, se descubrieron en cerdos particulas morfolégicamente indistinguibles de
las cepas establecidas de rotavirus, sin embargo estas ultimas poseian un antigeno de
grupo diferente al de los virus previamente caracterizados. Este tipo de hallazgos condujo
a la identificacion de los rotavirus pertenecientes a seis grupos adicionales (B a G)
reservandose el grupo A para las cepas de rotavirus conocidas hasta el momento. Sélo los
grupos A, By C han sido asociados con enfermedad en humanos aunque la mayoria de los
casos son causados por las cepas del grupo A (8, 12). Recientemente se ha descripto un
octavo grupo (H) en el que se incluyd a un virus asociado a brotes de diarrea en humanos

en regiones restringidas de Asia (161), y también detectado en cerdos (162).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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1.3. Estructura del virion

Las particulas de rotavirus constan de tres capas proteicas concéntricas: una capa
interna formada por VP1, VP2 y VP3 que contiene al genoma, denominada core, una capa
intermedia formada por VP6 y una capa externa formada por VP7 y VP4 (Figura 3). La
estructura tridimensional de las particulas ha sido estudiada por numerosos grupos (13,
14). Se determind que las tres capas proteicas se encuentran ordenadas a lo largo de los
ejes de simetria doble, triple y quintuple, y estan perforadas por 132 canales acuosos en
tres arreglos simétricos distintos denominados clases. Los canales de clase | funcionan

como salida de los transcriptos de mRNA desde las particulas subvirales (Figura 3) (15).

La proteina VP1 actua como RNA polimerasa RNA dependiente y se encuentra
asociada al mRNA viral. También actia como replicasa durante la sintesis de dsRNA a
partir del molde de ssRNA (RNA simple cadena). VP2 es el principal componente del core y
forma parte de los viroplasmas, que son cuerpos de inclusién en el citoplasma de las
células infectadas. Esta proteina también es necesaria para la sintesis de dsRNA. VP3 es la
guanilil-transferasa y metil-transferasa, y es un componente esencial de los complejos de
transcripcién por lo que seria una enzima multifuncional con la capacidad de modificar el

extremo 5’ del mRNA para la formacion de la estructura cap (8, 16).

La proteina VP6 es la mdas abundante del virién y es el antigeno determinante del
grupo y del subgrupo. Es una proteina hidrofébica que forma trimeros espontaneamente,
es altamente inmunogénica y contiene epitopes muy conservados. Por estas razones
constituye el blanco mds importante para la deteccién inmunoldgica de los rotavirus.
Ademas, se une a la proteina no estructural NSP4, mediando la brotacidn de las particulas
inmaduras e incompletas hacia el reticulo endoplasmatico, donde ocurre la maduracién

del virus (8, 16).

La proteina VP7 es la glicoproteina de la capside externa y la segunda en abundancia
en el viridn. Esta involucrada en las interacciones iniciales con las células hospedadoras,

coordinando la unidn y el ingreso del virus en conjunto con VP4. También es capaz de
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inducir la producciéon de anticuerpos neutralizantes y sus principales determinantes

antigénicos se designan A (aa 87-96), B (aa 145-150) y C (aa 211-233) (8, 17).

VP4 es una de las proteinas de la capside externa, es multifuncional, no glicosilada y
presenta propiedades importantes como la union al receptor celular y la hemaglutinacion,
y se asocia a las caracteristicas de virulencia y tropismo. Es capaz de inducir la produccién
de anticuerpos neutralizantes. VP4 es clivada por la tripsina en dos proteinas: VP5* y
VP8%*, lo cual conduce a un aumento de la infectividad al facilitar la penetracién vy el

desnudamiento del virus (8, 16).

RNA ;
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Figura 3. Organizacion estructural de los rotavirus. A. Gel de poliacrilamida mostrando
los 11 segmentos gendmicos de dsRNA y las proteinas que codifican. B. Representacion
del virién. Se indican las proteinas VP4 (en rojo) y VP7 (en amarillo). C. Vista de un corte
del virién mostrando la capa intermedia (VP6, en azul) y la capa interna (VP2, en verde y
los complejos de VP1 y VP3, en rojo). D. Representaciéon esquematica de la organizacién
del genoma en la particula de rotavirus. Los segmentos gendmicos se representan como
espirales conicos invertidos rodeando las enzimas transcripcionales (esferas rojas) dentro
de la capa de VP2 (verde). E y F. Modelo de las particulas de doble capa (DLP) durante el
proceso de trnscripcidon realizado a partir de una reconstruccion de
crioelectromicrografias. La transcripcion endoégena resulta en la liberacion simultanea de
mRNA (en gris) desde los canales ubicados en los vértices de las DLP icosaédricas.
Adaptado de Jayaram et al, 2004 (18).
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1.4. Genoma

Los rotavirus poseen un genoma de dsRNA constituido por 11 segmentos, cuyos
tamarfios varian entre 667 pb (segmento 11) y 3.302 pb (segmento 1) (Figura 3), siendo el
genoma de un total aproximado de 18.500 pb (17). Se sabe que los segmentos necesitan
de intimo contacto con proteinas para ser empaquetados. A pesar que sigue siendo una
incdgnita cudles son estas proteinas, los candidatos son VP1, VP2 y VP3, pero no se
descarta un importante rol de las proteinas no estructurales (19). Dentro de la particula
viral el genoma se encuentra altamente ordenado, formando una estructura de

dodecaedro e interactuando con VP2 (17).

Cada segmento gendmico comienza con un cap en la regidon 5’ no codificante que
continda con un marco de lectura abierto (ORF, del inglés open reading frame) que
codifica para una proteina, seguido por un codon de stop. Para finalizar, se encuentra una
secuencia no codificante en el extremo 3’. Casi todos los segmentos finalizan con una
secuencia consenso, la cual contiene importantes sefiales para la expresion génica y la
replicacion del genoma. Los ultimos cuatro nucleétidos de los mRNA funcionan como
enhancers de la traduccién (20). La longitud de los extremos 3’ y 5’ no codificantes varian
para diferentes genes, pero aquellos de cepas homodlogas son muy conservados. Otra
particularidad de estas regiones es que no se han encontrado secuencias de
poliadenilacién en los extremos 3’ de los genes. Y aunque algunos de los genes poseen
ORF adicionales en fase, como los genes 7, 9 y 10, las evidencias indican que todos los
genes son monocistrénicos a excepcién del gen 11, el cual posee un ORF adicional que se

encuentra fuera de fase (9).

Los rotavirus codifican seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis
proteinas no estructurales (NSP1-NSP6). Se ha establecido una correlacidén entre genes y
proteinas para varias cepas de rotavirus aunque la correlacién entre las proteinas y su

funcidn sélo se conoce parcialmente (Tabla 1).
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1.5. Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales de los rotavirus se encuentran en las células
infectadas pero estan ausentes en las particulas maduras. La proteina NSP1 exhibe gran
variabilidad de secuencia entre cepas de rotavirus y no es esencial para la replicacién en
cultivo celular. Sin embargo, estudios recientes indican que NSP1 esta involucrada en la
restriccion del rango de hospedador. Ademas, contrarresta la respuesta innata antiviral y
suprime la induccidn de la apoptosis durante los estadios tempranos de la infeccion (21-

24).

NSP2 esta involucrada en la replicacion y encapsidacion del genoma. Ademas, esta
proteina interacciona con NSP5 y juntas participan en la formacion de los viroplasmas.
Una vez formados éstos, interacciona con VP2 y VP1. Por otro lado, NSP2 es una enzima
multifuncional: se une a ssRNA y tiene actividad desestabilizadora de hélice, es una
nucledsido trifosfatasa (NTPasa), RNA trifosfatasa (RTPasa) y nucledsido difosfato kinasa

(25-31).

Los mRNA de los rotavirus poseen cap 5, pero no estan poliadenilados en sus
extremos 3’. En lugar de esto cuentan con una secuencia especifica donde se une la
proteina NSP3, la cual actia como andloga a la proteina de unidn a poli A. A su vez, la
region C terminal de NSP3 interactia con el factor de iniciacion de la traduccidon 4Gl.
Como consecuencia de esto, se arresta la traduccidn de los mensajeros celulares mientras

gue los transcriptos virales son traducidos (23, 33).

NSP4 es la Unica proteina no estructural que no une RNA. Es la primer enterotoxina
viral descripta y funciona como receptor intracelular en la membrana del reticulo
endoplasmatico. Puede afectar la movilizacién de calcio en las células, lo que seria
importante para el ingreso del virus por mecanismos endociticos dependientes de calcio.
Durante la morfogénesis viral, esta involucrada en la remocion de la envoltura transitoria

(8, 16, 14).
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NSP5 es una fosfoproteina de uniéon a RNA y a otras proteinas virales como NSP2,
VP1, VP2 y NSP6. Si bien aun no se ha dilucidado, se cree que esta proteina es
autofosforilada. Varios estudios han revelado que NSP5 estd involucrada en varios
procesos como la dinamica y regulacién de los viroplasmas vy, junto a NSP2 y otras de las
proteinas virales, intervienen en la regulacién de los procesos de replicacién del genomay

encapsidacion (35-40).

A diferencia del resto de las proteinas no estructurales, NSP6 no es codificada por
todas las cepas de rotavirus. Para aquellas que si la expresan, ésta es traducida a partir de
un ORF que se encuentra fuera de fase respecto al marco de lectura del ORF de NSP5, el
cual esta codificado en el mismo segmento 11. NSP6 es una proteina pequena de unidn a
RNA y, aunque su funcion aun no esta del todo caracterizada, algunos estudios sugieren

gue tiene un rol en la replicacién viral (41, 42).

1.6. Clasificacion

Los rotavirus pueden ser clasificados de distintas maneras (Tabla 2) en base a su
diversidad genética y antigénica. Sin embargo, el sistema de clasificacién dual en
genotipos, basado en las dos proteinas de la capside externa, VP7 (genotipo G) y VP4
(genotipo P) (8) ha sido el mds usado con fines epidemiolégicos. Esto obedece a su fuerte
correlacién con la clasificacion en serotipos de los rotavirus del grupo A y la relativa

facilidad para su determinacion.

34



Tesis doctoral UNQ

Tabla 1. Proteinas de rotavirus.

Lic. Marcelo Gaston Mandile

Peso . Numero de
Segmento Producto Localizacion , .
L. . molecular .. moléculas Propiedades
genomico proteico en el virién .
(kDa) por virion
RNA polimerasa RNA dependiente,
1 VP1 125,0 Core 12 unién a ssRNA, integra el complejo
de transcripcion con VP3
Unidn a RNA, requerida para la
2 VP2 102,7 Core 120 actividad replicasa de VP1
Guaniltransferasa,
3 VP3 88,0 Core 12 metiltransferasa, integra el
complejo de transcripcion con VP1
VP4 Trimeros de VP4 forman espiculas,
(clivada en 86,7 Capside hemaglutinlina, union a rece'pto'rl
4 " 120 celular, antigeno de neutralizacién
VP5* y (52,9y24,7) externa o . .
" especifica de tipo P, determinante
VP8%*) . .
de la virulencia
Unidn a RNA, rol en la supresion
5 NSP1 58,6 No estructural - de la respuesta de IFN, se asocia al
citoesqueleto
Principal proteina del viridn, forma
6 VP6 448 ' Cap5|de' 780 trimeros, antlgeng de grupoy
intermedia subgrupo, requerida para la
transcripcidn
Unidn a extremo 3’ de mRNA
7 NSP3 34,6 No estructural - virales, forma dimeros, control de
la traduccion
Unidon a RNA, a NSP5y VP1,
8 NSP2 36,7 No estructural - NTPasa y helicasa, formacion de
virosomas
Glicoproteina, antigeno de
9 VP7 374 Capside 780 ney:cralizacic?n especll'fica de tipo G,
externa union a calcio en reticulo
endoplasmatico
Glicoproteina no estructural,
10 NSP4 20,3 No estructural - proteina transmembrana,
enterotoxina
Unidn a NSP2 y NSP6, forma
NSP5 21,7 No estructural - multimeros, unién a ssRNA,
11 localizacién en viroplasmas
Unid NSP5, | lizacio
NSP6 12,0 No estructural - nion a »jocallzacion en

viroplasmas

Adaptado de Estes y Kapikian, 2007 (8).

1.6.1. Serogrupo, grupo y subgrupo

Los grupos y subgrupos de rotavirus estdn determinados por epitopes en la proteina

VP6, la cual representa mas del 51 % del virién. Los grupos pueden caracterizarse por
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distintos ensayos serolégicos, como inmunofluorescencia, ELISA y microscopia
inmunoelectrdnica (8). Como alternativa o reemplazo para la clasificacién de grupo, desde
el afio 2012 se ha propuesto que el criterio se base en las secuencias nucleotidicas del gen
de VP6. Hasta el momento se han identificado ocho grupos denominados A a H, de los
cuales los rotavirus del grupo A son los principales patégenos humanos y animales. Los
grupos B y C también infectan humanos pero en menor medida, y por ultimo el grupo H,
antes denominado “nuevo rotavirus de diarrea en adultos”, también (43). El resto de los
grupos (D a G) solo infectan animales y no han sido detectados en humanos. Estos ocho
grupos ya han sido formalizados por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV),
sin embargo una publicacidn reciente propone un nuevo candidato de rotavirus detectado

en perros en Hungria y seria un potencial grupo | (44).

Entre los rotavirus del grupo A, se han identificado cuatro subgrupos (I, Il, I y Il, y no
I/1l) en base a la reactividad con anticuerpos monoclonales contra VP6. El subgrupo |
incluye a la mayoria de las cepas de rotavirus animales y el subgrupo Il contiene a la
mayoria de las cepas humanas. El tercer subgrupo comparte los sitios antigénicos de los
subgrupos | y I, mientras que el cuarto subgrupo no comparte ninguno y consiste

principalmente en cepas de rotavirus de aves (8).

1.6.2. Electroferotipos

Los rotavirus del grupo A también pueden ser clasificados como de electroferotipo
largo o corto en base a la movilidad electroforética del segmento 11 en geles de
poliacrilamida (Figura 3a). Mientras que los rotavirus humanos con un patrén corto,
exhiben generalmente la especificidad del subgrupo |, aquellos con patrdn largo poseen la
especificidad del subgrupo Il. En contraste, los patrones largos con especificidad del

subgrupo | se asocian comuUnmente con rotavirus animales (45, 46).
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Tabla 2. Estrategias de clasificacidn para los rotavirus.

Clasificacion Determinantes Tipos establecidos
Serogrupo Proteina VP6 GruposAaH
, Subgrupo |, II,
Subgrupo Proteina VP6 Ly 11, no-I/I
, . ., - Corto,
. Patron de migracion electroforética
Electroferotipo L. Largo,
del segmento gendmico 11 ,
Super-corto
Serotipo G Proteina VP7 (Glicoproteina) G
Serotipo P Proteina VP4 (Sensible a Proteasas) P
Genotipo G Secuencia del gen de VP7 G
Genotipo P Secuencia del gen de VP4 P[]
Hibridacién RNA-RNA de los 11 Wa-like,
Genogrupo segmentos gendmicos DS-1-like,
8 & AU-1-ike
Clasificacion basada en el Secuencias nucleotidicas de los 11 G,P, IR, C M,
genoma completo segmentos gendmicos AN, T,E,H
1.6.3. Genogrupos

La clasificacidon en genogrupos se basa en la homologia de todos los segmentos de
RNA, empleando ensayos de hibridacion. Se han definido tres genogrupos entre los
rotavirus humanos: Wa-like, DS-1-like y AU-1-like. En este sistema, se considera que una
cepa pertenece a cierto genogrupo si contiene al menos siete segmentos gendmicos

similares a ese genogrupo en particular (47).

1.6.4. Serotipos

Los serotipos se definen empleando ensayos de neutralizacién (por reduccion de

placas o focos fluorescentes) empleando antisueros dirigidos contra particulas virales
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purificadas. Estos ensayos miden la actividad neutralizante de los anticuerpos dirigidos
contra las dos proteinas de la capside externa y permiten definir los serotipos G (basados
en la glicoproteina VP7) y los serotipos P (basados en la proteina sensible a proteasas VP4)

(8)
1.6.5. Genotipos

La genotipificacion es el sistema mas usado para la clasificacidén de los rotavirus. Los
genotipos G y P se basan en la diversidad de las secuencias nucleotidicas que codifican dos
proteinas de la capside externa: VP7 y VP4, respectivamente. Se ha establecido como
valor de corte, un porcentaje de identidad nucleotidica del 89 % para definir los distintos
genotipos G y P. A la fecha, se han reportado 29 genotipos G y 41 genotipos P en especies
de mamiferos y aves (48-51). Todos los genotipos G se correlacionan con los serotipos G;
sin embargo, no ha sido posible establecer la correlaciéon genotipo-serotipo P en todos los
casos. Por esto, se emplea una nomenclatura dual de tipificacién P: se escribe el nimero
de serotipo P (y letra en el caso de subtipos) seguido del numero de genotipo P entre
corchetes (8). En muchos casos, en la literatura se consignan ambas designaciones, por
ejemplo P1A[8] corresponde al serotipo 1A, genotipo 8. Sin embargo, actualmente la
tendencia es a determinar y consignar solo el genotipo dadas las dificultades técnicas para

serotipificar y establecer nuevas especificidades seroldgicas.

1.6.6. Clasificacion basada en el genoma completo

Recientemente se desarrollé6 un sistema de genotipificacion basado en las
secuencias completas de los 11 segmentos gendmicos propuesto por Matthijnssens et al.
(48). En este sistema, cada uno de los segmentos gendmicos de rotavirus es genotipificado
empleando un valor de corte del porcentaje de identidad de la secuencia nucleotidica. De
acuerdo a este sistema, se han definido 29 genotipos G (Glicoproteina, VP7), 41 P
(sensible a Proteasas, VP4), 21 | (capa Intermedia, VP6), 14 R (RNA polimerasa, VP1), 14 C
(Core, VP2), 13 M (Metiltransferasa, VP3), 24 A (Antagonista de IFN, NSP1), 14 N (NTPasa,
NSP2), 16 T (potenciador de la Traduccién, NSP3), 21 E (Enterotoxina, NSP4), y 16 H

(Fosfoproteina, NSP5/6) (50). En base a esta clasificacion, se demostré que las dos
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constelaciones de genotipos que circulan en humanos en todo el mundo y en combinacion
con diversos genotipos G y P, son: 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like, similar a la cepa
Wa) y 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, (DS-1-like, similar a la cepa DS-1) (Tabla 3). Se cree
que las cepas humanas Wa-like tienen un ancestro comun con cepas de rotavirus
porcinas, mientras que las cepas DS-1-like tendrian un ancestro comun con cepas de
rotavirus bovinas. Una tercera constelacion de genotipos humana que circulan de forma
mucho menos extensa es la AU-1-like: 13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3, la cual se habria

originado a partir de cepas de rotavirus de gatos o perros (52).

Tabla 3. Constelaciones de genotipos de cepas humanas seleccionadas.

Constelacién

Cepas de rotavirus E

de genotipos

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P1A[8] P[8]
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G3P1A[8] p8] |11 [ R [ct [mi[A1 [ N1 |T1 |E1|HL
RVA/Human-wt/USA/DC5115-Bethesda/1977/G4P[8] G4 | P8] |11 |RL [cl |[mM1|AL [ N1 |T1 [E1 |HL
RVA/Human-wt/BEL/B3458/2003/G9P[8] G9 | P8 |11 |RL [cl |[mM1|AL [ N1 |T1 [E1 |HL
RVA/Human-wt/BEL/B4633/2003/G12P[8] Wa-like G12 | P8 |11 |RL |c1 | M1 |A1 | N1 |T1 |[E1l |H1

RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P[8]
RVA/Human-wt/CIV/6736/2004/GSP[8]
RVA/Human-wt/NGA/6717ARN/2002/G10P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P[8]

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
RVA/Human-wt/DEU/GER1H/2009/G8P[4]
RVA/Human-wt/BEL/B1711/2002/G6P[6]
RVA/Human-wt/COD/DRC88/2003/G8P[8] DS-1-like
RVA/Human-wt/COD/DRC86/2003/G8P[6]
RVA/Human-tc/IND/69M/1980/G8P4[10]
RVA/Human-wt/ZAF/GR10924/1999/G12P[6]

RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9] AU-1-like G3 [P9] 13 R3 | C3 | M3 | A3 N3 | T3 | E3 | H3
RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12P[9] ! G12 | [P9] 13 R3 | C3 | M3 | A12 | N3 | T3 | E3 | H6

EVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-9/1992/G1P7[5]
EVA/Vaccine/USA/RotaTeq-DC2-9/1992/G2P7[5]
EVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI78-8/1992/G3P7(5]
EVA/Vaccine/USA/RotaTeq-BrB-9/1996/G4P7[5]
EVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI79-4/1992/G6P1A[8]
EVA/Vaccine/USA/Rotarrix-RIX4414/1882/G1P1A[8]

Vacunas

Tabla 3. Los genotipos pertenecientes a la constelacién Wa-like, DS-1-like y AU-1-like se
muestran en verde, rojo y naranja, respectivamente. El genotipo P[6] se muestra en
celeste y los genotipos tipicamente bovinos se muestran en violeta y lila. Adaptado de
Matthijnssens, 2012 (52).
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1.7. Replicacion

La replicacién viral ocurre en las células epiteliales maduras del intestino delgado
(enterocitos). Se ha estudiado detalladamente la replicacion in vitro, cuyo ciclo se
encuentra diagramado en la Figura 4. Las particulas de triple capa (TLP, es decir, los
viriones infectivos) se unen a la célula hospedadora e ingresan por endocitosis mediada
por receptor o por penetracién directa. Si bien no se han caracterizado completamente los
receptores celulares para rotavirus, se ha establecido que el ingreso viral se da por una
secuencia de interacciones con receptores primarios y secundarios (que actian como co-

receptores) (8).

La replicacion tiene lugar en el citoplasma. Luego de la remocién de la capside
externa de las TLP mediada por enzimas celulares y por bajos niveles de calcio, emergen
las particulas de doble capa (DLP). Las mismas, se vuelven transcripcionalmente activas y
un gran numero de moléculas de RNA de polaridad positiva (con cap pero no
poliadeniladas) se transcriben a partir de los 11 segmentos de RNA. Estos salen de las DLP
a través de los 12 canales acuosos de clase | localizados en los extremos de los ejes de
simetria quintuple. Las nuevas moléculas de RNA actian como mRNA (y sus productos de
traduccion se acumulan en el citoplasma) o son replicadas en los viroplasmas. Las dos
proteinas no estructurales, NSP2 y NSP5, son las principales componentes de los
viroplasmas, esenciales para la replicacion del RNA y la morfogénesis temprana. Los
viroplasmas también contienen VP1, VP2, VP3, VP6, NSP4 e inicialmente, los mRNA
transcriptos a partir de todos los segmentos gendmicos. NSP5 interactia tanto con VP2

como con VP1 (53).

Se desconoce el orden exacto de los eventos durante la morfogénesis temprana, las
interacciones moleculares y los mecanismos de control de la brotacién hacia el interior del
reticulo endoplasmatico rugoso, por medio de la interacciéon entre NSP4 (como receptor
intracelular) y VP6. Una envoltura derivada del reticulo rodea transitoriamente a las DLP,
permitiendo la incorporacion de VP7 y VP4. Los viriones infecciosos compuestos por las

tres capas proteicas se liberan por lisis de células no polarizadas (como células MA104) o
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por salida de células polarizadas (como células Caco-2) antes de observarse efecto
citopatico. En muestras de materia fecal, pueden observarse tanto TLP como DLP e incluso

particulas que no contienen RNA gendmico (53).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de los rotavirus. El virion (TLP) se une inicialmente a la
superficie celular y es internalizado por endocitosis. La pérdida de la capside externa y la
liberacion de las DLP al citosol, activa el complejo de polimerasa que transcribe los 11
segmentos gendmicos. Estos funcionan como mRNA para la sintesis de proteinas virales o
como molde para la sintesis de dsRNA gendmico. En los viroplasmas se localizan los
componentes necesarios para la replicacion y el ensamblado de las particulas subvirales.
Se ha propuesto que el ensamblado de la capside externa ocurre por reclutamiento de las
DLP por NSP4 y la proteina VP4 ubicada en el lado citosdlico de la membrana reticulo
endoplasmatico (ER). A través de un mecanismo no definido, el complejo DLP-VP4-NSP4
brota hacia el interior del ER. La remocion de la membrana del ER y de NSP4 permitiria el
ensamblado de la proteina VP7 y la formacién de las TLP. La liberacion de los viriones a
partir de las células infectadas, los expone a proteasas del tracto gastrointestinal. Esto
resulta en el clivaje especifico de VP4 en VP5* y VP8* para producir los viriones
infecciosos. IFN: interferén. Adaptado de Trask et al, 2012 (53).
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2. PATOGENESIS

La infeccidn con rotavirus, produce necrosis celular extensa del epitelio del intestino
delgado. Esto conduce a la atrofia de las vellosidades, la pérdida de enzimas digestivas, la
reduccion en la absorcion y un aumento en la presién osmoética del lumen intestinal que
desencadena la diarrea. Estos eventos, seguidos por la hiperplasia de las criptas y la

secrecion de fluidos, contribuyen a la severidad de la diarrea (8).

2.1. Mecanismos de la diarrea por rotavirus

El descubrimiento de la propiedad enterotdxica de la proteina NSP4 explica la
observacion de que los animales infectados por rotavirus presentan una importante
diarrea con anterioridad a la deteccion del dafio histoldgico. NSP4 produce un aumento en
la concentracion de calcio intracelular y desequilibra la homeostasis de electrolitos.
Ademas es secretada por las células infectadas e inicia cascadas de sefalizacion en células

no infectadas (figura 5) (8, 54).

2.2. Inmunidad

Las infecciones neonatales o primarias por rotavirus inducen principalmente una
respuesta inmune humoral que provee inmunidad homotipica y proteccion parcial contra
infecciones subsecuentes por rotavirus de otros serotipos. La protecciéon aumenta

progresivamente con las sucesivas reinfecciones.

Aunque no han sido determinados los correlatos exactos de la inmunidad
protectora, el mejor correlato parece ser el nivel de coproanticuerpos del isotipo A (IgA)
especificos para rotavirus (56-58). Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas de la

capside interna e intermedia, VP2 y VP6, alcanzan titulos altos (59-61) y si bien no son
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neutralizantes in vitro, son protectores in vivo en el modelo de ratén. Se cree que actuan
por interaccién con las DLP intracelularmente durante la transcitosis de las IgA secretorias

previniendo la transcripcién y la maduracion (neutralizacién intracelular) (62).
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Figura 5. Fisiopatologia de la diarrea causada por rotavirus. Durante el primer ciclo de
replicacion de rotavirus en las células de la mucosa intestinal, la sintesis de las proteinas
virales en el citoplasma conduce a: aumento de la permeabilidad de la membrana
plasmatica al calcio (Ca), activacion de mecanismos regulatorios e incremento en la
concentracién de Ca en el reticulo endoplasmatico (ER). Esto promueve la activacion de
enzimas dependiente de Ca, lo que a su vez induce la lisis celular y liberacidén de proteinas
virales y progenie viral. La proteina NSP4 actla como enterotoxina sobre células no
infectadas e induce diarrea secretoria a través de: a) secreciéon dependiente de Ca por
células intestinales, b) secrecién dependiente de Ca de péptidos y aminas que estimulan al
sistema nervioso entérico, y c) activacidon de la secrecion de iones cloruro inducida por el
sistema nervioso entérico. En paralelo, el virus liberado infecta otras células. Esto conduce
a muerte celular masiva y, como consecuencia, a la reduccién de la superficie absortiva
del epitelio intestinal y al componente osmético de la diarrea. DLP: particulas de doble
capa, TLP: particulas de triple capa, Ins(1,4,5)P3: inositol 1,4,5-trifosfato, PLC: fosfolipasa
C, SERCA: ATPasa dependiente de Ca del ER. Adaptado de Bomsel et al, 2003 (55).
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Ademas existe una respuesta citotoxica especifica para rotavirus por parte de células
T, pero aun no estd claro su rol exacto en la resolucién de la infeccién primaria o en la
proteccion frente a infecciones subsecuentes (63). Distintas lineas de evidencia
demuestran que la infeccion natural o la vacunacion, protegen contra la enfermedad
severa en infecciones subsecuentes aun cuando el serotipo del virus difiera del

correspondiente a infecciones o vacuna previas (64).

2.3. Enfermedad, diagnéstico y tratamiento

Luego de un periodo corto de incubaciéon de 1 a 2 dias, el comienzo de Ia
enfermedad es repentino. Los sintomas incluyen: diarrea de 4 a 7 dias de duracion,
vomitos, fiebre, y deshidratacion rapida. El grado de severidad de la enfermedad es
variable y se han descripto manifestaciones frecuentes como el desarrollo de infecciones
inaparentes por las llamadas “cepas de nursery” o muy raras como las infecciones del
sistema nervioso central, las infecciones cronicas y la hepatitis en nifilos con
inmunodeficiencias. También son frecuentes los sintomas respiratorios, aunque no hay

evidencia de que los rotavirus repliquen activamente en el tejido pulmonar (8, 65).

El diagndstico de una infeccidon por rotavirus es relativamente sencillo dado que en el
estadio agudo de la enfermedad se excretan grandes cantidades de particulas virales
(hasta 10" particulas/gramo de heces). Las principales técnicas empleadas son: los
enzimoinmunoensayos (ELISA), los tests de aglutinacién pasiva y la microscopia
electrénica (no muy usada actualmente). Asimismo se emplean técnicas moleculares tales
como RT-PCR tanto para la deteccion como para la tipificacion. El tratamiento de la
enfermedad por rotavirus consiste en rehidratacién oral, subcutdnea o endovenosa. Las
inmunoglobulinas orales parecen tener efecto en la duracion de la diarrea y en la

excrecion del virus pero no se usan de rutina (8, 65).
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3. EPIDEMIOLOGIA

3.1. Transmision

Los rotavirus son altamente contagiosos y su modo de transmisidn es por la via
fecal-oral. Debido a que el virus es muy estable en el ambiente, la transmisién puede
ocurrir por contacto persona-persona, a través de comida, agua o por contacto con
superficies contaminadas. Asi también, las infecciones intrahospitalarias son muy
comunes (8, 66). Anteriormente se consideraba que la infeccidon por rotavirus se limitaba
al tracto gastrointestinal. Sin embargo, se ha detectado rotavirus en secreciones
nasofaringeas de niflos con o sin sintomas gastrointestinales (67), por lo que también
podria transmitirse por la via respiratoria. Las infecciones por rotavirus se asocian
comuUnmente con antigenemia (presencia de antigenos virales en la sangre) en nifios con
diarrea y también, aunque menos frecuentemente, presencia de RNA viral en la sangre
(68). Ademas, se ha detectado rotavirus en suero y en multiples drganos de animales
infectados experimentalmente (69), asi como en el liquido cefalorraquideo y en tejidos de
nifos y adultos. Estos hallazgos demuestran la diseminacién de los rotavirus fuera del

intestino, y sugieren una posible infeccidn sistémica en nifios y animales infectados (8).

3.2. Incidencia

La incidencia de la enfermedad es mayor en nifios de entre 6 y 24 meses. Los nifios
de este rango etario corren mayor riesgo de padecer enfermedad severa por rotavirus y
requerir hospitalizacion. En total, los rotavirus son responsables de entre 25 y 50 % de las
hospitalizaciones de nifos por diarrea en todo el mundo. Durante los primeros 5 afios de
vida, virtualmente todos los nifios habran experimentado un episodio de diarrea por

rotavirus, tanto en paises en desarrollo como en paises desarrollados, pero las
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consecuencias de la infeccidon son muy diferentes (70). Las infecciones de rotavirus en
adultos, por lo general, no causan manifestaciones clinicas o son minimas, pero

ocasionalmente pueden causar enfermedad (3).

Hoy en dia, los rotavirus son reconocidos como la principal causa de gastroenteritis
infantil severa en todo el mundo (71, 72). Se ha estimado que a nivel global, los rotavirus
causan la muerte de 453.000 nifilos menores de 5 afios anualmente (correspondiente al 37
% de las muertes totales por diarrea y al 5 % de las muertes totales en este grupo etario).
En Latinoamérica se estima que RVA causa aproximadamente 6.300 muertes y 230.000
hospitalizaciones anualmente (6). En tanto que un estudio reciente calcula que en
Argentina 150.000 consultas ambulatorias por diarrea, 15.000 internaciones y 30 muertes
anuales en menores de 5 afios se deben a este enteropatégeno (73). A pesar de que la
proporcion de rotavirus detectado en nifos hospitalizados con diarrea fue mayor en
paises desarrollados, la mayoria de las muertes asociadas se detectaron en paises en vias
de desarrollo en Africa y Asia. En solo cinco paises (India, Nigeria, Pakistan, Republica
Democratica del Congo y Etiopia) se contabilizaron la mitad de las muertes (1, 70). El
riesgo elevado de mortalidad por rotavirus en paises de bajos ingresos se asocia a una
combinacion de factores, incluyendo el acceso limitado a la atencién médica y a terapias
de rehidratacion, una mayor prevalencia de desnutricion y otras causas de mortalidad

infantil.

Por estos motivos, desde la década de 1980, la investigacién se ha enfocado en el
desarrollo de vacunas contra rotavirus. Desde el afio 2006 se licenciaron dos vacunas en
numerosos paises, y en algunos de ellos ya han sido incluidas en los planes nacionales de
vacunacion (Figura 6) (74), como es el caso de Argentina que incorpord la vacuna

monovalente en el afio 2015 (75).
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Figura 6. Mortalidad global por diarrea aguda por rotavirus y cobertura de vacunacion.
Mapa mundial indicando la mortalidad estimada por rotavirus por pais. Los distintos tonos
indican el riesgo de muerte por nifio de hasta los 5 afios. Los colores rojo y azul
representan a los paises sin o con cobertura de vacunacién contra rotavirus (RV),
respectivamente. Adaptado de Lepage et al, 2012 (76). Debe notarse que a partir del afio
2015 Argentina ha incorporado la vacuna monovalente a su Calendario Nacional de
Inmunizacién (75).

3.3. Estacionalidad

Los cambios estacionales son ciclicos, mayormente predecibles, y representan las
variaciones externas que afectan a los sistemas naturales y humanos. La mayoria de los
casos de infeccidn con rotavirus en paises con climas templados, ocurre en el invierno (77-

79). En contraste, se pueden aislar rotavirus durante todo el afio en paises en desarrollo
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con climas tropicales o subtropicales (80-82), aunque algunos estudios reportaron picos

durante el invierno (8).

4. DIVERSIDAD GENOMICA Y EVOLUCION DE LOS ROTAVIRUS

4.1. Mecanismos asociados con la diversidad

Existen tres mecanismos evolutivos principales que afectan la diversidad genética de
los rotavirus: a) la deriva genética (mutaciones puntuales), b) el rearreglo (recombinacion)

y ¢) la reasociacién.

La deriva genética por acumulacion de mutaciones puntuales da lugar a las
variaciones intragenotipicas entre cepas de rotavirus. La frecuencia de mutacion es
relativamente alta debido a las caracteristicas de la RNA polimerasa RNA dependiente. Los

rearreglos ocurren por deleciones, inserciones o duplicaciones parciales (8, 46).

La naturaleza segmentada del genoma de los rotavirus permite que ocurran
reasociaciones de segmentos. Durante estos eventos, se intercambian uno o mas
segmentos gendmicos provenientes de dos cepas distintas, lo que resulta en una progenie
nueva de rotavirus. La frecuencia de reasociaciones aumenta cuando una poblacidn mixta
de rotavirus se propaga en hospedadores animales y humanos. En teoria, a partir de las
posibles combinaciones de los 11 segmentos es posible obtener una enorme variedad de
cepas diferentes. Si la reasociacion ocurriese al azar, los 11 segmentos de dos cepas
parentales de rotavirus podrian dar lugar a 2™ (2.048) combinaciones génicas posibles

(83). Un posible ejemplo de este fendmeno se esquematiza en la Figura 7.
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Hospedador humano infectado
Cepas parentales por dos genotipos rotavirales Cepas reasociantes
diferentes

Figura 7. Reasociacion de segmentos entre dos cepas de rotavirus. Las cepas parentales
G1P[8] y G2P[4] infectan un hospedador humano y pueden generar diferentes progenies.
Se ejemplifican dos reasociantes posibles, G1P[4] y G2P[8]. Adaptado de Rahmnan, 2008
(84).

Debido a que las proteinas de superficie VP7 y VP4 son los principales blancos de la
respuesta de anticuerpos neutralizantes del hospedador, las reasociaciones entre cepas
pertenecientes a distintos tipos G (VP7) y P (VP4) han sido las mas estudiadas. Al
momento, se han identificado por lo menos 120 combinaciones G-P diferentes (Figura 8).
Afortunadamente, la variabilidad global G-P en cepas de rotavirus causantes de diarreas
en humanos es reducida, observandose los genotipos G1, G3, G4, G9 y G12 en asociacion
preferente con P[8], y el genotipo G2 con P[4] (8, 48, 85). Esto es debido a que, a pesar de
que la reasociacidon es un mecanismo importante para la generacion de diversidad en los
rotavirus, las cepas humanas epidemioldgicamente importantes poseen alguna de las dos

constelaciones de genotipos: Wa-like que se presenta generalmente con el primer tipo de
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B Cepas de rotavirus humano o animal detectados en baja freciancia
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B Principales cepas de rotavirus humano
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Figura 8. Combinaciones de genotipos G-P de rotavirus grupo A. El esquema muestra en

diferentes colores las combinaciones detectadas en humanos, animales, aquellas
detectadas en baja frecuencia o las no detectadas. Adaptado de Rahmnan, 2008 (84).

Distribucion de genotipos

4.2.

Existe una diversidad considerable de cepas de rotavirus que circulan en distintas

regiones geograficas y periodos, ademas la incidencia de un genotipo individual en una

da de 1990, el 90 % de
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las infecciones por rotavirus en humanos en Norteamérica, Europa y Australia, eran

causadas principalmente por las cuatro combinaciones de genotipos mas prevalentes a
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nivel global: G1P[8], G2P[4], G3P[8] y G4P[8]. Sin embargo, en Sudamérica y Asia estos
genotipos representaban el 68 % de las infecciones mientras que en Africa, sélo el 50 %.
En particular, la combinacion G1P[8] representaba mas del 70 % de las infecciones por
rotavirus en Norteamérica, Australia y Europa, alrededor del 30 % en Sudamérica y Asia, y
sélo el 23 % en Africa (86-89). Los rotavirus G9 y G12 en combinacién con P[8]
representan claros ejemplos de combinaciones de genotipos que se consideraban raras, y
actualmente son genotipos humanos de los mas importantes a nivel global (950-92, 94-98).
En Latinoamérica, la cepa mas comun entre 1977 y 2009 fue G1 (34,2 %) seguida de G9
(14,6 %) y G2 (14,4 %). En esta misma region, los genotipos P mas predominantes fueron

P[8]y P[4] (56,6 %y 22,1 %, respectivamente) (93).

Distintos estudios han demostrado que otros genotipos, ademas de G1-G4 y G9,
pueden ser importantes regionalmente. En Brasil y en Malawi, los genotipos G5 y GS8,
respectivamente, fueron altamente prevalentes (99-102). El genotipo G8 también fue

epidemiolégicamente importante en otras partes de Africa (103).

Luego de la introducciéon de las vacunas contra rotavirus en varios paises de
Latinoamérica, a partir del ano 2006, la combinacion de genotipos G2P[4] se ha reportado
en alta frecuencia en la regidn. Algunos investigadores creen que este fendmeno puede
estar ligado a que la cepa incluida en la vacuna monovalente es G1P[8] y pertenece a otro

genogrupo (97, 104-106).

4.3. Transmision interespecie

A pesar de que se consideraba que existia una restriccion de hospedador para los
rotavirus, un namero creciente de articulos que reportan nuevas cepas de rotavirus en
humanos sugiere que las transmisiones interespecie contribuyen considerablemente a la
diversidad viral. Por ejemplo, se detectdé que ciertas cepas de rotavirus animales

presentaban caracteristicas antigénicas similares a algunas cepas de rotavirus humanos.
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Ademas, algunos genotipos de origen animal, como G3, G5, G6, G8, G9 y G10, se han

aislado de humanos en todo el mundo (8,107, 108).

Estas cepas pueden haber surgido por transmision del virion completo de animales a
humanos, o como reasociantes génicos entre cepas animales y humanas durante
coinfecciones en una misma célula. Este ultimo caso es el mas documentado. Los
genotipos P raros como P[3], P[9], P[14] e incluso P[8] (que es comUn en humanos), tienen
una relaciéon genética y antigénica cercana con los mismos genotipos detectados en

animales.

Existen varios modos por los que los rotavirus animales pueden transmitirse a
humanos. En muchos paises en desarrollo, los rotavirus pueden transmitirse por contacto
directo entre animales de granja infectados y humanos. En dreas con tendencia a
inundarse o con climas monzdnicos, las probabilidades de contacto con heces de animales
son mayores. Las mismas pueden contaminar fuentes de agua, lo que incrementa la
probabilidad de transmisién. La manipulacién y el cuidado de mascotas infectadas

también exponen directamente a los humanos a rotavirus animales (8, 109).

Ademas, es de notar que la diversidad general de los rotavirus es mayor en paises en
desarrollo ya que las condiciones epidemiolégicas, ambientales y de salud favorecerian
una evolucion mas rapida de los rotavirus, incluyendo el caso particular de la introduccién

de genes de rotavirus animales por transmision interespecie (110).

5. PREVENCION

5.1. Control

Los rotavirus son relativamente resistentes a la inactivacién por los desinfectantes
guimicos y antisépticos comunmente utilizados en hospitales y en otras instituciones. El

etanol, el gluconato de clorehexidina y compuestos de amonio cuaternarios pueden
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inactivar los rotavirus. Sin embargo, ninguno de los desinfectantes empleados

comunmente para el lavado de manos pueden inactivarlos completamente (8, 111).

Las mejoras en los servicios sanitarios e higiene han tenido un gran impacto al
reducir la enfermedad por diarrea y las muertes causadas por bacterias y parasitos que se
diseminan principalmente a través de agua y comida contaminadas. Sin embargo, estas
mejoras han tenido un impacto mucho menor sobre las infecciones por rotavirus, el cual

se transmite principalmente por contacto entre personas (112).

Diversos estudios demostraron que nifios infectados previamente con rotavirus se
encontraban protegidos contra diarreas posteriores por el mismo agente. La proteccion
fue mayor contra la diarrea moderada a severa, y el nivel de proteccion aumentaba con
cada nueva infeccidn. Estos datos sugirieron que una vacuna de rotavirus atenuado que
imitara la infeccion natural podria proveer proteccion contra la enfermedad, aunque
probablemente se requeririan dosis multiples de la vacuna para conferir una proteccion

Optima (1, 8, 88).

5.2, Vacunacion

Las pruebas clinicas y el desarrollo de vacunas contra rotavirus comenzaron hacia
finales de la década de 1970. La primer vacuna propuesta fue RIT4237 (monovalente,
G6P[1], reasociante bovino-humano). Esta vacuna indujo un 88 % de proteccién contra la
diarrea severa en ensayos clinicos realizados en Finlandia. Sin embargo, no se logrd
demostrar una eficacia protectora adecuada en paises en desarrollo, y su avance se

interrumpio a principios de la década de 1980 (8, 113).

En vista de la inconsistencia de estos resultados, se procurd obtener cepas de
rotavirus humanos atenuadas o cepas reasociantes que incluyeran genes provenientes de
cepas humanas y animales. En 1998, se licenci6 en Estados Unidos una vacuna

tetravalente basada en reasociantes simio-humano: RotaShield® (RRV-TV, Wyeth-Lederle).
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Esta vacuna demostré una elevada eficacia protectora en ensayos clinicos en Estados
Unidos y Finlandia (114, 115), aunque los niveles de proteccién fueron nuevamente
mucho menores en paises latinoamericanos (116, 117). Sin embargo, a menos de un afo
de su lanzamiento, la vacuna debid ser retirada del mercado debido a que se observo una
relaciéon entre los pacientes que recibian la vacuna y casos raros de intususcepcién (una
obstruccion del intestino potencialmente fatal) (118). La experiencia con esta vacuna
establecid un nuevo estandar en lo que respecta al tamafio de los ensayos clinicos para

evaluar la seguridad de las vacunas (8).

Posteriormente al retiro de RotaShield®, dos ensayos clinicos grandes de fase Il
(cada uno incluyendo mas de 60.000 nifios) demostraron que tanto la vacuna Rotarix®
como RotaTeq® eran seguras y mostraban una eficacia entre 85 y 95 %, respectivamente,

en la prevencién de la gastroenteritis severa por rotavirus (119, 120).

Rotarix® es una vacuna monovalente (RV1) basada en una cepa humana atenuada
G1P[8] desarrollada originalmente por pasaje en cultivo celular de un aislamiento
humano. La vacuna fue licenciada por GlaxoSmithKline Biologicals (Rixensart, Bélgica) y se
licencio inicialmente en Méjico y en Republica Dominicana en 2004, y desde entonces fue
aprobada para su uso en mas de 90 paises. Esta vacuna se administra por via oral en dos
dosis. RotaTeg® es una vacuna pentavalente (RV5) basada en reasociantes humano-
bovino comprendiendo los genotipos humanos G1, G2, G3, G4 y P[8] con el resto de los
segmentos pertenecientes a una cepa bovina G6P[5]. Fue licenciada por Merck & Co.
(New Jersey, Estados Unidos) en febrero de 2006 para su uso en Estados Unidos y desde
entonces fue aprobada en mds de 100 paises. Esta vacuna se administra por via oral en
tres dosis. Hacia finales del afio 2014, 74 paises ya habian incluido alguna de las vacunas
en sus programas nacionales de vacunacion. La cobertura global se estima en un 19 %. El
continente con la mayor cobertura es América con el 71 %, en contraste a las regiones del

sudeste asiatico y el oeste del Pacifico con 0 % y 1 %, respectivamente (75, 121).

Ambas vacunas han demostrado ser eficaces para prevenir la diarrea severa y la

mortalidad por rotavirus. De acuerdo a los estudios realizados previamente al
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licenciamiento de las vacunas, RV1 prevendria el 86 % de los casos de diarrea severa por
rotavirus en paises con baja mortalidad, y el 63 % en paises con elevada mortalidad. Por
otro lado, RV5 prevendria el 87 % de los casos de diarrea severa por rotavirus en paises
con baja mortalidad, y el 57 % en paises con elevada mortalidad (122, 123). Adn no se
comprenden bien los motivos de la menor eficacia de las vacunas contra rotavirus en
paises de bajos ingresos, pero podrian estar relacionados con los elevados titulos de
anticuerpos maternales transmitidos en la leche materna o a través de la placenta, las
infecciones concurrentes por otros patdgenos entéricos, la desnutricion, un microbioma
intestinal alterado u otros factores del hospedador. Aun asi, el valor absoluto de los casos
de diarrea severa que se previenen con la vacunacién es mayor en los paises en

desarrollo, debido a que el nivel de morbilidad en estos paises es muy elevado (124).

En el caso de Estados Unidos, desde la introducciéon de la vacuna, distintos estudios
evaluaron la efectividad de RV5 (122). Se demostré una efectividad de entre 78 y 100 % en
cuanto a la prevencién de la diarrea severa por rotavirus (hospitalizaciones y/o atencion
médica de emergencia) y un 96 % en cuanto a la prevencion de las visitas médicas. Sin
embargo, los datos mas notables se refieren al efecto de la vacunacién sobre el nimero
de muertes por diarrea. En Méjico, luego de la introduccion de RV1 en el programa
nacional de vacunacion, la mortalidad por diarrea infantil disminuyd un 35 % en 2008, al
compararse con los valores anuales prevacunacién (2003-2006). Asimismo, esta
disminucién se mantuvo por 4 afios desde 2008 a 2011 (124, 125). En muchos otros paises
de ingresos medios a altos, incluyendo Estados Unidos, Sudafrica e Israel, se han
observado marcados descensos (entre 49 y 89 %) en el numero de hospitalizaciones por

diarrea severa por rotavirus, dentro de los dos anos de introducida la vacuna (122).

Existen candidatos vacunales basados en cepas de rotavirus atenuadas que estan en
fase clinica para evaluar su efectividad y seguridad (126, 127). Sin embargo, es dificil llevar
a cabo estos ensayos clinicos tan grandes, tanto por motivos econdmicos como éticos.
Ademas, las diferencias en eficacia de las vacunas segun la poblacién estimularon el

interés en evaluar modificaciones en los calendarios de inmunizacién, introducir
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suplementos probidticos y/o macronutrientes, que permitan mejorar la eficacia de las
vacunas en poblaciones con mortalidad elevada. Teniendo en cuenta estos hechos, se
investigaron posibles correlatos de proteccidon luego de la vacunacidon que faciliten el
licenciamiento de vacunas o estrategias nuevas, con el objetivo de mejorar la eficacia de
las ya existentes. Recientemente, se encontré que los titulos de IgA en suero se
correlacionan inversamente con los niveles de mortalidad de nifios menores de 5 afios y
que la eficacia de las vacunas durante los primeros dos afos de vida es significativamente
menor en paises con titulos de IgA bajos a medios. Estos datos sugieren que los
anticuerpos IgA rotavirus-especificos podrian ser marcadores de inmunidad a la infeccion

por rotavirus (128).

Otro aspecto importante a tener en cuenta, es la deteccién de rotavirus
reasociantes derivados de las cepas vacunales asociados a casos de gastroenteritis (129,
130). En estudios realizados en Australia, Estados Unidos y Finlandia, algunos nifios se
infectaron con una cepa G1P[8] derivada de RVS5, resultado de un evento de reasociaciéon
entre cepas de la vacuna. También se han detectado con menor frecuencia, reasociantes
entre cepas vacunales y cepas wild type pero todavia estan pendientes los estudios sobre
la distribucion de cualquiera de estos reasociantes asi como sobre la enfermedad asociada

(124, 131).

En ausencia de vacunacion, existen un sinniumero de factores que pueden afectar la
distribucién de genotipos de rotavirus, ya reconocidos por su fluctuaciéon natural tanto
geografica como temporal. Sin embargo, los mecanismos concretos detras de estas
fluctuaciones no se comprenden completamente. Por otro lado, hay una gran diferencia
con la presion selectiva que puede introducir la vacunacidén en masa de una poblacidon. En
este caso, se expone a nifios menores de 8 meses, dos o tres veces a cepas de rotavirus
especificas. Se ejerce asi, una presion unidireccional que potencialmente favoreceria la
seleccidn de cepas de rotavirus que son relativamente mas distantes de la cepa o cepas
vacunales. Tales variantes podrian surgir por adquisicion de genotipos G y P no presentes

en las formulaciones vacunales (como G8, G9, G12, en combinacién con P[4] o P[6]), o por
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acumulacién de cambios mas sutiles como sustituciones aminoacidicas en epitopes
inmunogénicos de cualquiera de las proteinas involucradas en la generacion de la

inmunidad inducida por una vacuna (132).

Diversos estudios han confirmado las consideraciones tedricas de que la vacunacién
con RV1 (G1P[8], Wa-like) aumentaria la prevalencia relativa de las cepas DS-1-like (Tabla
3). En distintos paises (como Bélgica, Brasil y varios estados de Australia) se detectd un
aumento muy marcado en la prevalencia de cepas G2P[4] luego de la introduccién de RV1.
Nosotros hemos observado lo que consideramos repercusiones de estos fendmenos en el
incremento y un largo periodo de prevalencia de cepas G2P[4] en Argentina e
hipotetizamos que el motivo puede ser la vacunacion masiva en Brasil (97). En el caso de
RV5, esta vacuna contiene el genotipo P[8] que generalmente se asocia con las cepas Wa-
like, pero también posee una constelacion de genotipos bovinos, muchos asociados con
cepas DS-1-like. Por este motivo las consideraciones tedricas sobre los efectos de esta
vacuna no son tan claras y la presién selectiva podria ser menos marcada y mas dificil de
detectar. En distintos paises (como Estados Unidos y varios estados de Australia) se
detectd un aumento no esperado pero marcado, en la prevalencia de cepas G3P[8]. Esto
podria deberse a una menor respuesta inmunolégica al componente G3 de la vacuna o a
que en varios casos se detectaron modificaciones en los epitopes de estas cepas al

compararlas con las vacunales (132).
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Procedencia y preparacion de las muestras clinicas

Se analiz6 un total de 605 muestras de materia fecal de nifios menores de 15 afios
con diarrea aguda, colectadas entre enero de 2008 y diciembre de 2014. Las mismas
procedian de pacientes atendidos en forma ambulatoria (en consultorios externos o
guardia médica) en el Hospital Materno Infantil "Dr. Eduardo Oller" de San Francisco
Solano (Quilmes, Gran Buenos Aires) o de pacientes internados en el Hospital de Nifios
“Dr. Ricardo Gutiérrez” (HNRG) de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA). Las
muestras del primer hospital corresponden a los afios 2008 a 2010, mientras que las del
segundo pertenecen a los aflos 2010 a 2014. Sin embargo, se cuenta con datos clinicos y

de diagndstico de este ultimo nosocomio para el periodo completo.

Cabe destacar que a las muestras recibidas del Hospital “Dr. E. Oller” no se les habia
realizado un diagndstico viroldgico de rutina en el centro asistencial, en tanto que las
muestras procedentes del Hospital “Dr. R. Gutiérrez” si habian sido sometidas a un
diagnostico viroldgico previo. Por este motivo, las muestras enviadas desde este ultimo
centro asistencial correspondian a las diarreas con diagndstico positivo para rotavirus
grupo A (RVA). Debido a esto, las muestras procedentes del Hospital “Dr. E. Oller” fueron
evaluadas mediante ensayos inmunolégicos para detectar la presencia de RVA o de
rotavirus grupo C (RVC). A partir de los resultados obtenidos con este grupo de muestras
se establecieron los valores de incidencia de ambos patdgenos sobre una coleccion de
muestras sin tamizaje previo. Por otro lado, como las muestras procedentes del Hospital
“Dr. R. Gutiérrez” correspondian a pacientes internados con diarrea y diagndstico positivo

para RVA, no se las evalud con los ensayos para detecciéon inmunolégica de RVA o RVC.

Las muestras se diluyeron al 10 % con buffer fosfato salino (PBS) y se almacenaron a
-20 2C. Antes de utilizarlas, las diluciones de las muestras se resuspendieron vy

centrifugaron a 1.000 g durante 10 minutos.

63



Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

1.2. Deteccion de antigenos de rotavirus por ELISA
1.2.1. ELISA para deteccidn de rotavirus grupo A

Se empled un ELISA desarrollado en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia (LIV)
de la Universidad Nacional de Quilmes (UNQ) para la deteccidn de rotavirus del grupo A. El
método consiste en un ELISA de captura que emplea anticuerpos policlonales de cabra
anti-RVA. Se sensibilizaron placas de 96 pocillos con una dilucién 1/250 de IgG purificada
de cabra anti-rotavirus en buffer carbonato pH 9,6, incubando 1 hora a temperatura
ambiente. Luego de cada una de las incubaciones, la placa se lavo tres veces con PBS-T
(PBS, Tween-20 0,2 %). Las muestras a analizar se diluyeron en PBS-TC (PBS-T, caseina 1
%), se depositaron en los pocillos y se incubaron 1 hora a 37 2C u overnight a 4 2C. Luego
del lavado se incubd con una dilucion 1/1.000 de IgG purificada anti-rotavirus biotinilada
en PBS-TC durante 1 hora a 37 °C, se lavd y se incubd 30 minutos con una dilucion 1/4.000
de estreptavidina conjugada con peroxidasa (USBiologicals, Swampscott, MA, Estados
Unidos) en PBS-TC. Finalmente, y luego de un ultimo lavado, las placas se revelaron con
orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) y
peroxido de hidrégeno (0,03 % v/v) en buffer citrato, pH 5,0. Luego de 15 minutos de
desarrollo de color la reaccion se frend con acido sulfurico 1 N y se determiné la densidad
Optica a 490 nm (DO490) en un lector de microplacas Asys UVM 340 (Biochrom US,
Holliston, MA, Estados Unidos), considerandose positivas aquellas muestras con DO490

mayor a 0,2 (133).

1.2.2. ELISA para deteccion de rotavirus grupo C

Se empled un ELISA desarrollado en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia, UNQ
(164) para la deteccién de las muestras positivas para rotavirus del grupo C. El método
consiste en un ELISA de captura que emplea anticuerpos policlonales de conejo
especificos de la proteina VP6 de rotavirus del grupo C. Los detalles del protocolo son los

mismos que se especificaron en el punto 1.2.1.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Incidencia de rotavirus en muestras clinicas

Debido al sesgo de las muestras procedentes del Hospital “Dr. R. Gutiérrez” se ha
calculado la incidencia de infecciones por RVA para la poblacidon de cada hospital por
separado. Ademas, se ha calculado la incidencia de casos de diarreas asociadas a RVC
solamente en las muestras procedentes del Hospital "Dr. E. Oller”, en cuyo caso debe
tenerse en cuenta que se trata de una incidencia calculada Unicamente con datos de
pacientes ambulatorios. Asimismo, cabe aclarar que los calculos realizados a partir de
muestras provenientes de este hospital involucran un periodo de tiempo mas corto (2008-
2010) que el periodo total estudiado en esta tesis (2008-2014).

En la Tabla 1.1.1 se muestran los datos de incidencia de RVA y RVC para el Hospital
"Dr. E. Oller”, mientras que en la Tabla 1.1.2 se muestran los datos de incidencia de RVA

para el Hospital “Dr. R. Gutiérrez”.

Tabla 1.1.1. Incidencia de RVA y RVA en muestras del Hospital “Dr. E. Oller”.

Afo % RVA positivas (n) % RVA mixtas (n) % RVC positivas (n) % mixtas A/C (n)
2008 18,6 % (36/194) 11,1 % (4/36) 1,5 % (3/194) 0,5 % (1/194)
2009 11,7 % (19/163) 26,3 % (5/19) 5,5 % (9/163) 3,7 % (6/163)
2010 14,3 % (8/56) 12,5 % (1/8) 0,0 % (0/56) 0,0 % (0/56)
Total periodo 15,3 % (63/413) 15,9 % (10/63) 2,9%(12/413) 1,7 % (7/413)

Como puede observarse en la Tabla 1.1.1, la incidencia de RVA en pacientes
ambulatorios varia entre 11,7 % y 18,6 %. El valor obtenido en el periodo 2008-2010 es de
15,3%, valor que coincide con los porcentajes de incidencia reportados anteriormente por
nuestro grupo (94, 164). Respecto a la incidencia de RVC, se aprecia una amplia
variabilidad. Esto se ve reflejado claramente en los afios 2009 y 2010, donde los
porcentajes de incidencia son del 5,5 % y 0 %, respectivamente. La incidencia en el

periodo 2008-2010 fue de 2,9 %. Las diferencias interanuales observadas no difieren de
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los valores mostrados en estudios de otros investigadores (173-175), y en algunos trabajos
se sugiere que este virus podria mantenerse en algun reservorio animal aun desconocido
(182). Por ultimo, pudimos observar que las infecciones mixtas, involucrando RVA y RCV,
se dieron en un 1,7 % de los casos analizados para el periodo estudiado. Si bien las
infecciones por RVC estdn involucradas tanto en casos esporadicos como en brotes, hay
gue tener en cuenta que el grupo etario afectado es distinto al de RVA. Las infecciones por
el grupo C son mas prevalentes en individuos mayores a 4 afios de edad, mientras que los
rotavirus del grupo A afectan principalmente a nifios menores a los 5 afios (176). Sabiendo
esto, podria suponerse que para obtener valores mas fiables de incidencia de RCV el
muestreo deberia ser mds amplio, abarcando grupos etarios mayores y no sélo pacientes
pediatricos. De esta manera, se podrian obtener los valores reales de la incidencia de RVC,

asi como el o los grupos etarios mas afectados por este patégeno.

Tabla 1.1.2. Incidencia de RVA en muestras del Hospital “Dr. R. Gutiérrez”.

Aiio % RVA positivas (n) % RVA mixtas (n)
2008 23,1% (82/355) Sin informacion
2009 16,5 % (26/278) Sin informacion
2010 29,0 % (162/559) 14,3 % (1/7)
2011 30,4 % (147/484) 7,6 % (6/79)
2012 20,0 % (86/429) 36,0 % (9/25)
2013 18,3 % (67/367) 4,3 % (1/23)
Total periodo 23,9 % (590/2472) 12,7 % (17/134)

Como se ha mencionado antes, las muestras provenientes del Hospital “Dr. R.
Gutiérrez” corresponden a pacientes internados. Este hecho no puede dejarse de lado, ya
gue puede generar un sesgo a la hora de estudiar la incidencia de las infecciones por RVA.
Como ha sido descripto previamente (183), la frecuencia de hallazgo de RVA aumenta con
la severidad de los casos. Asi, la incidencia de RVA del periodo 2008-2014 para los
pacientes hospitalizados por diarrea en el Hospital “Dr. R. Gutiérrez” es de 23,9 % (Tabla

1.1.2), valor que difiere de la incidencia calculada para las muestras de pacientes
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ambulatorios del Hospital “Dr. E. Oller” (15,3 % valor promedio obtenido al considerar las
temporadas promedio de tres temporadas 2008, 2009 y 2010).

En la Tabla 1.1.2 se puede observar que la incidencia se mantiene dentro de los
valores esperados en |la mayoria de los afnos segun lo reportado en bibliografia (164). Sin
embargo, llama la atencion que la incidencia de RVA fue particularmente alta en los afios
2010y 2011, 29,0 % y 30,4 %, respectivamente. Como se discutird mas adelante, no esta
claro el porqué de este sesgo durante esos anos. Posiblemente esté asociada al ingreso o
reingreso de algun genotipo o cepa en particular, pero para afirmar esto es necesario
profundizar los estudios.

Si bien los datos de circulacién de genotipos son introducidos en la préxima seccién,
los porcentajes de infecciones mixtas por RVA, es decir muestras en las que se han
detectado mas de un tipo G o P, son mostrados en las tablas 1.1.1y 1.1.2 por su interés en
la presente discusidn. Se observa que los valores de este fendmeno fueron de 15,9 % y
12,7 % para el Hospital ”"Dr. E. Oller” y el Hospital “Dr. R. Gutiérrez”, respectivamente.
Dichos porcentajes fueron calculados sobre el total de muestras tipificadas. Estos valores
son altos en comparacion a los paises desarrollados y son caracteristicos de medios en los
cuales las condiciones higiénico-sanitarias son deficientes y los indculos virales son

mayores (110).

2.2, Aspectos epidemioldgicos de las infecciones por RVA en nifios internados

A partir de la informacion brindada por la Dra. Alicia Mistchenko, directora del
laboratorio de Virologia del Hospital “Dr. R. Gutiérrez”, se analizd la distribucion etaria, la
estacionalidad e incidencias anuales de los pacientes hospitalizados por diarreas asociadas

a RVA.

2.2.1. Distribucion etaria de las infecciones por RVA

Las edades de los pacientes incluidos en este estudio abarcan de 0 a 60 meses de

nacidos (5 afios). En la Tabla 1.1.3 se muestran algunos parametros estadisticos
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descriptivos de las infecciones por RVA. Segun los datos obtenidos, la media calculada fue

de 9,9 meses y la mediana de 7,9 meses.

Tabla 1.1.3. Parametros estadisticos de infeccidon por RVA en nifios de 0 a 5 afios del Hospital “Dr.

R. Gutiérrez”.

General en el periodo

Parametro (meses) 2008 2009 2010 2011 2012 2013 .
de 6 afios
Media 10,7 10,5 9,5 10,7 8,9 9,4 9,9
Mediana 8,1 7,5 7,9 9,0 6,7 7,6 79
Desviacion estandar 9,4 8,3 7,7 7,4 6,4 8,4 8,0

Por otro lado, se ha calculado el niumero de casos de infecciones asociadas a RVA

por grupo etario, tomando intervalos de un mes, y la frecuencia acumulada de estos casos

en el tiempo (Grafico 1.1.1). Se observa que el 50 % de los nifios infectados dentro de este

grupo son menores de 9 meses de edad y la mayoria de los infectados (80 %) son menores

a 14 meses. Las edades calculadas para las cuales se dan las infecciones por RVA son bajas

en comparaciéon a paises desarrollados y, una vez madas, podrian explicarse por las

caracteristicas sanitarias y epidemioldgicas de los paises en vias de desarrollo, segun lo

antes mencionado (110).
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Grafico 1.1.1. Distribucidn etaria de los pacientes con infeccidn por rotavirus. En el grafico se
muestra la frecuencia relativa para cada grupo etario (meses) en el eje izquierdo y la frecuencia
acumulada en el eje derecho. Se muestran dos lineas de la cuadricula para resaltar el 0,5 y el 0,8

de la frecuencia acumulada.
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2.2.2. Estacionalidad

El pico de incidencia de las infecciones por rotavirus en paises templados se da
durante los meses frios del afo (77-79), al mismo tiempo que pueden ocurrir otras
infecciones comunes de los nifios como las del virus respiratorio sincitial o influenza. La
coocurrencia de estos virus invernales en chicos puede hacer que los centros sanitarios se
vean saturados en esta época. La estacionalidad de estos virus se puede explicar por la
mayor aglomeracién en lugares cerrados durante los meses frios, ddndose una alta

probabilidad de contacto directo persona a persona.

En el caso de Argentina, mas precisamente en el Gran Buenos Aires, donde el clima
es templado, se observa este fendmeno de estacionalidad de las infecciones por RVA. En
el Gréafico 1.1.2 puede apreciarse claramente que el porcentaje de infecciones por
rotavirus respecto al total de infecciones con cuadro de diarrea aumenta en los meses

frios. Estos aumentos tienen lugar, en general, desde el mes de mayo hasta agosto.

Es llamativo observar que los picos invernales por RVA de los afios 2010 y 2011 son
particularmente altos. Estos puntos coinciden con la reemergencia de cepas G2P[4], las
cuales aparecieron con altas frecuencias. Estos aspectos se mostraran y discutiran en el
capitulo Il de esta tesis. Sin embargo, no estd claro si estos hechos estdn relacionados,
por lo que habria que profundizar el estudio en este sentido para lograr determinar si la
aparicidon o reaparicion de un nuevo genotipo tiene influencia en la cantidad y severidad
de los casos de infecciones por este virus. Luego de estos afios se observa que la
incidencia de rotavirus en los meses frios baja hasta los niveles reportados en afios

anteriores (2008 y 2009).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Grafico 1.1.2. Porcentaje de infecciones por RVA respecto al total de casos de internacion por diarrea. Se muestran los datos del periodo
2008-2013 para el Hospital de Nifios Dr. R. Gutiérrez ubicado en la Ciudad Autonoma de Buenos Aires.
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Por otro lado, al observar el Grafico 1.1.3, en el cual se tomaron la totalidad de los
datos obtenidos del estudio del periodo 2008-2013 y se analizaron los casos de
infecciones de RVA por mes, se puede apreciar mas claramente la estacionalidad invernal
en el GBA, que varios investigadores han descripto previamente en distintos escenarios

(77-79).
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Grafico 1.1.3. Nimero de casos de infecciones de RVA positivos y RVA negativos por mes. En el
grafico se muestran los nimeros de casos promedio por mes para el periodo 2008-2013 de
hospitalizaciones por diarreas positivas y negativas para rotavirus en el Hospital de Nifios Dr. R.
Gutiérrez.

Tanto en gréafico 1.1.3 como en el 1.1.2 se puede ver que las infecciones por
rotavirus no estan ausentes durante los meses célidos del afio, aunque la incidencia es

muy baja.

3. CONCLUSIONES

En esta primera parte hemos obtenido un perfil epidemioldgico de la circulacion del

RVA en el periodo estudiado. Esto fue posible debido a una extensa coleccién de muestras
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de casos de diarreas de pacientes ambulatorios e internados provenientes de distintos
hospitales de la region metropolitana asi como de los datos aportados por el servicio de

Virologia del Hospital “Dr. R. Gutiérrez”.

Se han podido determinar una mayor prevalencia en casos severos hospitalizados
que en los casos ambulatorios, una marcada, aunque no absoluta, estacionalidad en los

meses frios y una distribucién etaria tipica de primoinfecciones en edades tempranas.

La frecuencia de infecciones mixtas (15,9 % para el Hospital “Dr. E. Oller” y 12,7 %
para el Hospital “Dr. R. Gutiérrez”) resulto ser elevada durante el periodo estudiado. Este
es un aspecto de suma importancia debido a que estos hechos facilitan la evolucién del
virus por reasociacion de segmentos. Estas coinfecciones se han documentado mejor en
entornos de bajos recursos donde las infecciones entéricas son mas comunes (88). Se han
detectado frecuencias de hasta 44,0 % con un promedio de 12,0 % en Latinoamérica (86).
Para mejorar la investigacion sobre la frecuencia de reasociacion y su influencia en la
evolucidon de los RVA es necesario contar con la informacién completa de todos sus
segmentos de manera de identificar el origen de cada uno. Este tipo de estudios es el que
se lleva a cabo actualmente en nuestro laboratorio y en otros interesados en la

epidemiologia y evolucién de los rotavirus.

Otro aspecto abordado en esta seccidon fue la distribucidn etaria de las infecciones
por rotavirus. Se ha detectado que dichas infecciones se dan a muy temprana edad,
siendo la mayoria de los infectados (80 %) menores a 14 meses de edad. Esta informacion
es de vital importancia al considerar esquemas de inmunizacion contra RVA. Respecto a
este tema, a partir de enero del afio 2015 el Programa Nacional de Control de
Enfermedades Inmunoprevenibles de Argentina decidi6 administrar la vacuna
monovalente para la inmunizacion contra rotavirus. El esquema de vacunacion involucra
dos dosis, la primera a los dos meses de edad y la segunda a los cuatro (75). De esta
manera se espera que la incidencia de la enfermedad por rotavirus disminuya en los

proximos afios, por lo que este tipo de estudios seguiran siendo de gran importancia.
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Por ultimo, se estudiaron la cantidad de casos de infecciones por RVA mes a mes en
el periodo que involucra 6 temporadas invernales consecutivas (2008-2013). Los
resultados muestran un marcado aumento de los casos durante los meses frios,
coincidiendo con lo reportado por numerosos investigadores (77-79). En general, se da un
aumento abrupto a partir de mayo, se mantiene las frecuencias altas hasta agosto, para
luego decaer hasta la préxima temporada invernal. A pesar de esto, se observa que en los

meses calidos las infecciones no desaparecen.

73






PARTE I







Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Extraccion de RNA

Se diluyeron 100 pl de la muestra de materia fecal con 200 pl de Tris-HCI 50 mM. Se
agregaron 300 pl de Vertrel XF (DuPont Chemicals, Wilmington DE, Estados Unidos), se
mezcld durante 1 minuto y se centrifugd durante 10 minutos a 3000 g. Se recuperaron 200
pl de sobrenadante y se combinaron con 400 pl de solucién de lisis (isotiocianato de
guanidinio 4 M, EDTA 0,02 M y Tritén X-114 (Sigma, St Louis MO, Estados Unidos) 0,01 %)
y 40 ul de una suspension de silica preparada segun fue descripto previamente por Boom
et al. (134). Se mezclé y se incubdé a temperatura ambiente en agitacion durante 15
minutos. Luego se centrifugd a 1000 g durante 1 minuto. Se descarto el sobrenadante y se
resuspendid el pellet de silica con 600 ul de solucién de lavado (isotiocianato de
guanidinio 4 M y EDTA 0,02 M). Luego se centrifugd nuevamente a 1000 g durante 1
minuto. A continuacion se realizaron 3 lavados con 500 pl de etanol 70 % cada uno,
centrifugando entre los lavados a 1000 g durante 1 minuto y después del tercer lavado, a
10.000 g durante 2 minutos. Se removid todo el sobrenadante y se secd a temperatura
ambiente durante 10 a 15 minutos. Luego se resuspendid el pellet de silica con 35 ul de
agua destilada, se incubd a 65 °C durante 10 minutos y se centrifugd a 10.000 g durante 2
minutos. Se recuperd el sobrenadante y se repitieron todos los pasos desde la
resuspension con agua destilada para recuperar finalmente 60 pl de RNA. Se almacené a -
20 oC. Antes de usar se incubd a 65 2C durante 10 minutos y se centrifugé a 10.000 g
durante 2 minutos. Esta técnica permitié obtener dsRNA purificado para su empleo en RT-

PCR (134).

1.2. RT-PCR

Para la RT-PCR se emplearon 0,6 ul del extracto de dsRNA como molde para la
sintesis de cDNA de segmentos especificos de los genes de VP7 y VP4. Se empled el kit

comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Alemania) y los primers que fueron
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descriptos previamente. En el caso de VP7 se emplearon RA1 y RA4 (135) que permiten
amplificar el gen completo de VP7 (1062 pb) o VP7F y VP7R que generan un amplicén de
881 pb (222) y en el caso de VP4 se emplearon con3dg y con2dg, primers basados en las
secuencias de con3 y con2 (136) que permiten amplificar un segmento del gen de VP4
(876 pb) o VP4F y VP4R (664 pb) (223). Los 0,6 ul de molde se calentaron a 97 2C durante
5 minutos con una mezcla de los dos primers especificos en un volumen final de 5 pl. La
solucién se enfrid rdpidamente en hielo durante 2 minutos y se agregd la mezcla de
reaccion para la RT-PCR de manera que la concentracidn final de los primers fue 0,6 uM e
incluyendo 6 unidades del inhibidor de ribonucleasa RNAsin (Promega, Madison, WI,
Estados Unidos) en un volumen final de 10 pl. La reaccion se llevd a cabo en un
termociclador Peltier Termal Cycler PTC-200 (MJ Research, Waltham, MA, Estados Unidos)
en tubos de polipropileno de pared delgada. La RT se llevé a cabo a 45 °C durante 30
minutos y a continuacion se realizé la amplificacién de las secuencias de interés. El perfil
de ciclado de la PCR fue el siguiente: 15 minutos a 95 °C; treinta ciclos de 94 °C, 30
segundos; 45 °C, 30 segundos y 72 °C, 75 segundos, seguidos por 10 minutos finales a 72
°C (137).

1.3. Genotipificacion por multiplex-PCR

Como molde para la multiplex PCR se emplearon 0,4 pl del amplicén obtenido por
RT-PCR. Para la deteccién de los genotipos G se utilizaron los pool GH1 (135) y pool GH2
(138) de primers, los que permiten tipificar: G1-4, 8 y 9. Cuando alguna muestra no pudo
ser tipificada con este set de primers, se utilizé el pool GIG, que permite detectar: G1-4, 8-
10y 12 (224, 225). Para la deteccidén de genotipos P se utilizé el pool de primers PH, con el
que se puede tipificar: P[4], [6], [8]-[10] (136, 139). En el caso del pool de primers para la
tipificacion de los genotipos P se reemplazé el primer de P[8] por un primer llamado 1T-1
modificado (94). En el caso de los genotipos G el pool se empled en combinacidon con RA4
(pool GH1), 9con1l (pool GH2) o VP7R (pool GIG) y en el caso de los genotipos P el pool se

empled en combinacién con con3dg o VP4F.
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El empleo de distintos conjuntos de primers para la tipificacidon de los genotipos G se
debe a que se ha detectado que el primer de G1 del pool GH2 falla en detectar algunas
cepas G1, las cuales pueden ser correctamente identificadas con el primer de G1 del pool
GH1 (140) o del pool GIG. Ademas, se ha detectado que el primer de G9 del pool GH1
puede generar resultados falsos positivos con cepas G9, produciendo amplicones que por
su tamafio serian compatibles con los generados por cepas G3. Esto podria llevar a
identificar a una cepa G9 como una cepa G3 o como una combinacidon de G9 con G3. Para
una correcta deteccién de las cepas G9 se emplea el primer G9 del pool GH2 (141) o del

pool GIG.

En la mezcla de reaccién para la PCR las concentraciones finales de los reactivos
fueron: 0,5 uM de cada primer (excepto los primers comunes RA4, 9conl y con3dg que se
emplearon en el doble de concentracién), 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de dNTPs, 0,5
unidades de GoTaq DNA Polimerasa (Promega, Madison WI, Estados Unidos), 20 mM Tris-
HCl pH 8,4 y 50 mM KCl en un volumen final de 10 pl. El perfil de ciclado fue el siguiente:
un minuto a 94 °C; treinta ciclos de 94 °C, 30 segundos; 42 °C, 30 segundos y 72 °C un

minuto, seguidos por 5 minutos finales a 72 °C.

1.4. Visualizacion de los productos de amplificacion de la PCR

Los productos de amplificacién fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa 2 % Ultra Pure (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) con SYBR Safe
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) en buffer TAE (0,089 M Tris, 0,089 M 4cido
acético y 0,002 M EDTA, pH 7,5) durante 45 minutos a 100 V y visualizados con el
transiluminador Safe Imager Blue-Light (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). En el
mismo gel se corrié un marcador de peso molecular 100 pb (PB-L, Bernal, Argentina) y

controles de tamano molecular obtenidos por amplificacién de cepas prototipo.

NOTA: En el caso de aquellas muestras a las que no se les pudo asignar un genotipo
G, P o ninguno de los dos, se llevd a cabo una nested PCR con un primer interno que

permitid discriminar entre muestras G o P no tipificables (NT) nested PCR positivas, y
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muestras no amplificables (NA) nested PCR negativas. En el caso de VP7 se empled RA2 en
combinaciéon con RA498 y en el caso de VP4 se empled conldg2 en combinaciéon con

con2d.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Distribucion de genotipos G y Py su combinacion

Durante el periodo estudiado (2008-2014) se analizaron un total de 2930 muestras
de materia fecal. El 23,3 % de los especimenes fecales analizados por ELISA fueron
positivos para RVA (datos mostrados en la parte | de este capitulo). De este total, 255
muestras fueron sometidas a genotipificacién G y P. Del total de muestras para las cuales
se obtuvieron resultados de amplificacion de al menos un producto (muestras
amplificables: 226), se logré determinar el genotipo G en el 98,2 % de las muestras y el
genotipo P en el 87,2 %. Un total de 33 muestras (14,6 %) fueron no tipificables (G o P) y
un total de 32 muestras (14,2 %) mostraron infecciones mixtas (mas de un tipo G y/o P).

Los resultados por afio se muestran en la tabla 1.2.1.

Entre los genotipos G detectados en el periodo estudiado, se observa que durante
los primeros tres afios el dominante fue G3. Las frecuencias fueron 25,0 % para el 2008,
48,0 % para el 2009 y 47,1 % en el 2010. Ademas, fue el tipo dominante en el afio 2012
con un porcentaje de 38,2 %. Durante el afio 2009 el genotipo codominante fue G12, con
una frecuencia de 44,0 %, que ademas fue el genotipo mas abundante en el afio 2013, con
una frecuencia aproximada del 60 %. Un hecho particular es que las cepas del tipo G12
fueron detectadas ininterrumpidamente durante el periodo 2008-2014, demostrando que
en nuestra casuistica ha pasado a formar parte de los tipos humanos mas prevalentes

ademas de G1 a G4y G9.
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Tabla 1.2.1. Distribucién y frecuencia de los genotipos G y P de RVA detectados en el Gran Buenos Aires desde el 2008 al 2014.

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 % en el

Genotipo  nro. de % nro. de % nro. de % nro. de % nro. de % nro. de % nro. de % Total periotjo de?7

muestras muestras muestras muestras muestras muestras muestras afios
G1 6 15,0 1 4,0 1 5,9 0 0,0 0 0,0 1 43 22 68,8 31 12,1
G2 3 7,5 0 0,0 5 29,4 65 76,5 9 26,5 2 8,7 3 9,4 87 34,0
G3 10 25,0 12 48,0 8 47,1 15 17,6 13 38,2 5 21,7 0 0,0 63 24,6
G4 7 17,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,9 0 0,0 0 0,0 8 3,1
G9 9 22,5 1 4,0 1 5,9 2 2,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0 13 51
G10 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,9 0 0,0 0 0,0 1 0,4
G12 4 10,0 11 44,0 2 11,8 2 2,4 10 29,4 14 60,9 6 18,8 49 19,1
GNT 1 2,5 0 0,0 0 0,0 1 1,2 0 0,0 1 4,3 1 3,1 4 1,6
Total 40 100 25 100 17 100 85 100 34 100 23 100 32 100 256 100
P[4] 1 2,9 0 0,0 6 40,0 62 78,5 8 32,0 2 9,1 3 10,0 82 36,4
P[6] 1 2,9 0 0,0 0 0,0 1 1,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 0,9
P[8] 24 68,6 16 84,2 9 60,0 5 6,3 14 56,0 18 81,8 25 83,3 111 49,3
P[9] 1 2,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,4
PNT 8 22,9 3 15,8 0 0,0 11 13,9 3 12,0 2 9,1 2 6,7 29 12,9
Total 35 100 19 100 15 100 79 100 25 100 22 100 30 100 225 100

GNT: G no tipificable. PNT: P no tipificable.
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En el afo 2011 el genotipo dominante fue G2, con un porcentaje de 76,5 %.
Asimismo, se ha detectado en frecuencias medias a altas en los afios 2010 y 2012, y sélo
se ausenté en el afio 2009. El ultimo afio analizado (2014) tuvo como genotipo

reemergente y dominante a G1, con una frecuencia cercana al 70 %.

Los genotipos P dominantes fueron P[8] para todos los afios del periodo, excepto
para el afio 2011 en el que el tipo dominante fue el P[4]. Este hecho era esperable, ya que

las combinaciones mdas comunes son G1, G3, G4, G9 y G12 con P[8] y G2 con P[4].

Si se analizan las frecuencias en el periodo completo (grafico 1.2.1), se observa que
el genotipo G dominante fue G2 con una frecuencia de 34,0 %. Los tipos que evidenciaron
frecuencias menores fueron G3 con 24,6 %, G12 con 19,1 % y G1 con 12,1 %. Ademas, el
genotipo P que domind el periodo estudiado fue P[8] con un porcentaje cercano al 50 %,

seguido por P[4] con 36,4 %.

PNT
12,9%

Grafico 1.2.1. Frecuencia de los genotipos G y P en el GBA, 2008-2014. Porcentajes de genotipos
G (izquierda) y genotipos P (derecha) de RVA detectados en Buenos Aires en el periodo 2008-2014.
GNT: G no tipificables, PNT: P no tipificables.

Cuando se examina las frecuencias de los distintos genotipos afio a afio es posible
observar las fluctuaciones de las mismas en el tiempo y la emergencia, reemergencia y
desaparicion de los distintos tipos de RVA circulando en nuestro medio (ver tabla 1.2.1y
graficos 1.2.3 y 1.2.4). El primer afio del periodo estudiado en este trabajo fue marcado

por una gran diversidad de cepas donde no se distingue un genotipo dominante. Dos tipos
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G comparten las mayores frecuencias: G3 con 25 % y G9 con el 22,5 %, pero los tipos G1,
G2, G4 y G12 circulan también con frecuencias apreciables entre un 7 % y un 17 %.
Durante el 2009 hubo codominancia entre G3 y G12 en combinacidon con P[8], con
frecuencias de 48 % y 44 %, respectivamente. En 2010 el tipo G3 mantuvo la frecuencia
observada anteriormente, mientras que G12 disminuyd su prevalencia a expensas de la
reemergencia de cepas G2, las que alcanzan a representar cerca de un 30 %. La frecuencia
del tipo G2 durante el 2011 fue muy alta, superando el 76 %, y disminuyd al 26 % al aino
siguiente, compartiendo la dominancia con cepas G12 y G3 con porcentajes similares. En
el afo 2013 se observd nuevamente la dominancia absoluta de las cepas G12, con una
frecuencia de alrededor del 60 %; y en el ultimo afio, 2014, reemergieron las cepas G1, las

cuales mostraron una clara dominancia con una frecuencia cercana al 70 %.

En la tabla 1.2.2 se muestran las frecuencias de las combinaciones G/P detectadas
en cada uno de los afios del periodo estudiado. Como se discutié anteriormente para los
tipos G, se observa que cada afo existe una combinacion dominante o codominancia de
dos cepas. En este caso, en contraste a los valores arrojados por el analisis de los
genotipos G, se observan ciertas diferencias. Por ejemplo, para el primer afio del estudio,
2008, la combinacidon dominante fue G4P[8] con una frecuencia del 20 %. En el afio 2009
se observa codominancia de cepas G3P[8] y G12P[8] con la misma frecuencia (31,6 %),
siendo que las cepas G3 mantuvieron su dominancia durante el afio siguiente. La
combinacidon dominante para el afio 2011 fue G2P[4] con una frecuencia muy alta, mayor
al 70 %. Al afio siguiente, su frecuencia bajé al 28 %, aunque se mantuvo su dominancia. Al
observar las combinaciones del 2013, aparecen las cepas G12P[8] como dominantes con
un porcentaje elevado, cercano al 60 %. Por ultimo, se observa para el ultimo afio

estudiado la reemergencia de cepas G1P[8] con una frecuencia del 58,6 %.

En el Gréafico 1.2.2 se muestran las prevalencias totales de las distintas
combinaciones G/P para el periodo completo. Se aprecia que la combinaciéon dominante
fue G2P[4] con una frecuencia de 31,7 %, seguido por G12P[8] con 12,1 %, G3P[8] con 10,3

% y G1P[8] que alcanzd un 9,8 %. Ademas es notable el hallazgo de combinaciones mixtas
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(mas de un tipo G y/o P) con frecuencias elevadas. El porcentaje para el periodo fue de

14,3 % y, como se ha discutido con anterioridad, estos valores son tipicos para entornos

de paises en desarrollo y su estudio es de gran interés ya que facilitan la evolucién del

virus por reasociacion de segmentos (88).

Tabla 1.2.2. Distribucidn y frecuencia de combinaciones G/P de RVA en el Gran Buenos Aires,

2008-2014.
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 %en el
Genotipo Total periodode?7

% no. % no. % no. % no. % no. % no. % afios
G1P[8] 4 11,4 1 4,5 17 58,6 22 9,8
G1P[6] 1 2,9 1 0,4
G1PNT 2 6,9 2 0,9
G2P[4] 1 2,9 4 26,7 5 709 7 280 2 9,1 1 34 71 31,7
G2P[8] 3 3,8 3 1,3
G2PNT 1 2,9 2 2,5 1 4,0 4 1,8
G3P[4] 1 6,7 2 2,5 3 1,3
G3P[8] 6 17,1 6 316 5 33,3 1 1,3 12,0 2 9,1 23 10,3
G3PNT 4 11,4 1 53 6 7,6 8,0 2 9,1 15 6,7
G4P[8] 7 20,0 1 4,0 8 3,6
G9P[8] 4 11,4 1 6,7 5 2,2
GIPNT 2 5,7 1 53 3 1,3
G12P[8] 6 316 2 13,3 2 8,0 13 59,1 4 13,8 27 12,1
G12PNT 1 1,3 1 0,4
GNTP[4] 1 1,3 1 3,4 2 0,9
GNTP[8] 1 45 1 0,4
GNTP[9] 1 2,9 1 0,4
G1+2P[8] 1 3,4 1 0,4
G1+3P[8] 1 6,7 1 0,4
G1+12P[8] 1 2,9 2 6,9 3 1,3
G2+3P[4] 1 6,7 2 2,5 3 1,3
G2+3P[8] 1 1,3 1 0,4
G2+12P[4] 1 4,0 1 0,4
G2+12P[8] 1 2,9 1 0,4
G3+9PNT 1 1,3 1 0,4
G3+10P[8] 1 4,0 1 0,4
G3+12P[8] 4 211 7 280 1 4,5 12 5,4
G3+12PNT 1 1,3 1 0,4
G9+12P[8] 1 2,9 1 0,4
G9+12PNT 1 2,9 1 0,4
G2P[4]+[8] 1 34 1 0,4
G3P[4]+[6] 1 1,3 1 0,4
G1+3+12PNT 1 53 1 0,4
G2+3+9P[4] 1 1,3 1 0,4
Total 35 100 19 100 15 100 79 100 25 100 22 100 29 100 224 100

GNT: G no tipificable. PNT: P no tipificable.
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mixtos
14,3%

/G6PNT
| 12,9%

G3P[8]
10,3%

Grafico 1.2.2. Frecuencia de combinacién G/P de RVA detectados en el Gran Buenos Aires, 2008-
2014. Mixtos: mas de un genotipo G o P para una misma muestra. G o P NT: genotipo G o P no
tipificable.

2.2. Fluctuacion de genotipos en el tiempo

En las tablas y gréficos anteriores que ilustran los valores totales del periodo se
observa la gran diversidad de tipos G y P que han circulado en el GBA a lo largo de los siete
afos reportados. No obstante, al analizar la circulacién de cepas afio a afio, generalmente,
se observa que en cada periodo hay una o dos cepas dominantes. En los Gréficos 1.2.3 y
1.2.4 se compilan dichas observaciones en funcidon del tiempo desde 1996 realizadas

desde nuestro laboratorio.

En el periodo estudiado en esta tesis (2008-2014) se evidenciaron tres fendmenos
remarcables, los cuales se han profundizado mediante la caracterizacién de cepas
descriptas en las préximas secciones. La primera de estas observaciones es la emergencia

de cepas G12P[8] en 2008, que alcanzan el maximo valor de frecuencia en 2009 (31,6 %).
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El segundo es la sostenida circulacion de cepas G2P[4] durante varios afios y su alta
dominancia en 2011 (70,9 %). Y el tercero es la alta prevalencia de cepas G1P[8] durante
el ultimo afio de estudio, hecho que fue acompanado por una notoria incidencia de
diarreas severas. Asimismo cabe destacar otras dos observaciones interesantes: la
emergencia en la zona del GBA de cepas G3P[8] en 2009, que se transformaron en las
cepas dominantes durante el 2010, y la virtual ausencia o muy baja frecuencia de

infecciones simples por cepas G1P[8] hasta la mencionada reemergencia abrupta en el
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2014.
100
% Gl
80 G2
G3
70 —G4
10 —G9
é 60 G12
= Others
®
Z 50
Il
s |
o 40
©
X
30
20
7 /
10 I
N/ > N\ [

Grafico 1.2.3. Fluctuacion de los genotipos G a lo largo de los afios. Se muestra la frecuencia de
cada tipo G detectado desde el afio 1996 hasta el 2014. En este periodo estan incluidos los afios
analizados en esta tesis (2008-2014) y estudios reportados anteriormente por nuestro grupo (94,
97,133, 164).

Cepas G12P[8]

La emergencia descripta aqui se relaciona, y es co-temporal, con su emergencia
global. A diferencia de las cepas G12P[9] detectadas en baja frecuencia entre 1999 y 2007

en GBA, en el periodo reportado en este trabajo el genotipo G12 en combinacién con P[8]
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fue altamente prevalente. Esta combinacién se ha detectado cada afo del periodo 2008-
2014 vy, en particular ha sido co-dominante con G3 en 2009, con G2 y G3 en 2012 y es el
genotipo dominante en 2013, representando alrededor del 59,1 % de las infecciones

caracterizadas.
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Grafico 1.2.4. Fluctuacion de los genotipos P a lo largo de los aiios. Se muestra la frecuencia de
cada tipo P detectado desde el afio 1996 hasta el 2014. En este periodo estan incluidos los afios
analizados en esta tesis (2008-2014) y estudios reportados anteriormente por nuestro grupo (94,
97, 133, 164).

Cepas G2P[4]

Esta combinacidon G/P se ha detectado en el GBA con frecuencias variables desde su
emergencia en el afio 2004 estando ausente Unicamente en el afio 2009. Asi mismo
representd el genotipo dominante durante los afios 2004, 2007, 2011 y 2012. En 2011, la
combinacidon G2P[4] fue la mas frecuente (70,9 %), desplazando a los genotipos G3P[8] y
G12P[8]. Su presencia es también muy importante en el 2012 disminuyendo en el 2013 y
el 2014. De esta manera, en un lapso de 10 afios, se ha podido observar una persistente
circulacion de este tipo de cepas y un llamativo incremento de su incidencia durante el

octavo aio de este periodo. En dicho lapso, la prevalencia de las cepas G2P[4] muestra
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dos fases, la primera de ellas se extiende hasta el aiio 2009 y la segunda desde dicho afio

en adelante.

Cepas G1P[8]

Durante los seis primeros afios de este estudio sdlo se han detectado cinco
infecciones simples ocasionadas por esta combinacidn de genotipos, cuatro en el primer
afio y una en el 2013. Adema3s, se ha detectado una infeccién en la que se ha identificado
la combinacion de genotipos G1P[6] en 2008 y solo otras tres detecciones del genotipo G1
en infecciones mixtas durante el periodo 2009-2013. Este bajo o casi nulo nivel de
deteccidon durante un largo periodo es interrumpido abrupta y sorpresivamente por el alto
nivel de deteccidn alcanzado en 2014. En este afio las cepas G1P[8] son halladas en el 58,6
% de las muestras analizadas, y este porcentaje que se eleva a mas del 70 % cuando se
consideran Unicamente las detecciones del tipo G, entre las cuales se incluyen no sélo la
combinacidn con P[8] sino también las combinaciones con genotipos P no tipificables y las

presentes en infecciones mixtas.

3. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en esta tesis, junto con resultados previos (94, 133, 165),
completan 18 afios de continua vigilancia de genotipos en areas densamente pobladas del
Gran Buenos Aires (Argentina). Este lapso comprende un primer periodo, entre 1996 y
2007, que corresponde a la era previa a la vacunacién en el subcontinente sudamericano y
reflejaria el patréon natural de fluctuaciones de los genotipos circulantes, mostrando
diferencias en las frecuencias y reemplazos que varian en cada uno de los afios
estudiados. En el presente estudio, llevado a cabo desde el 2008 hasta el 2014, se incluye
un periodo durante el cual varios paises del subcontinente han incorporado la vacunacién

masiva en sus programas. Ademas, la Argentina licencié las vacunas que, mayormente, se
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han usado en la practica privada. Por esta razén, en nuestro medio la cobertura no ha sido
significante, alcanzando aproximadamente el 7 % de las cohortes (Dr. Eduardo Ldpez,

comunicacion personal).

En el contexto descripto, la circulacion de genotipos detallada en los resultados
precedentes ofrece algunas particularidades que motivaron la profundizacion del estudio,
caracterizando por secuenciamiento genes especificos de varias cepas de interés. Estos
resultados se describen y analizan en las secciones siguientes. Los hallazgos mas
llamativos y relevantes en cuanto a su posible influencia en el desempefio de la vacuna
monovalente seleccionada por todos los paises sudamericanos son: i) La emergencia de
cepas G12P[8], ii) La reemergencia y prolongada persistencia de cepas G2P[4] vy iii) La

reemergencia y alta morbilidad de cepas G1P[8].

Como se ha descripto en la introduccién, se han definido tres constelaciones
gendmicas para los RVA humanos cada uno caracterizado por las cepas Wa (Wa-like), DS-1
(DS-1-like) o AU-1 (AU-1-like), siendo las dos primeras mucho mas comunmente
detectadas en estudios epidemioldgicos que la ultima (165). En general, las cepas tipo Wa
incluyen las combinaciones de genotipos G1, G3, G4, o G9 con P[8] y la vacuna
monovalente Rotarix, ampliamente aplicada en Sudamérica, pertenece a este tipo de
cepas en tanto que las cepas tipo DS-1 incluyen tipicamente la combinacion de genotipos
G2 con P[4]. Si bien se han observado durante largos periodos y en base a extensos
estudios epidemioldgicos que las combinaciones antes mencionadas son las mds comunes
en humanos, estudios filodindmicos han determinado que cepas nuevas pueden
evolucionar y adquirir aptitud para diseminarse globalmente en un tiempo relativamente

corto de unos 10 afios (92).

Durante la segunda mitad de la década de 1990 diferentes cepas con el genotipo G12
han emergido en varios paises, y nuestro grupo ha demostrado previamente la
introduccidn, en 1999, en Argentina de una cepa rara del tipo AU-1 con un gen vp7 del
tipo G12 linaje Il en combinacién con P[9] (94, 166). Como se describe mas adelante estas

cepas han sido detectadas en el GBA hasta el afio 2007. El marcado incremento de las
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tasas de deteccidn del tipo G12 a partir del afio 2008 (Grafico 1.2.3) forma parte de la
emergencia global de una cepa totalmente distinta. La presencia de este genotipo a tasas
medias a altas durante todo el periodo estudiado y su alta prevalencia en 2013, afno en
que G12 fue el genotipo dominante, evidencia su alta aptitud para la diseminacién vy
persistencia en poblaciones humanas, lo que amerita la realizacion de estudios de

caracterizacion y su vigilancia continua.

Varios estudios reportan la alta eficacia y efectividad de la vacuna monovalente (tipo
Wa) contra cepas del tipo G2P[4] (tipo DS-1). Sin embargo, aun existe cierta controversia,
como por ejemplo el hecho de que algunos resultados sugieran que la inmunidad inducida
por la vacuna decrece en el segundo afio de vida (167-169). Asumiendo que exista alguna
diferencia, aunque sea escasa, en la proteccién inducida hacia los dos tipos de cepas, la
generalizacion del uso de la vacuna monovalente podria hipotéticamente seleccionar
cepas G2P[4] (u otras DS-1-like) incrementando su abundancia en el ambiente. Este
incremento podria ser independiente de la morbilidad observada ya que los estudios
muestran cantidad de casos y severidad, pero no es posible evaluar la cantidad de casos
leves e infecciones asintomaticas. De esta forma, dado que la vacuna no induce inmunidad
“esterilizante”, las infecciones siguen produciéndose continuamente y el output medido
por los estudios (protecciéon contra enfermedad y severidad) puede perfectamente indicar
altos niveles de proteccidn, y aun asi registrarse una seleccién y enriquecimiento de la

circulacion de ciertas cepas de forma inaparente.

En algunos estudios se sugiere que, naturalmente, las cepas G2P[4] incrementan su
circulacién cada 8 a 10 afios (167, 170, 171) y el incremento observado en Sudamérica en
afos pasados ha sido atribuido a este ciclo normal (164, 170). Efectivamente, la
observacion de los resultados integrados de nuestra vigilancia en GBA muestra que el
incremento observado en el afio 2004 podria atribuirse a esta tendencia natural ya que las
cepas G2P[4] habian sido prevalentes previamente durante el periodo 1996-1998. Estos
niveles se mantienen altos a medios desde el 2004 hasta el 2008, no registrandose

muestras con este genotipo en nuestra coleccién en el afio 2009. Sin embargo, hay una
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reemergencia “atipica” en el 2010, con niveles extremos préximos al 70 % en 2011, altos

en 2012 y medios a bajos en 2013 y 2014.

Otro hecho para destacar es la deteccién de G3P[8] como cepa codominante en 2008
y 2009 y claramente dominante en 2010 ya que es, hasta donde sabemos, la primera vez
qgue el genotipo G3 es detectado con altas frecuencias en Buenos Aires desde mediados de
los '90. Esta tendencia también fue detectada por el Sistema de Vigilancia Nacional de
Rotavirus (172). Finalmente, el periodo estudiado se cierra en el aifio 2014 en cuya
estacion invernal se registran muchos casos severos e incluso 5 decesos asociados a
infecciones por RVA. La genotipificacion de estas cepas marca la reemergencia del
genotipo G1P[8], cepas ausentes durante un largo tiempo de nuestra casuistica. Este
hecho es en si mismo bastante atipico ya que segun la experiencia epidemioldgica sobre

estos virus, ésta es la combinacién G/P mas frecuentemente detectada.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Secuenciamiento nucleotidico

Los amplicones de las muestras seleccionadas para secuenciar fueron purificados a
partir del gel de agarosa proveniente de las electroforesis que se utilizaron para
determinar el tamafio de las bandas. Para llevar a cabo este proceso se utilizé el kit
comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El secuenciamiento se llevd a cabo en Macrogen Inc.,
Seul, Republica de Corea, utilizando el secuenciador automatico ABI3730XL y el kit Big Dye

Terminator (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos).

Las secuencias nucleotidicas presentadas en esta seccidén fueron depositadas en la
base de datos de secuencias genéticas GenBank del NIH (National Institutes of Health)
bajo los siguientes numeros de acceso: KF920553 y KF920563-KF920577 para vp7;
KF920585-KF920590 para vp4.

1.2. Andlisis molecular y filogenia

Los cromatogramas enviados por Macrogen Inc. fueron analizados utilizando el
software Chromas (Technelysium, Australia). Para solucionar problemas de ambigiliedad o
de sectores de poca resolucion se contdé con dos secuencias por muestra, una realizada

con un primer directo y otra con uno reverso.

Una vez analizadas las secuencias individuales, se realizaron alineamientos multiples

utilizando el software ClustalW (184) contrastando con secuencias relacionadas
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disponibles en la base de datos GenBank. A partir de aqui se dedujo la secuencia

aminoacidica y se analizaron las distintas regiones antigénicas.

Por otro lado, a partir de los alineamientos ya mencionados, se reconstruyeron
arboles filogenéticos a nivel nucleotidico con el método de neighbor-joining, calculando la
distancia evolutiva con Kimura 2 parametros. Como método de soporte se utilizé el
bootstrap, con 1000 veces de remuestreo. Estos analisis fueron realizados utilizando el

software MEGA version 5.1 (185).

1.3. Andlisis de coalescencia y filogeografia

Para realizar los ensayos de coalescencia y filogeografia se empled un software
llamado BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (193). Este es un software
gue permite realizar inferencias evolutivas a partir de secuencias moleculares. En este
caso se realizaron analisis acerca de la edad del ancestro comun mds reciente (ACMR) y de

relaciones filogeograficas.

Las reconstrucciones filogenéticas bayesianas se llevaron a cabo usando métodos de
Monte Carlo basados en cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) implementadas en
BEAST. Este software incorpora modelos de reloj molecular para estimar la edad de la raiz
de los arboles filogenéticos y de cada nodo. Los archivos de entrada para el programa
BEAST son generados con otro software llamado BEAUti. En éste se debe ingresar el
archivo de secuencias alineadas a ser analizado para luego incorporar los datos de fecha y
locacidén, y también los ajustes necesarios para llevar a cabo el analisis. Estos estudios se
realizaron usando un modelo de sustitucidon nucleotidica HKY con grado de variacion de
distribucién gamma y un modelo de reloj molecular relajado lognormal (194). Una vez
generados los archivos de entrada para BEAST, los andlisis de MCMC fueron corridos con
100 millones de generaciones Y examinados con Tracer

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer). Los arboles del clado de maxima credibilidad
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(MCCT) fueron anotados usando TreeAnnotator vy visualizados en FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

Para realizar los andlisis de filogeografia se empled el software SPREAD (Spatial
Phylogenetic Reconstruction of Evolutionary Dynamics) (195). Este programa permite
visualizar reconstrucciones filogeograficas bayesianas incorporando difusion temporo-
espacial. Este programa, ademas, implementa el calculo del factor de Bayes para evaluar
el soporte de las hipdtesis de la difusion histdrica entre pares de locaciones discretas. La
visualizacién de estos procesos de difusion se ejecuta a través de un visor de imagenes y

con el software Google Earth.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de la evolucidn de ciertas cepas de RVA es uno de los temas centrales de
esta tesis. En este capitulo se muestran los analisis de filogenia, coalescencia y
filogeografia de las cepas del tipo G12 argentinas para comprender cémo se relacionan

entre si, con cepas del mismo tipo de la regién y del resto del mundo.

Es interesante el estudio de estas cepas ya que son consideradas emergentes
globales. El genotipo G12 fue detectado por primera vez en Argentina y en la regién en el
afio 1999. Desde ese momento hasta 2007 dichas cepas fueron detectadas en forma
esporadica y siempre en baja frecuencia. Durante esta etapa siempre se las encontrd
asociadas al genotipo P[9]. Sin embargo, como se mostré en el primer capitulo de esta
tesis, a partir del afio 2008 el genotipo G12 se detectd casi ininterrumpidamente a lo largo
de los anos y con frecuencias mucho mayores, pero esta vez en asociacién al genotipo
P[8]. Es por esto que se le ha dado gran importancia a estas muestras y en las secciones
siguientes se presentan y discuten los resultados de los estudios realizados sobre varios

genes de los dos tipos de cepas G12 que han estado circulando en nuestra regién.
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2.1. Andlisis filogenético

2.1.1. Gen vp?7

En este estudio se secuencié el gen vp7 de un total de 17 cepas G12 detectadas en
muestras pertenecientes a nuestra coleccion correspondientes a los afios 2002 (1
muestra), 2007 (1 muestra), 2008 (2 muestras), 2009 (11 muestras) y 2010 (2 muestras),
las cuales se analizaron en conjunto con las dos secuencias adicionales provenientes de
muestras del afio 1999 y reportadas por nuestro grupo (94, 166). A través de andlisis
filogenéticos de esas secuencias, asi como de otras obtenidas de Argentina, Sudamérica y
cepas representantes del genotipo G12 a nivel mundial, se observo que en Buenos Aires
desde 1999 y hasta el afio 2007 ha circulado el linaje Il mientras que desde el afio 2008 las
cepas circulantes pertenecen al linaje Ill (figura 2.1). Estos grupos de cepas ademas de
pertenecer a linajes distintos en base a las secuencias del gen vp7 pueden ser
diferenciados por su asociacion con dos genotipos distintos del gen de la proteina VP4. Las
cepas del linaje Il (1999-2007) aparecen combinadas con el genotipo P[9] (al menos en
aquellos casos en los cuales pudo determinarse el genotipo P) mientras que las del linaje

IIl se combinan con el genotipo P[8] (94, 166).
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Figura 2.1. Filograma del gen de vp7 de cepas G12. Las ramas que representan las secuencias

argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas en negrita.

2.1.2. Gen vp4

Se obtuvo la secuencia del gen vp4 solo en los casos de las muestras caracterizadas

como infecciones simples de cepas G12P[8] para evitar ambigliedades al asignar el gen a
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una u otra cepa en el caso de las infecciones mixtas. Seis muestras satisficieron esta

condicién y todas fueron de 2009 (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Filograma del gen de vp4 de cepas G12P[8]. Las ramas que representan las secuencias
argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas.
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A partir de las secuencias nucleotidicas se realizé6 un examen filogenético, el cual
indicd que estas secuencias pertenecen al linaje Il del genotipo P[8] pero se separan en 3
grupos diferentes, respaldado por altos valores de bootstrap. El primer grupo incluye las
cepas Arg2712, Arg2713, Arg2717 y Arg2766, las cuales se encuentran asociadas a un
grupo de cepas G3P[8] argentinas del 2008, 2009 y 2011, y un grupo G1P[8] que incluye
una cepa del 2008 y varias del 2014. El segundo grupo incluye la cepa Arg2765, la cual se
asocia con una cepa G1P[8] brasilera del 2008 y un grupo de cepas australianas incluidas
en un estudio en el que se reportd un brote de infecciones por RVA de genotipo G1P[8] en
un entorno en el cual se aplica la vacuna monovalente (178). Por ultimo, el tercer grupo
incluye la cepa Arg2668, y también se observa que esta cepa agrupa con muestras G1P[8]
del afio 2008 analizadas en nuestro laboratorio. Este analisis deja en claro que no se
puede establecer un patrén tan marcado de segregacion como el que pudo observarse
para el gen vp7. A la vez nos permitié ver que las secuencias del gen vp4 de cepas con
genotipo P[8] modernas agrupan todas dentro del linaje Il sin importar si estdn asociadas

aGl,G3,G40G12.

2.1.3. Gen nspl

Como parte de un estudio en curso de caracterizacién y busqueda de eventos de
reasociacion de cepas G12 del linaje ll, se realizé el secuenciamiento del gen nspl de una
cepa del afio 2002 aprovechando el hecho de que ese gen habia sido estudiado en dos
muestras del afio 1999 (166). Como se observa en la Figura 2.3, la secuencia en cuestion
(muestra Arg1380) agrupa con otras secuencias de cepas G12 pertenecientes al genotipo
A3 de paises vecinos como Paraguay y Brasil, y a su vez este clado se asocia con otros que
contienen varias cepas bovinas (en su mayoria), algunas humanas (entre las que se
encuentra la cepa de referencia del tercer genogrupo en orden de abundancia en
humanos, AU-1) vy la cepa de la vacuna pentavalente (RotaTeq) que es un reasociante
bovino-humana. En contraste, los aislados originales Arg720 y Arg721 de 1999 pertenecen

al linaje A12 y se asocian sdlo con secuencias de nspl de cepas humanas G12P[9], como la
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primera detectada a nivel mundial T152, y otras de referencia a nivel mundial como las

K12 y Kor588.
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Figura 2.3. Filograma del gen de nspl de cepas G12. Las ramas que representan las secuencias
argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas.

2.2. Coalescencia y filogeografia de cepas G12 del linaje Il

Dada la elevada relacidn filogenética de cepas G12 del linaje Il Asidticas, argentinas,
de la regidn Sudamericana y europeas que han circulado entre mediados de la década de

1990 hasta afios recientes (Italia en 2012) decidimos realizar estudios de coalescencia y

filogeograficos sobre las 23 secuencias disponibles de cepas G12 de este linaje.
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2.2.1. Analisis de coalescencia

Las secuencias a estudiar son las que conforman el clado del linaje Il en el arbol
filogenético mostrado en la figura 2.1. Se decidié realizar la inferencia del ancestro comun
mas reciente (ACMR) sélo de este linaje de cepas G12 ya que es un grupo que despierta
particular interés en nuestro laboratorio debido a que en 1999 fue hallada la primer
muestra G12 de Argentina y de la region. Esta muestra es la Arg720 que, junto con la
Arg721 fueron previamente estudiadas por genoagrupado en colaboraciéon con el Dr.
Nakagomi en Japdén y se ha demostrado que son cepas que se habian introducido
practicamente sin cambios desde el lejano Oriente en Argentina hacia el final de la década
de 1990 (166). Ademas, solo existe una muestra, a nivel mundial, que data de antes que la
argentina y es la tailandesa T152. De aqui en adelante se han reportado casos esporadicos
de cepas con estas caracteristicas de genotipo y linaje en varios paises asiaticos y en la
region sudamericana, mas especificamente en Brasil, Paraguay y Uruguay. La ultima cepa
detectada en Argentina, que forma parte de nuestro muestrario, es la Arg2385 del ano
2007. Mientras que las cepas G12 del linaje Il mas modernas reportadas corresponden a
Brasil (2010), Uruguay (2011) e Italia (2012). Es importante aclarar que para realizar este

tipo de estudios es necesario contar con las fechas de cada cepa.

En la Tabla 2.1 se muestran los datos de ACMR y tasa de mutacion obtenidos a partir
del analisis de coalescencia. La tasa de mutacion se muestra en sustituciones nucleotidicas
por sitio por afio, y también se muestran las edades e intervalos de confianza del ACMR
del linaje Il de cepas G12 y de los nodos en los que estan involucradas las cepas

argentinas. Adema3s, esta ultima informacién se esquematiza en el arbol de la Figura 2.4.

Como puede apreciarse en la tabla 2.1, la tasa de mutacién del gen de VP7 de las
cepas del linaje Il del genotipo G12 es de 1,26 x 10° (0,59 - 2,04 x 107)
sustituciones/sitio/ano. Estas tasas de evolucion son elevadas, pero si se tienen en cuenta
las tasas de mutacién que se han reportado para varios virus con genoma de RNA se

mantienen dentro de los valores esperados (215). Ademas, los valores obtenidos aqui
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resultaron comparables con los ya reportados para el genotipo G12, que son de 1,66 x 107

sustituciones/sitio/ano (92).

Tabla 2.1. Tasa de mutacién y edades de los ACMR de cepas G12 del linaje Il.

Parametro Cepa Valor

Tasa de mutacién Global 1,26 x 100,59 - 2,04]
Global 1994 [1988 - 1998]
Arg720 1998 [1996 - 1999]

ACMR (afios) Arg721 1997 [1994 - 1999]
Arg1380 2001 [2000 - 2002]
Arg2385 2005 [2004 - 2006]

La tasa de mutacion se indica en sustituciones nucleotidicas/sitio/afno.

AMRC: ancestro comuUn mas reciente.

Por otro lado, se logré inferir la edad del ancestro comun mas reciente del linaje Il y
se hallé que esta datado en 1994 (1988 — 1998). Esto nos indica que es un grupo de cepas
relativamente moderno y que a pesar que su primer hallazgo fue en 1998, es posible que
circule desde algunos anos antes. Si se analizan las dos cepas argentinas de 1999, primeras
en la region sudamericana, se observa que el afio del nodo de la Arg720 es 1998 y de la
Arg721 es 1997. El hecho de apreciar este tipo de diversidad en cepas aisladas dentro del
mismo mes (Arg720 colectada el 12-10-99 y Arg721 el 21-10-99) indicaria que la
introduccion desde Oriente fue relativamente abundante o que estuvo circulando durante
algun tiempo como para permitir apreciar cierta heterogeneidad. Asimismo, se aprecia
qgue el nodo de la Arg1380 de 2002 proviene de un nodo ancestral comun con una cepa
paraguaya datado en 2001 y por ultimo el de la Arg2385 de 2007 deriva de un nodo del

afio 2005 que da origen a la cepa Argentina y otra de Paraguay.
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Figura 2.4. Andlisis de coalescencia de cepas G12 del linaje Il basado en el gen vp7. En la grilla del eje x se indican los afios y en cada nodo

se indica el afio del mismo.
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2.2.2. Analisis de filogeografia

Una de las principales ventajas de implementar el analisis de filogeografia es que
nos permite enmarcar el proceso de dispersion de las cepas de rotavirus estudiadas en
escalas de tiempo. Al igual que para los ensayos de coalescencia, se utilizaron sélo las
cepas correspondientes al linaje Il del genotipo G12. Estas son las mismas 23 incluidas
desde el andlisis filogenético del gen vp7 que se mostré en la Figura 2.1, donde se
encuentran las cuatro cepas argentinas de nuestra coleccidén pertenecientes a este linaje y

genotipo.

Se muestra en la Figura 2.5 el proceso de dispersién temporo-espacial de las cepas
ya mencionadas. Los colores de las lineas indican la temporalidad, siendo de color violeta
las mds antiguas y virando al amarillo para las mas modernas. Ademdas se muestran
circulos en las distintas locaciones y el tamafio de éstos aumenta de acuerdo al nUmero de
cepas reportadas en cada ciudad. La primer cepa, T152, fue reportada en Tailandia en
1998. Se observa en la figura que desde aqui se habria dispersado a dos regiones bien
distantes hacia el fin de la década de 1990, la zona de Japdén y Corea y la region
Sudamericana. Hay varias cepas identificadas en Japdn entre 1999 y 2001 desde donde
podria haberse trasladado a Corea del Sur con identificaciones de linaje Il en el afio 2002 y
segun este analisis no hubo difusiones posteriores desde este sitio. El segundo lugar hacia
donde la cepa tailandesa se habria dispersado fue Buenos Aires, donde se han hallado las
cepas Arg720 y Arg721 en 1999. Una vez establecidas en Argentina, con otra aparicién en
el afo 2002, estas cepas se dispersaron por la regidon hacia Brasil y Paraguay en 2003.
Segun datos de prevalencia, este tipo de cepas circuld durante varios afios (aunque a bajo
nivel), y se dispersé en los paises del Cono Sur de Latinoamérica. Segun el presente
analisis filogeografico podria incluso postularse un intercambio de ida y vuelta entre
paises, lo que puede inferirse del hecho de que las primeras detecciones fueron en el GBA
pero la ultima muestra de este tipo hallada en Buenos Aires en 2007, la Arg2385, habria

provenido de recirculacion desde Paraguay.
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De esta forma, hasta el afio 2011 habria habido varios procesos de difusién entre
Argentina, Brasil y Paraguay y en este mismo afo se hallé por primera vez una cepa de
genotipo G12 del linaje Il en Uruguay, la cual habria migrado desde Brasil. La ultima
hallada en la region sudamericana fue en el 2012 también en Uruguay, proveniente de
Paraguay, pero esta vez se aislé de una muestra ambiental. El ultimo hallazgo de estas
cepas se reporto en ltalia, en la ciudad de Mesina en el afio 2012 y el andlisis indicaria su

origen en cepas de Paraguay.

3. CONCLUSIONES

Como se comentd previamente, el genotipo G12 ha sido reportado de forma
creciente desde mediados de los 90°s en muchos paises hasta convertirse en uno de los
principales genotipos circulantes de forma global en los ultimos afios (92). A lo largo del
tiempo en que hemos mantenido la vigilancia de cepas de RVA en el Gran Buenos Aires
hemos podido describir la emergencia de dos tipos principales de cepas G12. Las primeras
detectadas durante septiembre de 1999 fueron caracterizadas como del tipo AU-1y con la
combinacion de genotipos G12P[9]. Posteriormente, emergen en el 2008 cepas del tipo
Wa y con la combinacién G12P[8]. Considerando el hecho de que pertenecen a dos
constelaciones gendmicas totalmente diferentes y el hecho de que las detectadas mas
recientemente corresponden al tipo mas comun en humanos y parecen ser el producto de
la evolucion de 10 afos, no es extraiio que éstas Ultimas aparezcan con frecuencias mucho
mayores. Este tipo de cepas G12 han llegado a ser dominantes en varias temporadas en el
GBA y han persistido con frecuencias importantes hasta el ultimo afio de estudio de esta

tesis.
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Figura 2.5. Difusidn espacio-temporal desde el afio 1999 al 2012 de cepas G12 del linaje 1l basado en el gen vp7. La imagen fue generada
con el programa SPREAD. El color de las lineas indica la edad del proceso de dispersion entre las distintas locaciones, siendo violeta para
los procesos mas antiguos y virando al rojo cuanto mds moderno es. Ademas se muestran circulos en cada locacién donde el tamafio del
mismo aumenta de acuerdo al nimero de cepas reportadas en esa ciudad.
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No obstante sus bajos niveles de frecuencia, las cepas del tipo AU-1 han persistido
durante varios afios en el GBA y se han detectado en otros paises de la region (188, 197-
199) en afios posteriores a su aparicién en Argentina. Estas cepas son de interés dado que
son las mas divergentes genética y serotipicamente con respecto a las cepas vacunales
con el consiguiente riesgo de que se comporten como cepas con mayor capacidad de
evasion a la respuesta protectora inducida por aquellas. Es con esta logica que, como
parte de un proyecto en curso, se realizaron estudios de secuencia en tres cepas de tipo
AU-1 de afios posteriores a su deteccidn inicial para obtener datos sobre su evolucion por
reasociacion de segmentos y mutaciones puntuales. En el caso del gen vp7, se han
secuenciado en éste y en estudios previos un total de cuatro cepas, dos del afio 1999, las
Arg720y 721, una del 2002, la Arg1380 y otra (la ultima detectada en Argentina) del afio
2007, la Arg2385. Si bien una de las cepas de 1999 (720) es practicamente igual a la del
2002, es posible observar en la Figura 2.1 una cierta divergencia con respecto a la otra de
1999 (721) y a la del aifo 2007. De hecho, segun el analisis de coalescencia (Figura 2.4) la
cepa Arg720 o un ancestro muy proximo seria el origen de las cepas diseminadas a los

paises vecinos y de la ultima cepa detectada en ltalia.

En base al estudio de la proteina NSP1 de estas cepas es posible sugerir que el
aislado del afio 2002 (Arg1380) seria un producto de reasociacidén de cepas relacionadas a
Arg720 con cepas bovinas o humanas relacionadas a cepas animales. La caracterizacion
por secuenciamiento del gen nsp1 y su estudio filogenético lo ubican como perteneciente
al genotipo A3 en un cluster bien diferenciado. En la Figura 2.3 se han incluido todas las
cepas reportadas a la fecha con dicho genotipo y se aprecia que las secuencias que
agrupan en el mencionado clister se han reportado exclusivamente en cepas G12 de la
region y siempre detectadas posteriormente respecto a las argentinas de 2002, lo cual

sugiere que podrian configurar derivados de la Arg1380.

A partir de los ensayos de coalescencia y filogeografia del gen vp7 se pudo estudiary
profundizar acerca de la evolucion de cepas G12 del linaje Il, que por lo general se

encuentran asociadas a P[9]. Por un lado se hallé que el ancestro comun mas reciente de
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estas cepas data del afio 1994 (con un rango entre 1988 y 1998), lo cual ubica el primer
reporte en Tailandia algunos anos después del surgimiento del linaje. Esto indica que pudo
haber circulado desde antes, tal vez a muy bajo nivel, sin ser detectado. Por otro lado,
mediante filogeografia, se trazé la historia espacio-temporal de las cepas de este linaje, la
cual indicé que la cepa comenzé su circulacion conocida desde Tailandia hacia otros paises
asiaticos y hacia Sudamérica, mas especificamente hacia Argentina. Y una vez en la region
latinoamericana puede trazarse una historia de propagacién a varios paises de la zona
como Brasil, Paraguay y Uruguay, donde ha circulado durante mas de 10 afios. Por ultimo,
es posible decir que la historia conocida de esta dispersidn finalizaria con una migracion
desde la regién Sudamericana hacia Europa en los ultimos afios. Los ultimos reportes de

estas cepas fueron de Uruguay en 2011 (198) e Italia en 2012 (216).

Si bien las cepas G12 del linaje Il no aparecen en nuestra casuistica desde el 2007, si
aparecieron en otros paises de Sudamérica y en Europa. Mediante los estudios de
secuenciacion, y las inferencias filogenéticas, filogeograficas y de coalescencia a las que se
pueden acceder hoy en dia podemos sumar informacion valiosa para estudiar en
profundidad el comportamiento evolutivo de cepas de este tipo. Creemos que un estudio
profundo de este tipo es valioso por las consideraciones hechas mas arriba, y por el hecho
de que, como indicaria la deteccion de un posible reasociante bovino-humano, podrian ser
cepas con cierta facilidad para infectar humanos y animales, pudiendo establecer

reservorios en estos ultimos.

Desde un punto de vista gendmico, las cepas G12P[8] emergentes a partir del afo
2008 son totalmente distintas a las discutidas en los parrafos previos siendo las primeras
del tipo Wa con un gen vp7 G12 del linaje lll y las ultimas del tipo AU-1 con un gen vp7
G12 del linaje Il. Mientras estas ultimas fueron detectadas inicialmente en Tailandia,
paises del lejano Oriente y el cono sur de América a bajas tasas de frecuencia (188, 197,
198), las cepas tipo Wa actuales parecen ser el resultado de la evolucidn de distintos tipos
de cepas G12 del linaje lll y se hallan en altas frecuencias globalmente distribuidas (92).

Las cepas G12P[8] caracterizadas por secuenciamiento en esta tesis son detectadas
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simultaneamente a nivel nacional y reportadas por el Sistema Nacional de Vigilancia (172).
En dicho trabajo se las estudia por genoma completo confirmando su pertenencia al tipo
Wa con la combinacién de genotipos siguiente: G12-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1. En
nuestro estudio las cepas G12P[8] se mantienen con prevalencias medias a altas desde
2008 hasta 2014. Esta persistencia y altas frecuencias (mds del 60% en 2013) en el GBA se
observa en otros estudios a nivel global sugiriendo que esta cepa representa un producto
de 10 afios de evolucién altamente adaptado para la infeccidn y diseminaciéon en humanos
(85, 92, 165). La emergencia de estas cepas G12 a nivel global genera ciertas dudas sobre
la efectividad de las vacunas contra ellas aunque un estudio de neutralizacion cruzada ha
establecido que, en principio, existen buenos niveles de respuestas con cepas tipo Wa. Por
esta razén los autores concluyen que, en principio, seria esperable obtener buenos niveles
de proteccidn contra enfermedad ocasionada por las cepas G12P[8] aplicando vacunas del

tipo Wa como la monovalente Rotarix (196).
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1. MATERIALES Y METODOS

La metodologia referida a secuenciamiento nucleotidico, andlisis de secuencias y
reconstruccién de arboles filogenéticos y analisis de regiones antigénicas se detalla en la

seccion | del capitulo II.

Las secuencias nucleotidicas presentadas en esta seccién fueron depositadas en la
base de datos de secuencias genéticas GenBank del NIH (National Institutes of Health)
bajo los siguientes numeros de acceso: KF920554- KF920562 para vp7; KF920578-
KF920580, KF920584 y KF920591- KF920596 para vp4.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

Como fue discutido en secciones anteriores, se observé a partir de estudios de la
fluctuacién de genotipos la predominancia de las cepas G2P[4] en un largo periodo de
tiempo. Debido a este hecho remarcable se decidid profundizar el estudio de estas cepas
mediante analisis filogenéticos para determinar las relaciones evolutivas con cepas pares
de la regién y mundiales tanto del gen de VP7 como el de VP4. Ademads, se realizaron
estudios de las regiones antigénicas de la proteina VP7, codificada por el segmento 9 de

los rotavirus.
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2.1. Andlisis filogenéticos

2.1.1. Gen vp?7

Se obtuvo un total de 9 secuencias del gen vp7 a partir de las muestras caracterizadas
como G2P[4]. Tres de ellas fueron colectadas en el afio 2007 y 6 en el periodo 2010 - 2011
(3 de cada afio), siendo representativas de las dos fases de las cepas G2 circulantes antes

mencionadas.

Para realizar los alineamientos que se utilizaron como partida al realizar los arboles
filogenéticos, se ha realizado una busqueda de secuencias nucleotidicas de los genes vp7 y
vp4 de cepas caracterizadas como G2P[4] en la base de datos GenBank a nivel mundial y

prestando especial atencion a las cepas regionales.

El analisis filogenético del gen vp7 indica que todas las secuencias de esta coleccién
pertenecen al linaje 1l del genotipo G2, pero segregan en grupos diferentes. Las cepas G2
correspondientes a 1997, secuenciadas previamente (164), y las de 2007, secuenciadas en
el marco de esta tesis, estan mas relacionadas entre si que las del grupo obtenido durante
2010-2011, que contiene 6 secuencias de vp7 casi idénticas (Figura 3.1.1). Resulta
interesante notar que las cepas que circularon en Brasil durante 2008 y 2009 estan muy
relacionadas con este grupo que emergié en Argentina en el aio 2010. De manera similar,
algunas secuencias de cepas circulantes en Brasil durante 2005 y 2006 estan

cercanamente relacionadas a cepas argentinas aisladas en el 2007.
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Figura 3.1.1. Filograma del gen vp7 de cepas G2P[4]. Las ramas que representan las secuencias
argentinas obtenidas en el LIV y secuenciadas en este trabajo se encuentran resaltadas de color
celeste, mientras que las cepas brasileras relacionadas se encuentran resaltadas en color verde.

Cabe sefialar que las Figuras 3.1.1 y 3.1.2 se incluyen solo algunas secuencias

representativas de un gran nimero de secuencias casi idénticas depositadas en GenBank y

reportadas para Brasil durante el periodo 2005-2009 (106). Ademads, para el analisis
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filogenético se utilizaron todas las secuencias disponibles en GenBank, pero para mayor

claridad, solo se muestran en las figuras las secuencias representativas mas relacionadas.

2.1.2. Gen vp4

Por otro lado, se obtuvo la secuencia del gen vp4 de 10 muestras caracterizadas como
G2P[4]. De éstas, 3 son de 2007, 1 de 2008, 3 de 2010 y 3 de 2011. Todas las secuencias
pertenecen al genotipo P[4] linaje V. El analisis filogenético confirmd las relaciones
establecidas en base al gen vp7 de las cepas argentinas entre si y con las cepas brasileras

(Figura 3.1.2).
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Figura 3.1.2. Filograma del gen de VP4 de cepas G2P[4]. Las ramas que representan las secuencias
argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas en negrita y de color celeste, mientras que
las cepas brasileras relacionadas se encuentran resaltadas en color verde.
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Se han definido tres constelaciones de genotipos para los RVA humanos: Wa-like, DS-
1-like y AU-1-like, siendo los dos primeros mucho mds comunes en estudios
epidemioldgicos, mientras que el ultimo es muy poco comun (165). En general, los
genogrupos Wa-like incluye genotipos combinados de G1, G3, G4 o G9 con P[8] (como la
cepa incluida en la formulacion de la vacuna monovalente Rotarix) mientras que DS-1-/ike
incluye combinaciones del genotipo G2 con P[4]. Como se ha discutido en la parte Il del
capitulo | de esta tesis, los altos niveles de eficacia y efectividad de la vacuna monovalente
contra las cepas G2P[4] se ha demostrado en varios estudios, pero aun existen algunas
preocupaciones y controversias sobre el tema. Como ha sido mencionado, algunos
resultados sugieren que la inmunidad disminuye en el segundo ano de vida de los nifios
vacunados (167-169). Asumiendo esto, la generalizacion del uso de una vacuna
monovalente podria seleccionar cepas DS-1-like, como las G2P[4], incrementando la
abundancia de éstas. En algunos estudios se describié un ciclo de recurrencia para las
cepas G2P[4] cada 10 afios (167, 170, 171) y el incremento observado en Sudamérica
durante los ultimos 10 afios se ha atribuido a fluctuaciones normales (164, 170). En
nuestro caso, mostramos aqui una larga prevalencia de cepas G2P[4] en Buenos Aires que
resulta llamativa y atipica, la cual se produjo en 2 fases comenzando en 2004 vy
reemergiendo en 2010, afo en el que las cepas se volvieron altamente prevalentes. Luego
de un afio de ausencia (2009), esas cepas alcanzaron casi un 30 % de los tipos G
detectados en 2010 y mas del 75 % en 2011. Las secuencias de VP4 y VP7 de esas cepas
circulantes durante 2010 y 2011 fueron altamente similares a un subgrupo circulante en
Brasil en 2008 y 2009. Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de que esas cepas

G2P[4] se introdujeron en Argentina desde Brasil.
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2.2. Caracterizacion molecular. Andlisis de secuencias aminoacidicas

2.2.1. Regiones antigénicas de VP7

De acuerdo a los resultados arrojados por el analisis filogenético de esta seccion, se
ha decidido contrastar las secuencias aminoacidicas de la proteina VP7, mas
especificamente algunas de las regiones antigénicas, de las cepas G2P[4] argentinas con
sus pares brasilefias. Como fue explicado anteriormente, a partir de los alineamientos de
secuencias nucleotidicas se dedujeron las secuencias aminoacidicas para poder realizar la
comparacion de las regiones antigénicas. Ademas de las cepas argentinas y brasilefias, se
incluyeron la cepa de referencia DS-1, la cepa Wa y las cepas vacunales de Rotarix y de

Rotateq.

El andlisis de las secuencias aminoacidicas predichas de las regiones antigénicas B, C
y F de VP7 mostré solamente una sus tucion (242 S - N) consistente entre las cepas
circulantes en ambas fases en Argentina, mientras que el mismo analisis realizado para la
proteina VP4 no mostré ninglin cambio significativo (no mostrado). Este cambio en la
region antigénica F de la secuencia de la proteina VP7 también se comparte con las cepas
circulantes en Brasil durante 2006 (Tabla 3.1.1). Es dificil relacionar este tipo de cambios a
la seleccion de cepas por inmunidad inducida por la vacuna. Para ayudar a esclarecer este
punto seria necesario establecer si hay cambios significativos en ensayos de neutralizacion
de sueros provenientes de individuos vacunados contra ambas variantes de las cepas G2 o
contra recombinantes que llevan ambas variantes de VP7 en un mismo genoma. Sin
embargo, debido a que los epitopes T o B en varias proteinas de rotavirus no relacionadas
a las regiones clasicas de neutralizacién de VP7 podrian estar implicados en la proteccion
cruzada producida por vacunas que contienen cepas Wa-like contra cepas DS-1-like (136,
128), seria muy interesante extender este andlisis a una comparacion de genomas

completos.
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Tabla 3.1.1. Analisis de regiones antigénicas de la proteina VP7 de cepas G2P[4] de RVA.

RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-9/1992/G1P(5]
RVA/Human-tc/USA/wa/1974/G1P(8)
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3. CONCLUSIONES

Los paises vecinos del Cono Sur de América Latina estan conectados
epidemioldgicamente y la circulacion de cepas se comparte, como claramente se ilustra
en el estudio de las cepas G12P[9] que primero circularon en Argentina y luego se dio la
propagacion a Brasil y Paraguay (92, 166, 187, 188). Esto también se puede verificar al
hacer una comparacién de nuestros resultados de fluctuacién de genotipos G para el
periodo 1996-2007 en el Gran Buenos Aires (Grafico 1.2.3 de la parte Il del Capitulo I) con
las fluctuaciones observadas en Rio de Janeiro (Brasil), ya que esta ultima es la Unica
locacidon del Cono Sur que ha reportado resultados por un periodo comparable. La
recopilacion de estos resultados, a partir de estudios de varios autores (139, 189-192) se
ilustra en el Grafico 3.1.1 y permite observar un patron de fluctuaciones bastante similar
al mostrado para el Gran Buenos Aires. En esta figura puede observarse, como algunos
ejemplos, el paralelismo en la disminucidn de las cepas G1, la escalada de las cepas G2 y la
emergencia de las cepas G9 en los ultimos afios asi como la prevalencia de las cepas G4 a

principios de la década.
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Grafico 3.1.1. Fluctuacion de genotipos G a lo largo de los afios en Rio de Janeiro, Brasil. Se
muestra la frecuencia de cada tipo G detectado desde el afio 1996 hasta el afio 2007 (139, 189-
192).
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Por lo tanto, es posible que la abundancia relativa de las cepas DS-1-like o la
disminucién de cepas Wa-like en el pais mas grande y mas poblado de nuestra region
introduzca un sesgo en la sustitucién usual de serotipos. Argentina, en ese entonces sin
vacunacion universal, podria actuar como amplificador de este efecto visualizado a través
de la llamativa reduccién de la prevalencia de las cepas G1P[8] y la persistencia de las
cepas G2P[4] en los ultimos afios. Para determinar si éste es un sesgo producido por las
fluctuaciones normales de las frecuencias de genotipos causada por la seleccion de la
vacuna monovalente, se requeriran posteriores seguimientos de los genotipos en Brasil y
en otros paises de la regidn. Ademas, la caracterizacién por secuenciacion de genomas
completos de cepas argentinas y brasilefias permitira confirmar la identidad y el origen de
los rotavirus que se propagan en la region. Los estudios de genomas completos serdn
también de interés para establecer las relaciones entre los dos tipos de cepas G2
circulando antes y después de la introduccion de la vacuna en Brasil, fin para el cual seran

de gran utilidad también los estudios de neutralizacién mencionados previamente.
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1. MATERIALES Y METODOS

La metodologia referida a secuenciamiento nucleotidico, andlisis de secuencias y
reconstruccién de arboles filogenéticos y analisis de regiones antigénicas se detalla en la
seccién 1 del capitulo Il. Las secuencias nucleotidicas presentadas en esta seccidén fueron
depositadas en la base de datos de secuencias genéticas GenBank del NIH (National
Institutes of Health) bajo los siguientes niUmeros de acceso: KU145642 — KU145654 para
vp7, KU145632 — KU145641 para vp4 y KU145625 — KU145631 para nsp4.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidn se profundiza el estudio de las cepas G1P[8] detectadas en nuestro
laboratorio a través del secuenciamiento de los genes que codifican las proteinas VP7, VP4
y NSP4 y el analisis filogenético y de regiones antigénicas de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas deducidas. Dichos estudios se realizaron con la finalidad de indagar en las
relaciones evolutivas y filogenéticas entre las cepas de este genotipo circulantes en el GBA
en distintos afios y su relacion con otras de circulacién global y regional. Por otro lado, es
de interés intentar establecer si existe alguna relacién entre la alta morbilidad de los casos
de infeccién por RVA que se dieron en el afio 2014 en Buenos Aires con la reemergencia
de estas cepas. En este sentido, resulta interesante determinar si estos linajes habian
circulado previamente o si aparecen por primera vez en nuestro medio, y si los genes de
las proteinas NSP4 tienen alguna particularidad o estan relacionados con cepas causantes
de brotes similares en el mundo. Por ultimo, es también de gran interés establecer las
eventuales modificaciones en las regiones antigénicas de las proteinas de superficie con
respecto a sus homadlogos en la cepa vacunal utilizada masivamente en la regién a partir

de 2007.
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2.1. Andlisis filogenético
2.1.1. Gen vp?7

El estudio filogenético de este gen se ha representado en el arbol de la figura 3.2.1
incluyendo todas las secuencias argentinas y regionales disponibles. Diez de las secuencias
fueron obtenidas en el contexto de esta tesis y se incluyen secuencias de cepas presentes
en muestras clinicas colectadas entre los afios 2008 y 2014. Como puede apreciarse en la
figura, a lo largo de los afios han circulado cepas de distintos linajes y sublinajes del
genotipo G1 indicando distintas introducciones y relaciones con cepas de circulacion
global. Asi, de la informacion disponible se pueden observar cepas del linaje IV en 1986,
linaje Ic en 1996, linaje Ilb en 2003 y distintos subgrupos del linaje Ic en 2006, 2008 y 2010
en muestras clinicas. Las cepas G1 secuenciadas del brote del 2014, afio de la
reemergencia, y la Unica que pudo ser secuenciada del 2013 pertenecen al linaje llc. Estas
secuencias presentan un elevado grado de similitud con otras secuencias depositadas en

GenBank de cepas europeas y sudafricanas que circularon entre los afios 2009 y 2011.

En nuestra casuistica el genotipo G1 se ha detectado a muy bajas o nulas frecuencias
desde el afio 2005 al afio 2013, con la excepcidn del afio 2008 en el cual alcanzan un 15 %.
Sin embargo, en los anos subsiguientes y anteriores se lo detecta en muy pocos casos y en
general en infecciones mixtas. Este largo periodo de baja prevalencia es interrumpido
abruptamente en el afno 2014 con una muy alta tasa de infecciones por cepas G1P[8]. La
alta homogeneidad genética del gen vp7 de las cinco cepas del 2014 y el hecho de que
sean de un linaje no detectado previamente en el pais, sugieren una introduccion
reciente. Llamativamente, la Unica cepa G1 que pudo ser secuenciada del afio 2013
presenta una secuencia altamente relacionada, hecho que indicaria la posibilidad de que
las cepas causantes del brote epidémico de alta morbilidad del 2014 ya habrian estado
circulando en 2013. No obstante, esto no puede ser afirmado con seguridad sobre la base
de un solo gen. Lo ideal seria generar secuencias de varios genes de las cepas G1 de
ambas temporadas para confirmar la identidad éstas. Otra posibilidad es que las cepas del

2014 sean reasociantes que incorporaron el gen vp7 de las cepas del 2013 sobre un
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background que les confirié mayor aptitud para diseminarse en la poblacién. Esta Ultima

posibilidad explicaria porqué el genotipo se vuelve dominante en el 2014 y es casi

indetectable en el 2013.
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Figura 3.2.1. Filograma del gen de VP7 de cepas G1P[8]. Las ramas que representan las secuencias

argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas.

2.1.2. Gen vp4

En este trabajo se han logrado secuenciar ocho genes vp4 del genotipo P[8] asociado
a cepas G1 mas algunas secuencias del mismo genotipo asociado a los genotipos G12, G4
y G3. Cuando se estudia la filogenia de estas secuencias, representada en el arbol de la
Figura 3.2.2, se observa que todas las cepas argentinas caracterizadas hasta la fecha

pertenecen al linaje Ill, pero presentan una gran heterogeneidad ya que se distribuyen en
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seis clusters distintos, identificados con numeros del 1 al 6 en la figura. En particular, las
secuencias asociadas a cepas G1 se distribuyen en tres de estos clados y pertenecen a las
cepas del ano 2008 y a las pertenecientes al brote del 2014. Del filograma se puede
observar claramente que, a pesar de contar con pocas secuencias, se advierte una mayor
heterogeneidad en las del primer afio cuyas secuencias se distribuyen en tres clusters (2, 4
y 6) mientras que las del 2014 son muy similares entre si agrupando en el cluster 2. En
este Ultimo agrupan, ademas de la mencionada cepa G1 del 2008, cepas G3 del 2008,
2009 y 2011. Dado que este ultimo genotipo fue altamente prevalente hasta el 2013, no
es descabellado postular que las cepas G1P[8] emergentes en el 2014 sean reasociantes
entre estas cepas G3 (aportando al menos el gen de VP4) y las cepas G1 de bajo nivel de
circulacion del 2013, pero con un alto nivel de identidad con las de 2014 (ver arriba). Para
clarificar este punto seria necesario obtener mas secuencias de distintos genes tanto de

las cepas G3 del 2013 como de las G1 del 2013 y 2014.

Los datos de secuencia del gen de VP4 presentados confirman lo que se sugiere a
partir de la informacion de secuencia del gen de VP7 indicando la introduccion reciente de
una cepa G1P[8] de alta homogeneidad genética y de amplia distribucion. Como se discute
en el parrafo anterior, el origen de estas cepas puede ser tanto interno, por reasociacion
de cepas cocirculantes en 2013 como del extranjero. En cualquier caso, es altamente
llamativo el bajo o nulo nivel de circulacion de cepas G1P[8] (las mds comunes en
humanos) durante ocho temporadas de un lapso total de nueve, entre 2005 y 2013. De la
misma forma que para las cepas G2P[4] podrian describirse dos fases en las que la primera
(2005-2007) coincidiria con la fluctuacion natural de alternancia con cepas G2P[4]. En
2008, el nivel de circulacién aumenta a un 15 %, pero baja nuevamente a niveles casi
nulos hasta el 2014 a expensas de las cepas G3, G12 y G2. De esta forma podria
postularse, al igual que para las cepas G2P[4], que hacia los afios 2004-2005 se inicia un
ciclo de reemplazo natural de la dominancia de cepas tipo Wa por cepas tipo DS-1 que
deberia revertirse hacia 2007-2008. La introducciéon de la inmunizacion masiva con la
vacuna monovalente G1P[8] en el afio 2007 en Brasil y en otros paises de Sudamérica

podria haber alterado este reemplazo natural con un rebrote de cepas G2P[4] y la
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ausencia relativa de cepas G1P[8]. De esta forma los patrones bifasicos de alta prevalencia

de las cepas G2 (2004-2008 y 2010-2013) y de baja prevalencia de las cepas G1 (2005-

2007 y 2009-2013) se explicarian atribuyendo la primera fase a la fluctuacién natural, y la

segunda a una alteracion producida por la introduccion de la vacunacion. Cabe destacar

nuevamente que las observaciones antedichas pueden realizarse sobre la prevalencia de

las cepas en casos clinicos en nuestro pais porque durante todo el periodo Argentina fue

un pais practicamente sin cobertura vacunal.
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Figura 3.2.2. Filograma del gen de VP4 de cepas G1P[8]. Las ramas que representan las secuencias
argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas.
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2.1.3. Gen nsp4

El secuenciamiento de este gen se realizd como parte de la caracterizacién de las
cepas causantes de alta morbilidad en el afno 2014 con el propdsito de establecer su
filogenia, genotipificar y hacer estudios de secuencia aminoacidica de este gen
relacionado a la virulencia. En principio, como puede apreciarse en el filograma de la
Figura 3.2.3, todas las cepas secuenciadas, cinco del 2014 y dos del 2008, pertenecen al
genotipo E1, linaje Ela, aunque agrupadas en dos clusters diferenciados para cada afio.
También puede apreciarse que, confirmando los estudios de secuencia de los genes vp7 y
vp4, todas las cepas del 2014 tienen un alto grado de similitud en el gen nsp4. Estas cepas,
al igual que lo verificado para el gen vp7, se relacionan cercanamente con una cepa
Sudafricana del 2011 mientras que las cepas G1P[8] del 2008 poseen secuencias de nsp4
altamente relacionada a cepas circulantes en Europa y el continente Americano entre

2001 y 2008.
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RVAFg-wlNDHP 11 000000ER13 J1-:
| r FEVAMman-wCOD KBS 200 G1PE

“ RVAHuman-w NIVAMCI2 1 GG 19 :
ul 1
Lr RVAHuUMan-1c7 IPRIAL T S6T/G1PS

VATl PRICSUROOOUOERT

75 RV Human-wil AR GIArG 262320086 1P
o- RVAHusnan-wal AR GIAG2ST4A2008/01P8

R iAHumar Y BELBECOO12007/G1PE

' — | FIVAHuman v BRAB ASI12001/GaFE
RVAHuman wiUISAZ00TT 1 SE582007/G1PE
[ RVAMuman-«lUSAZICETAT00Z00BG1PE

RVAHumBn-UPRY 455SRZ004G178
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Figura 3.2.3. Filograma del gen de NSP4 de cepas G1P[8]. Las ramas que representan las
secuencias argentinas obtenidas en el LIV se encuentran resaltadas.
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2.2 Caracterizacion molecular. Andlisis de secuencias aminoacidicas

2.2.1. Regiones antigénicas de VP7

El analisis de las secuencias deducidas de aminodcidos de las regiones antigénicas A,
B, Cy F de la proteina VP7 de muestras G1P[8] de nuestra coleccién nos permitid hallar
algunos cambios consistentes entre cepas argentinas del 2008 al 2012 con respecto a las
del 2013 y 2014 (ver Tabla 3.2.1). Se incluyeron en esta etapa diez muestras clinicas
(cuatro del 2008, una del 2013 y cinco del 2014) y cuatro provenientes de muestras
ambientales (dos del 2009, una del 2010 y una del 2012), las cuales se indican con la
palabra “Env” en lugar de “Human”. Las secuencias aminoacidicas de las proteinas VP7 de
estas muestras fueron comparadas con aquellas obtenidas en el banco de datos GenBank
de cepas G1P[8] de la regidon sudamericana y de un conjunto de cepas australianas de un
estudio realizado en el que se reportd un brote de diarrea por infeccidn por cepas G1P[8]
de RVA en la era vacunal (178). Ademds se incluyeron secuencias de las cepas patron Wa,
DS-1 y las correspondientes a las vacunas monovalente y pentavalente (sélo el

componente G1 de esta ultima).

Al analizar los alineamientos es posible observar algunos cambios en regiones
antigénicas de VP7 entre las cepas emergentes del 2014 y las que circulaban previamente
en Argentina. En particular se destacan dos cambios que podrian ser significativos los
cuales se resaltan en negrita en la Tabla 3.2.1. El primero de ellos se detectd dentro de la
region B (N147D). Llamativamente, este cambio sdlo estd presente en las cepas argentinas
del 2014 y la Unica detectada del 2013, y no se ha registrado en otras cepas de la region ni
tampoco lo contienen las cepas vacunales. Esta sustitucion, de asparagina a aspartato,
implica que hubo un cambio de un aminoacido polar sin carga neta a uno con carga neta
negativa. El segundo cambio se detectd en la regién C. En este caso, siempre haciendo

referencia a la secuencia de la cepa Wa, se observd que en las muestras de la primera
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etapa del analisis (2008-2012) hubo un cambio de metionina a treonina en el aminoacido
217 (M217T). Sin embargo, esta sustitucion revirtid al aminoacido original en las muestras

del 2013 y 2014.

2.2.2. Regiones antigénicas de VP4

Como puede apreciarse en el alineamiento de secuencias aminoacidicas mostrado
en la tabla 3.2.2, en este caso y a diferencia de la proteina VP7, no es posible observar
cambios claros en las regiones antigénicas de la VP4 de las cepas emergentes en 2014. No
obstante esto no significa necesariamente que las caracteristicas antigénicas de la

proteina completa no sean diferenciales con respecto a las cepas circulando previamente.

2.2.3. Regiones antigénicas de NSP4

Debido a que la proteina NSP4 ha sido descripta como una enterotoxina (179), se han
realizado alineamientos de secuencias de aminoacidos para explorar la diversidad
antigénica y otras regiones asociadas a la patogenicidad sobre las secuencias de las cepas
G1P[8] que reemergieron en nuestro pais en el afio 2014 (tabla 3.2.3). Para esto se realizd
un analisis similar al mencionado en la seccidon anterior haciendo foco en las regiones
antigénicas relevantes de NSP4 (180, 181). Las muestras de nuestra coleccion incluidas en
este estudio fueron siete, dos del afo 2008 y cinco del 2014. Estas secuencias se
compararon con las de cepas obtenidas de la regidén, con las cepas australianas que
ocasionaron un brote en individuos vacunados (informacién mencionada en la seccion

2.2.1(178)), las cepas vacunales y las de referencia (Wa y DS-1).
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Tabla 3.2.1. Anadlisis de regiones antigénicas de la proteina VP7 de cepas G1P[8] de RVA.

Lic. Marcelo Gaston Mandile

Cepa

Regiones antigénicas de la proteina VP7
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R e e I S
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RVA/Human-wt/ARG/Arg3081/2013/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3137/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3145/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3152/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3179/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3180/2014/G1P[8]

RVA/Human-wt/ARG/ARG185/1986/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/ARG007/1996/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/ARG568/2003/G1P[8]
RVA/Human-wt/PRY/455SR/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/ARG1442/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/PRY/1670SR/2008/G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/es 15221-08/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/pe17888-09/2009/G1P(8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999-10/2010/G1P[8]

RVA/Human-wt/AUS/CK00015/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00029/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00033/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00096/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00097/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00098/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00099/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00100/2010/G1P[8]
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Tabla 3.2.2. Andlisis de regiones antigénicas de la proteina VP4 de cepas G1P[8] de RVA.

Regiones variables de la proteina VPg*

Cepa Regién A (61-64) Region B (92-192)
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Tabla 3.2.3. Analisis de regiones antigénicas de la proteina NSP4 de cepas G1P[8] de RVA.

Lic. Marcelo Gaston Mandile

Cepa

Regiones antigénicas de la proteina NSP4

136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

Region I (136-150)

Region | (151-169)
151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]
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RVA/Human-wt/ARG/Arg2574/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg2623/2008/G1P[8]

A
A

K
K

RVA/Human-wt/ARG/Arg3137/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3145/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3152/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3179/2014/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg3180/2014/G1P[8]
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RVA/Human-wt/PRY/4555R/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/PRY/1670SR/2008/G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/es15221-08/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/se15901-08/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/pe17888-09/2009/G1P(8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999-10/2010/G1P[8]

RVA/Human-wt/AUS/CK00015/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00029/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00033/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00096/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00097/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00098/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00099/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00100/2010/G1P[8]
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RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-W179-4/1992/G6P1A[8]
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En forma similar al analisis realizado para la glicoproteina VP7, se han encontrado
varias sustituciones aminoacidicas consistentes al comparar secuencias del 2008 con las
del brote del 2014. A pesar de ser varios los cambios, el mas notorio fue el del aminodcido
157 donde un aspartato es reemplazado por glutamato. Lo interesante en este caso es
qgue el mencionado cambio sélo se encontrd en las cepas argentinas del aifio 2014 y en la
secuencia proteica de NSP4 de la vacuna pentavalente (de origen bovino), no asi en el

resto de las secuencias humanas analizadas.

3. CONCLUSIONES

En esta seccidn se analizaron cepas G1 que reemergieron en el afio 2014, llegando a
frecuencias cercanas al 70 %, luego de cinco anos de mantenerse casi indetectables. Este
genotipo desplazd a las cepas de los genotipos G3 y G12 que dominaron en los afios
anteriores y, ademads, esta reaparicidon coincidié con una alta morbilidad de infecciones
por RVA, un aumento de la incidencia (Dr. Alberto Rodriguez, Hosp. Eurnekian de Ezeiza;
Dra. Alejandra Musto, Hosp. Evita de Lanus; Dra. Alicia Mistchenko, HNRG,
comunicaciones personales) y varios casos fatales en el conurbano bonaerense que fueron

de dominio publico.

De acuerdo a los analisis filogenéticos del gen de VP7 se demostrd que las cepas
aparecidas en 2014 y la unica detectada en 2013 pertenecen al linaje Il, sublinaje llc,
mientras que las detectadas en afios anteriores agrupan junto a las del linaje | (Figura
3.2.1). Por otro lado, el filograma obtenido para el gen de NSP4 muestra resultados
similares, pero no a nivel de linaje (Figura 3.2.3). Estos resultados sugieren que la
reintroduccion de cepas G1 del afio 2014 que se asocian con una marcada morbilidad

corresponde a una cepa emergente sin circulacion previa en el pais.
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Ademas de los analisis de filogenia, se han realizado andlisis de secuencias de
aminodacidos de las proteinas VP7 (tabla 3.2.1), VP4 (tabla 3.2.2) y NSP4 (tabla 3.2.3). Estos
resultados apoyan lo visto en los estudios filogenéticos, ya que se observaron cambios
aminoacidicos tanto en regiones antigénicas de VP7 como de NSP4 al comparar las
secuencias de las cepas del 2013 (VP7) y 2014 (VP7 y NSP4. Seria necesario realizar
estudios de seroneutralizacion con suero de individuos vacunados comparando los titulos
contra ambos tipos de cepas para verificar la relevancia que estos cambios. En el caso de
gue las diferencias sean significativas (con titulos menores para las cepas del 2014) podria

postularse algun efecto de seleccion de cepas por efecto de la vacunacidon masiva.

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la zona secuenciada de NSP4 muestra
también diferencias entre las cepas previas al 2014 y las re-emergentes, en particular, seis
diferencias en las zonas antigénicas | y Il. Estas regiones analizadas se encuentran
contenidas dentro de la secuencia del péptido secretorio de la proteina (aa 112-175).
Adicionalmente se analizé la zona que abarca desde el aminoacido 114 al 135,
previamente relacionada a la patogenicidad (179, 180), pero no se han hallado cambios

significativos (no mostrado).
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1. INTRODUCCION

Las aguas residuales urbanas son una de las fuentes de diseminacién de virus
entéricos mas importantes. Esto obedece a que grandes cantidades de dichos virus son
eliminados diariamente a través del sistema de saneamiento hacia las redes de aguas
cloacales y plantas de tratamientos de aguas residuales. Finalmente estas aguas son
volcadas a cuerpos de agua mayores, siendo el Rio de la Plata en el caso de CABA y el Gran
Buenos Aires. A pesar de los diversos tratamientos a los que se somete al agua residual de
forma previa a su descarga en cursos de agua naturales, numerosos trabajos a nivel
mundial evidencian la resistencia de los virus entéricos y la capacidad que poseen de
conservar su infectividad en los efluentes (154-158). Estos cuerpos de agua luego son
utilizados para generar agua de consumo y aguas con diversos fines en los que esta
involucrada la poblacién, y de esta manera los virus entéricos de transmision hidrica son
una de las principales causas de enfermedades relacionadas con el agua (142, 151-153).
Desde el punto de vista de la sanidad es interesante destacar que los estudios de

potabilidad en nuestro medio incluyen analisis bacteriolégicos aunque no viroldgicos.

Hoy en dia se sabe que la lista de virus presentes en el agua es muy extensa y
diversa. Sélo para mencionar algunos ejemplos de virus de interés sanitario en humanos
se han encontrado en aguas residuales adenovirus, enterovirus, poliomavirus, rotavirus,
norovirus, entre otros (142, 150). Es por esto que uno de los principales objetivos de la
virologia ambiental es el analisis de la presencia de virus humanos de transmisién hidrica.
En este sentido, esta disciplina estudia, entre otras cosas, la incidencia y comportamiento
de los virus en las distintas matrices acuosas, el riesgo de infecciéon de un individuo que
entra en contacto con éstas aguas, la eficiencia de los procesos de tratamiento y

desinfeccion de aguas residuales.

Desde el punto de vista de la epidemiologia viral, el estudio del ambiente en general

y de las aguas residuales en particular también aporta conocimiento al monitoreo
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rutinario de ciertos virus o cepas de virus en una poblacion dada (152, 153). Mas de 140
tipos de virus que causan una amplia variedad de enfermedades en humanos pueden ser
encontrados en aguas como resultado de la contaminacién con deshechos (200, 201). Las
aguas residuales contienen patégenos que provienen de individuos infectados, y la
deteccion y caracterizacion molecular de virus humanos en aguas residuales de zonas
urbanas han sido extensamente utilizadas para obtener informacion de los patégenos
virales capaces de afectar a la poblacién humana (160, 202, 207). Varios de estos virus han
sido asociados a brotes de gastroenteritis, y uno de los principales agentes etiolégicos es

RVA (200, 201, 207, 208).

Los viriones de RVA son liberados al ambiente en concentraciones extremadamente
altas. Deben considerarse dos aspectos fundamentales: i) que se han detectado hasta de
10" particulas virales/gr en heces de nifios infectados con gastroenteritis aguda, y ii) que
los RVA pueden persistir en el ambiente por largos periodos de tiempo. Por otro lado, la
dosis infectiva es muy baja (entre 10 y 100 particulas virales) y las caracteristicas de los
viriones, incluyendo estabilidad en medios acuosos y resistencia a tratamientos, pueden

facilitar la transmision a humanos desde aguas contaminadas (144, 147, 151, 209, 210).

Los RVA han sido detectados en muestras ambientales utilizando diferentes
métodos de concentracidn y deteccion (203, 207, 211, 212). Sin embargo, se debe tener
en cuenta que en este tipo de muestras es comun la presencia de inhibidores naturales
gue pueden interferir principalmente en los métodos basados en biologia molecular

utilizados para la deteccién de estos virus (213, 214).

Si bien los RVA excretados al ambiente provienen principalmente de pacientes
pediatricos o adultos mayores con gastroenteritis aguda, también pueden provenir de
otras poblaciones como pueden ser: i) individuos de todas las edades, sean estos
sintomaticos o asintomaticos, ii) virus de origen animal, siendo que algunas de estas cepas
animales pueden tener un potencial zoondtico importante, y iii) cepas vacunales. De esta
manera, la vigilancia ambiental de RVA presentes en aguas residuales urbanas, es una

herramienta muy util y potente para obtener un panorama completo de la diversidad
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genética viral que circula en todos los individuos de la poblacion. Asi, se pueden obtener
datos que reflejen por si solos (0o complementen estudios realizados con muestras
clinicas), los RVA que estan infectando una poblacién especifica en un tiempo y lugar
determinado, permitiendo realizar estudios de epidemiologia molecular de estos virus en

dicha poblaciéon (142, 151-153).

2. PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS. COLABORACIONES Y CONVENIOS.

De acuerdo a la problematica presentada en la seccidn anterior y brindando especial
importancia a la virologia ambiental, se formaron dos redes de laboratorios dedicados al
desarrollo de metodologias y al estudio de virus en aguas de distinto origen (PICT REDES
N2 00276/2006 y Red trinacional Brasil, Argentina, Chile en el proyecto ProSul Edital CNPq
No. 005/2007), en las cuales nuestro laboratorio comenzdé a formar parte a partir del afio
2009. Estas colaboraciones nos han permitido trabajar en virologia ambiental y hemos
contribuido al desarrollo de metodologia importante en lo que respecta a la busqueda de

virus en aguas, desde la concentracidn hasta su deteccidon y cuantificacion.

Para emprender estos proyectos se procedio a la busqueda de muestras de aguas
residuales. Asi, en el afio 2009 establecimos colaboraciones con el Dr. Daniel Cisterna, del
area de Neurovirosis del Instituto Malbran, quien nos proveyé de muestras de descargas
cloacales provenientes de varias plantas de la empresa Agua y Saneamientos Argentinos
S.A. (AySA). Estas relaciones han sido muy beneficiosas ya que perduran hasta la
actualidad y nos han permitido obtener gran cantidad de muestras. Ademas, desde el aifo
2014 establecimos una relacion directa con dicha empresa para obtener una muestra por
mes de la planta de purificacién de aguas residuales situada en el partido de Berazategui
(Planta del Bicentenario). Estas muestras resultan de mucho valor ya que provienen de
redes de descargas que abarcan gran parte de la Capital Federal y el Conurbano Sur del

Gran Buenos Aires (Figura 4.1).
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La Planta del Bicentenario drena los efluentes provenientes del Establecimiento
Wilde, conducidos a través de la 1° cloaca maxima, la cual cuenta con una capacidad
instalada de 6.500.000 de habitantes. El Establecimiento Wilde es una planta elevadora y
de bombeo donde confluyen los efluentes de los partidos de zona norte (parte de San
Isidro y Vicente Lépez), de la zona oeste (Tres de Febrero, San Martin, Mordén y parte de La

Matanza), Capital Federal y los partidos de zona sur (Avellaneda, Lanus, Lomas de Zamora,

Almirante Brown, Echeverria y Quilmes)

(http://www.aysa.com.ar/index.php?id seccion=69).
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Figura 4.1. Mapa de cobertura y esquema del sistema de desaglie cloacal operado por la empresa
AySA
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1. MATERIALES Y METODOS

Como se menciond anteriormente, los virus entéricos de transmisidn hidrica son una
de las principales causas de enfermedades relacionadas con el agua, por lo que
trabajamos en el andlisis de muestras ambientales para la deteccion de estos virus, en
particular los rotavirus del grupo A. A continuacidn, se detallan los procedimientos

llevados a cabo para tal fin.

1.1 Control interno. Fago PP7

El tipo de muestra de partida utilizada en esta parte del trabajo proviene del
ambiente, mas especificamente de aguas residuales, por lo que puede traer consigo
numerosos contaminantes e inhibidores que pueden interferir en los procesos que se
llevaron a cabo a posteriori (213, 214). Estas muestras, ademas de ser vertidos cloacales,
pueden contener vertidos de desechos industriales, lo que suma un nimero desconocido
de sustancias posiblemente inhibidoras. La presencia de estas sustancias puede afectar los
procesos de concentracion, y sobre todo los procesos subsiguientes como son la
extraccién de d4cidos nucleicos y los procesos basados en biologia molecular que

involucran enzimas como retrotranscriptasas y polimerasas.

Para poder detectar posibles casos de inhibicion y como control de los procesos de
concentracion y purificacion de genoma viral, se utilizé el agregado de un fago a cada una
de las muestras a procesar. En estudios previos (159), realizados por la Dra. Verdnica Rajal
(Universidad Nacional de Salta) con el grupo de Stefan Wuertz en la Universidad de
California (Davis, USA) se ha considerado la elecciéon del fago PP7 de Pseudomona
aeruginosa para estudios ambientales en matrices acuosas por sus caracteristicas

similares a los enterovirus mas pequefios. Este fago posee un tamafio de unos 25 nm, y un
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genoma de RNA de simple hebra de polaridad positiva de 3.588 nucleétidos, el cual se
encuentra rodeado de 180 unidades de la proteina de cubierta (226). Estas caracteristicas
de los fagos PP7 y el hecho de que no hayan sido detectados en ambientes acuaticos
naturales permiten que sean utilizados como un buen control en procesos que impliquen
ultrafiltracién y deteccion de RNA (tanto en forma cualitativa como cuantitativa) en

matrices acuosas.

Durante el proceso de cuantificacion aqui descripto se siembra una cantidad
conocida del fago en la muestra problema y se utiliza la deteccién y cuantificacion
molecular de un segmento de su genoma para establecer si existe inhibicién de alguno de
los procesos involucrados (concentracion, extraccion, retrotranscripcion, amplificacion y

cuantificacion por real time PCR) (159).

1.2. Concentracion viral

Los procesos de concentracion viral son variados y la eleccidén debe ser criteriosa, ya
gue pueden introducir sesgos en los analisis posteriores. En el caso de muestras
ambientales se debe tener en cuenta principalmente la procedencia y la cantidad de
muestras a procesar. Debido a que se utilizaron muestras de agua residual donde se han
vertido descargas cloacales y por ello las cargas virales pueden ser altas (154), el volumen
de cada muestra a procesar es de tan solo 50 ml. El hecho de que estos volimenes se
consideren chicos se hace en forma relativa a la cantidad que se suele procesar para el
caso de muestras de aguas de rios, flujos de agua natural o aguas recreacionales, donde

los volumenes a procesar son del orden de los litros.

Dentro de uno de los proyectos antes mencionado, ProSul, se estudiaron y
compararon métodos de concentracion diferentes. Por un lado la ultracentrifugacion y por

otro, métodos de adsorcidn-elucidon. Se encontré que el método mads eficiente para
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procesar este tipo de muestras es la ultracentrifugacién, como se muestra en el Grafico

4.1.1 (160).

El método utilizado consistié en ultracentrifugar la muestra a 100.000 x g durante 1
hora a 4 °C utilizando el rotor Type 45Ti (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, USA).
Luego se resuspendié el pellet conteniendo las particulas virales (junto con impurezas) en
3,5 ml de buffer glicina 0,25 N pH 9,5 y se incubd por 30 minutos en bafio de agua-hielo
con agitacion. A continuacién se neutralizé la muestra con PBS 2X pH 7,2. Esta muestra se
clarificé por centrifugacion a 12.000 x g durante 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante
y se realizd una nueva ultracentrifugacién a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C en el rotor SW40
(Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, USA). Por ultimo se resuspendio el pellet en 200

ul de agua destilada o PBS y se lo almacené a -80 °C hasta su posterior uso (160).
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Grafico 4.1.1. Comparaciéon de métodos de concentracidn viral. El grafico de barras muestra la
eficiencia de recuperacion viral luego de los procesos de concentracion por ultracentrifugacion o
adsorcion-elucién. Adaptado de Fumian et al. (160).
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1.3. Extraccion de dcidos nucleicos y retrotranscripion

La extraccion de RNA se realizd utilizando la totalidad del concentrado viral. La
metodologia llevada a cabo es la misma que se encuentra descripta en la parte Il del

primer capitulo de esta tesis.

Una vez obtenido el RNA se procedid a generar el cDNA con la retrotransciptasa
Superscript 1l (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) y primers al azar (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). Para realizar una reaccion de 50 pl de volumen final, primero se
incubaron 12 pl de RNA con 2 ul de DMSO a 95 °C durante 7 minutos para permitir la
desnaturalizacion inicial. Luego se realizd una mezcla con 200 unidades de enzima, 50 ng
de primers, 4 ul de dNTP 2,5 mM, 1,5 ul de MgCl, 50 mM, 5 pl del buffer 10X provisto
junto con la enzima y agua estéril c.s.p 50 pl finales. A continuacidn se agrego 38 pl de la
mezcla al tubo con el RNA y DMSO vy, segin recomendaciones del fabricante, el proceso
consistio en las siguientes incubaciones: 25 °C durante 5 minutos, 50 °C durante 1 hora y

70 °C durante 20 minutos.

1.4. Curvas de calibracion y PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Para realizar las curvas de calibracion, necesarias para poder cuantificar, se
utilizaron plasmidos que contienen una copia del segmento a amplificar, tanto para
rotavirus como para PP7, provistos gentilmente por la Dra. Marize Miagostovich
(Laboratorio de Virologia Comparada y Ambiental, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio
de Janeiro, Brasil). Estos plasmidos se generaron en el vector de clonado pCR® 2.1-TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El segmento a amplificar de RVA corresponde al gen de
NSP3 y comprende desde el nucledtido 963 al 1049, lo que genera un producto de 86 pb.
Para PP7 se amplifica un sector del gen de la replicasa que abarca desde el nucledtido 247

al 339 dando un amplicon de 92 pb.
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Las curvas de calibracion consisten en diluciones en base diez que abarcan el

siguiente rango de nimeros de copias por microlitro: 1 x 10 - 1x 10’

Las reacciones de PCR cuantitativas, desarrolladas en el FIOCRUZ en el marco del
ProSul y adaptadas al termociclador Cepheid Smart Cycler V 2.0d presente en la
Universidad Nacional de Quilmes, se llevaron a cabo aplicando la tecnologia TagMan
(160). Para esto se utilizaron primers que amplifican los sectores mencionados en la
seccion anterior y sondas que hibridan en el sector interno comprendido entre los primers
para nsp3 (217) o para la replicasa de PP7 (59). Tanto las secuencias de los primers como

la de las sondas y sus fluordforos y apantalladores asociados se detallan en la Tabla 4.1.1.

Tabla 4.1.1. Primers y sondas utilizados para deteccién de RVA y PP7 en gPCR.

Virus Primer o sonda(s) Secuancia (5'-3') y modificacion Tamafio de amplicon (pb)  Posicion
NSP3 f ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG* 86 963 - 988

RV NSP3 r GGTCACATAACGCCCCTATAGC 1028 - 1049
NSP3 s VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB 995 -1017
247 f GTTATGAACCAATGTGGCCGTTAT 92 247 -270

PP7 320r CGGGATGCCTCTGAAAAAAG 320-339
274 s FAM-TCGGTGGTCAACGAGGAACTGGAAC-TAMRA 274 -298

*cédigo IUB: W =A/T,R=A/G

Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo con un volumen final de 25 pl,
conteniendo 12,5 pl de Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem, CA, USA), 1,25 ul de
cada primer, 0,3 pl de la sonda para PP7 o 0,5 ul de la sonda para RVA, 5 ul de cDNA
molde y agua estéril para completar el volumen. Las concentraciones iniciales de primers 'y
sondas fueron de 10 uM. Las reacciones llevadas a cabo en el termociclador Smart Cycler
consistieron en una incubacion inicial de 2 minutos a 50 °C, una desnaturalizacion inicial
de 10 minutos a 95 °Cy 45 ciclos de 15 segundos a 95 °Cy 1 minuto a 60 °C. Los resultados

fueron visualizados a través del software proveido por el fabricante del termociclador.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. gPCR y curvas de calibracion

En primer lugar se evaluaron los resultados obtenidos a partir de las curvas de
calibraciéon y se pusieron a punto las reacciones de qPCR para RVA y para el fago PP7 con
las que se podra cuantificar la cantidad de rotavirus presente en las muestras a analizar y

si existe o no inhibicion, respectivamente.

A continuacion se mostraran las curvas de calibracion confeccionadas a partir de las
diluciones de los plasmidos que representan desde 10 a 5 x 10’ copias cada 5 pl para RVA
y de 25 a 5 x 10’ copias cada 5 ul para PP7. Cada punto de la curva se evalué por triplicado
y se incluyeron controles negativos en cada reaccién que consistieron en agregar agua

estéril en lugar de molde.

En primera instancia se aprecia que las reacciones de PCR fueron satisfactorias y los
valores de fluorescencia medidos disminuyeron conforme aumenta la dilucion de la
molécula blanco. Por otro lado, y no menos importante, se observd que no hubo

fluorescencia basal en los controles negativos.

Con los valores obtenidos a partir de la gPCR de nsp3 se generd la curva de
calibracion (Grafico 4.1.2). Se puede observar que el R® es de 0,972 y que las réplicas se
comportan mejor cuanto mds concentrada es la muestra, habiendo mas dispersién en las
diluciones mayores. El rango dinamico ensayado abarca de 10 a 50 millones de copias

contenidas en 5 pl de cada dilucion de plasmido.
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Grafico 4.1.2. Curva de calibracion de nsp3 (RVA). La curva fue construida a partir de triplicados
de diferentes diluciones de pladsmidos conteniendo una copia del segmento a amplificar por gPCR.

Se observa un comportamiento similar al analizar la curva de calibracion
correspondiente a PP7, pero esta vez el R? fue mayor, arrojando un valor de 0,9806
(Gréfico 4.1.3). El rango dindmico de deteccidn para este virus se establece desde 25 a 50

millones de copias cada 5 pl de cada dilucidn de plasmido.
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Grafico 4.1.3. Curva de calibraciéon de PP7. La curva fue construida a partir de triplicados de
diferentes diluciones de plasmidos conteniendo una copia del segmento a amplificar por gPCR.
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3. CONCLUSIONES

Las metodologias de concentracion de virus a partir de matrices acuosas son aun un
tema en desarrollo y se aplican multiples versiones de una misma técnica en los distintos
centros de investigacién. Lo mismo puede decirse de los métodos de cuantificacién y
sobre los controles internos que hacen confiable la misma. En este caso, los métodos
preferidos hacen uso en general de la gPCR pero los resultados de esta técnica son
dependientes de los equipos disponibles y siempre requieren de una cuidadosa puesta a
punto. Nuestro laboratorio ha participado de dos proyectos en red que nos han permitido
adquirir experiencia en los procesos basicos que aplican a la investigacidn de virus a partir
de distintos tipos de muestras de aguas. En base a dicha experiencia hemos decidido
trabajar con efluentes cloacales ya que los consideramos una muestra de sumo interés
con posibilidad de obtener resultados aplicables a los campos de la epidemiologia,
estudios evolutivos y también para desarrollos tecnolégicos de control de la polucidon

humana.

En esta seccién hemos presentado la puesta a punto de las técnicas de
concentracion viral y de cuantificacion de genomas que nos permitieron el estudio de
muestras cloacales. En este sentido se ha logrado adaptar las reacciones de PCR en tiempo
real desarrolladas en el marco del ProSul al equipamiento presente en la Universidad

Nacional de Quilmes con resultados satisfactorios.

Por otro lado, como indican los resultados expuestos, se ha logrado generar curvas
de calibracion para la cuantificacion de muestras de RVA y para el control interno, que
consistente en el fago PP7. Con la primera se podra cuantificar RVA en muestras
ambientales y con la segunda se podra determinar la presencia o no de inhibidores que
afecten alguno de los procesos. Los rangos dinamicos en los cuales las curvas de
calibracion nos permiten extrapolar valores son extensos, siendo de 10 a 50 millones de

copias cada 5 ul para RVA 'y de 25 a 50 millones de copias cada 5 pl para PP7.
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1. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos referidos al estudio de genotipos se detallan en la parte Il
del primer Capitulo y los referidos a secuenciamiento nucleotidico, analisis de secuencias y

reconstruccién de arboles filogenéticos se detallan en el capitulo II.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Frecuencia de genotipos

En esta seccion se mostraran los resultados de la tipificacion del gen de VP7 de
todas las muestras de aguas residuales procesadas. El periodo abarcado va desde
septiembre del afio 2009 a agosto del 2012. En la Tabla 4.2.1 se muestran los resultados

detallados por afio.

Tabla 4.2.1. Distribucién y frecuencia de genotipos G de RVA en aguas residuales en el GBA.

2009 2010 2011 2012 % en el periodo
Genotipo  nro.de nro. de nro. de nro. de Total Sep-2009
muestras % muestras % muestras % muestras % aAgo-2012
G1 2 18,2% 11 37,9% 3 12,5% 1 25,0% 17 25,0%
G2 1 9,1% 6 20,7% 11 45,8% 3 75,0% 21 30,9%
G3 4 36,4% 7 24,1% 5 20,8% 0 0,0% 16 23,5%
G8 1 9,1% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 1,5%
G12 3 27,3% 5 17,2% 5 20,8% 0 0,0% 13 19,1%
Total 11 100% 29 100% 24 100% 4 100% 68 100%

Analizar la distribucion de genotipos G afio a afio nos permitié detectar cual fue el
dominante en cada temporada y con qué frecuencia. En el afio 2009 se observd que el
genotipo detectado mayoritariamente fue G3 con un porcentaje de 36,4 % respecto al

total. Al analizar el afio siguiente se aprecia un cambio de dominancia hacia G1, que se
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impone con un 37,9 %. En los afios siguientes, tanto 2011 como 2012, se observa que las

cepas dominantes pertenecen al genotipo G2.

Algo interesante para resaltar es que, si se comparan con los resultados expuestos
en la parte Il del primer capitulo, los tipos dominantes de la mayoria de los afios aqui
analizados coinciden con aquellos provenientes de muestras clinicas. Solo se observd que
no hubo coincidencia en el afio 2010 en el que el genotipo dominante en muestras

ambientales es G1, mientras que en las muestras clinicas G3.

Por otro lado, se analizaron los resultados de la genotipificacion de vp7 de los RVA
del periodo completo de muestras de ambiente y se los compararon con los resultados

compilados para el mismo periodo de muestras clinicas (Grafico 4.2.1).

G10 Gl

G2
50%

Grafico 4.2.1. Frecuencia de tipos G de RVA en muestras clinicas y ambientales. Porcentajes de
genotipos G de RVA para muestras ambientales (izquierda) y para muestras clinicas (derecha) en el
periodo de septiembre de 2009 a agosto de 2012 detectados en Buenos Aires. MA: muestras
ambientales, MC: muestras clinicas.

Como puede observarse en el Grafico 4.2.1, el genotipo mayoritario en ambos casos
fue el G2, con un 31 % para aguas residuales y un 50 % en muestras clinicas. Si bien para

las muestras de ambiente el segundo tipo dominante con un 25 % es el G1, existe
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codominancia con G3 que alcanza un 24 % respecto al total. Y en este sentido, también es
un dato coincidente con muestras clinicas donde G3 alcanza una frecuencia de 31 %. Otras
cepas que surgen con frecuencias medias son las de genotipo G12, alcanzando 19 % en las

muestras ambientales y 15 % en las muestras clinicas.

Tanto analizando afio por afio como a nivel global, queda demostrado que existe
una marcada correlacidon entre los tipos encontrados en las muestras provenientes de
aguas residuales y aquellas derivadas de centros hospitalarios. Ademas, se observa que en
las muestras ambientales el genotipo G1 se hace presente en frecuencias medias, y estos
resultados discrepan con lo observado en muestras provenientes de pacientes
hospitalarios. Esto indica que estas cepas podrian ser vertidas a las redes de descargas
cloacales por personas con infecciones asintomaticas, por animales o bien podrian
corresponder a la cepa vacunal Rotarix, la cual contiene una cepa atenuada G1P[8]. Sin
embargo, para confirmar o descartar esta ultima opcion habria que realizar estudios que
nos permitan discriminar entre cepas salvajes o cepa vacunal, como los que han realizado

Fumian y colaboradores utilizando enzimas de restriccion sobre el gen de NSP3 (218).

2.2. Andlisis filogenéticos
2.2.1. Cepas G2

Como ya se discutio en el apartado anterior, en ambos tipos de muestras el genotipo
dominante en el afio 2011 fue G2. En el capitulo Il, parte |, se estudiaron las cepas G2 de
muestras clinicas de varios anos mediante analisis filogenético. Aprovechando esto, se
decidié sumar a estos estudios varias cepas G2 provenientes de aguas residuales. En

particular, las cepas incluidas en este analisis fueron 8 y todas del afio 2011.

En la reconstruccién del arbol filogenético, mostrado en la Figura 4.2.1, se puede
observar que practicamente todas las cepas provenientes de muestras ambientales
agrupan en un mismo clado. Ademas, estas secuencias agrupan junto a las cepas

argentinas provenientes de muestras clinicas estudiadas con antelacién en esta tesis.
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A estas alturas, ya se ha demostrado que los genotipos encontrados en cada tipo de
muestra suelen ser los mismos, y en este apartado queda demostrado ademas que las
cepas provenientes del ambiente son practicamente idénticas en secuencia a las que
proceden de pacientes hospitalarios. Estos resultados apoyan y refuerzan la hipdtesis de
que existe correlacion en la frecuencia de genotipos de RVA encontrados en muestras
clinicas y aquellos hallados en muestras cloacales. Asimismo, la comprobacion de la
identidad de secuencias respalda dicha hipdtesis y la relevancia epidemiolégica de esta

muestra ambiental.
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Figura 4.2.1. Filograma del gen vp7 de cepas G2 de muestras ambientales. Las ramas que
representan cepas argentinas secuenciadas en este trabajo se encuentran resaltadas en color rojo
para las muestras ambientales, y en celeste para las muestras clinicas.
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2.2.2. Cepas G1

Ademas del estudio de las cepas G2, se estudiaron algunas de las cepas G1
detectadas en muestras ambientales. En este caso las muestras secuenciadas e incluidas

en los estudios filogenéticos fueron tres: una del afio 2009, una del 2010 y otra del 2012.

La Figura 4.2.2 muestra el arbol filogenético donde puede observarse que las tres
cepas estudiadas agrupan dentro del linaje |, sublinaje I-c, al igual que las cepas G1 de
muestras clinicas. Si bien las secuencias de casos clinicos no agrupan en el mismo clado,
tampoco pertenecen al mismo afio que las muestras ambientales dada la ausencia casi
completa de casos clinicos asociados a cepas G1 entre 2009 y 2012. De esta forma, la
relacion algo distante entre las muestras clinicas del 2008 y las ambientales del 2009 en
adelante podria interpretarse como el reflejo de la evolucion de cepas del sublinaje I-c que
contintan replicando en casos leves y/o subclinicos. Por lo tanto, consideramos que, al
igual que para las cepas G2, estos resultados sugieren una relacidn directa entre las cepas

encontradas en el ambiente y en las muestras clinicas.

Lamentablemente no contamos con muestras ambientales analizadas desde el afio
2013 en adelante. Este ano y los siguientes resultan de gran interés ya que, como se
discutié en el capitulo lll, se detectd la reaparicion de una cepa del genotipo G1 y en 2014
se produjo un brote con alta morbilidad en el Gran Buenos Aires asociado a este genotipo.
Sin embargo, se puede observar con claridad que al menos hasta el afio 2012 las cepas G1
circulantes en el ambiente corresponden al tipo de cepas que circulaban con anterioridad

al afio 2013 en muestras clinicas.
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Figura 4.2.2. Filograma del gen vp7 de cepas G1 de muestras ambientales. Las ramas que
representan cepas argentinas secuenciadas en este trabajo se encuentran resaltadas en color rojo
para las muestras ambientales, y en celeste para las muestras clinicas.

3. CONCLUSIONES

Estos resultados han sido de gran importancia para adquirir conocimiento acerca de

qué cepas de RVA son las que circulan en la poblacion general independientemente de la

producciéon de casos de gastroenteritis, ya que éste no es un campo muy explorado. Si

bien existe coincidencia con los resultados arrojados del analisis de muestras clinicas en
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cuanto al genotipo, en esta seccidn se analizé también las secuencias nucleotidicas y sus
relaciones filogenéticas. De acuerdo con estos estudios, se demostré que las cepas

procedentes de ambos tipos de muestra son practicamente idénticas.

De esta manera, podemos concluir que existe una correlacion entre las muestras de
aguas residuales y las muestras clinicas, avalando la hipdtesis de que las primeras pueden
ser una herramienta util para los estudios de epidemiologia molecular de los RVA. Por otro
lado, las muestras de ambiente tienen un valor extra ya que a partir de éstas se pueden
revelar cepas que no se detectan en muestras clinicas como aquellas derivadas de
personas infectadas sin presentaciones clinicas, cepas provenientes de animales o cepas
vacunales. Con esta informacion se puede tener un panorama mas amplio y claro del poo/
de genes que circulan y potencialmente contribuyen a la evolucién de los RVA. Por estos
motivos, consideramos de gran importancia el estudio de la muestra cloacal con fines
epidemioldgicos y de estudios evolutivos. A todo ello se suma la posibilidad de detectar y
seguir la evolucién de las cepas vacunales que, por definiciéon, generan infecciones

asintomaticas.
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1. MATERIALES Y METODOS

Los concentrados de las muestras de agua residual fueron sometidos a extraccion de
material genético viral y posteriormente el mismo fue retrotranscripto con primers
consistentes en hexdmeros al azar (ver protocolos en parte | de este capitulo). Cada
muestra de cDNA, correspondiente a cada muestra de agua residual procesada, se analizo
por duplicado en reacciones de gPCR. En el mismo proceso se incluyeron duplicados de
tres puntos de la curva de calibracion de nsp3 y del fago PP7 (diluciones de los plasmidos
control) para la cuantificacion adecuada de RVA y el control interno, respectivamente. Los
detalles de esta técnica y de los reactivos utilizados asi como las secuencias de primers y

sondas, se detallan en la parte | de este capitulo.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar una comparacion adecuada entre muestras clinicas y de aguas
residuales en el marco de esta tesis doctoral se muestran los resultados cuantitativos del
aflo 2011 para el cual se cuenta con muestras de cada mes. Estos resultados son
expresados en copias de genoma de RVA por mililitro de agua residual. Se destaca el
hecho de que en todas las muestras pudo ser detectado el control interno (PP7), hallazgo
que nos permitié determinar que los procesos de extraccién fueron eficientes y que los
procesos de copia y amplificacién no fueron inhibidos, al menos completamente, por
contaminantes en la muestra cloacal. Existe una gran diversidad de sustancias que pueden
inhibir las enzimas utilizadas en biologia molecular y el hecho de que no hayan sido
inhibidas, al menos de manera total, puede indicar cosas diferentes en cada caso: bajo o
nulo nivel de particulas virales de RVA en la muestra original o remocién efectiva por los

métodos de extraccion y purificacidn de los acidos nucleicos.
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Debido a que cada muestra se procesé por duplicado, los valores se expresan como
el promedio de los dos valores obtenidos para cada mes. Excepto en la muestra del mes
de diciembre, en las 11 muestras restantes se detectd RVA. Dado los niveles variables de
inhibicion, el hecho de que una deteccion sea negativa no necesariamente debe
interpretarse como ausencia de particulas virales, sino que también puede corresponder a
niveles bajos que quedan por debajo del corte que determina la sensibilidad del método y

el grado de inhibicion de esa muestra en particular.

2.1 Carga viral de rotavirus en aguas residuales y comparacion con la incidencia de
RVA en muestras clinicas
En el Grafico 4.3.1 se muestran los resultados de la cuantificacion de RVA
proveniente de aguas residuales del afio 2011, mes a mes, y ademas se los contrasta con
la incidencia de infecciones por rotavirus reportados en el Hospital de Nifios Ricardo

Gutiérrez (HNRG) para el mismo afo.
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Grafico 4.3.1. Cuantificacion de RVA en aguas residuales e incidencia de infecciones causadas en
pacientes hospitalizados. En el grafico se muestra la cuantificacidon de RVA a lo largo de los meses
en muestras ambientales (eje izquierdo) y el nUmero de muestras de reportes de infecciones por
RVA reportados en el HNRG (eje derecho).
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Los valores de RVA detectados por gPCR varian desde aproximadamente 91 mil
copias de genoma/ml en el mes de abril hasta mas de 1,2 millones de copias de
genoma/ml en el mes de junio, sin tener en cuenta el valor cero del mes de diciembre. De
acuerdo a estos resultados se determina que existe gran variabilidad dependiendo del

mes del afio que se analiza.

Si se analizan estos valores mes a mes, se aprecia que los RVA detectados en
descargas cloacales sufren un aumento abrupto a partir del mes de mayo representando
un pico en los meses frios del afo. Observaciones similares han sido reportadas
previamente para la ciudad de Cérdoba, Argentina (221), la ciudad de Salto en Uruguay

(199) y en otros paises (220).

La descripcién de un pico invernal en descargas cloacales coincide con Ia
estacionalidad ya descripta de las infecciones de RVA en pacientes hospitalarios (77-79). Si
bien existe un corrimiento de un mes en el pico de RVA para muestras ambientales, el
comportamiento es llamativamente similar a la incidencia en muestras clinicas. Esto se
puede deber a que existe una mayor descarga de rotavirus por parte de la poblacién en
los meses frios del afio, lo cual se veria reflejado como un aumento de la cantidad de
genomas de RVA detectados en aguas residuales. De esta manera, se demuestra que
existe correlacion entre el nimero de casos de infecciones por rotavirus grupo A vy la
cantidad de particulas virales liberadas al ambiente. Es notable el paralelismo entre el
nimero de casos de diarreas severas en pacientes hospitalizados por RVA y la

concentracion de genomas en aguas residuales a los largo del afio.

Es posible observar el reflejo del pico estacional de diarreas entre mayo y agosto con
un retraso, ya que se observa aumento o disminucién de las copias de genomas al mes
siguiente en agua residual. Posteriormente, el numero de diarreas desciende
consistentemente hasta diciembre pero durante esta etapa las concentraciones en aguas
residuales se sostienen relativamente altas. Esto podria reflejar un periodo de infecciones
secundarias en poblaciones de individuos menos susceptibles a la enfermedad severa

como hermanos mayores o padres dentro del grupo familiar.

175



Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

3. CONCLUSIONES

Las comparaciones de las caracteristicas genotipicas y de secuencia entre muestras
clinicas y de aguas residuales presentadas previamente permiten afirmar que los mismos
virus se hallan en ambos tipos de muestras. La comparaciéon de la cantidad de casos
severos con la concentracion de virus en aguas residuales presentadas en esta parte nos
ha permitido observar un paralelismo entre el pico invernal de diarreas por RVA y
aumentos de concentracidn en el agua cloacal. Este paralelismo aporta otra evidencia a la
idea ya planteada que confirma que los virus excretados durante el invierno corresponden
a los casos clinicamente severos avalando la utilizacion de la muestra ambiental en
estudios epidemioldgicos. Un estudio exhaustivo de genotipos y secuencias mes a mes
podria confirmar esto y la posible correspondencia de casos secundarios sub-clinicos por

los mismos genotipos en meses subsiguientes al pico.

Lo anterior, entonces, nos permite concluir que existe una correlacidén entre los virus
excretados por la poblacidén con los que causan la incidencia de la enfermedad por RVA en
pacientes hospitalarios. Sin embargo, no hay que perder de vista que en las descargas
cloacales potencialmente se pueden detectar genomas de rotavirus grupo A provenientes
de cepas animales, de infecciones asintomaticas o de cepas vacunales. Un indicio de esto
lo hemos presentado en secciones anteriores en las que mostramos la deteccion de

ciertos genotipos en muestras ambientales no hallados en muestras de casos severos.

Estos hallazgos refuerzan la idea de utilizar la muestra ambiental como una
herramienta para estudiar la circulacion de los genotipos principales causantes de
enfermedad, pero también seria posible implementar estudios evolutivos. Esto se
comprende conceptualmente al considerar que la muestra de agua residual refleja la
dotacion genética total circulante en la poblacién humana, no solo la asociada a
enfermedad (hallada, por definicidn, en la muestra clinica). Estos conceptos son también

aplicables a estudios de circulacidn y evolucidn de cepas vacunales, las cuales han sido
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recientemente adoptadas en nuestro pais en programas de vacunacién masiva asi como

en casi todo el continente.

Cabe comentar, como perspectiva, que serd de gran interés aplicar métodos de
secuenciamiento de nueva generacion y estrategias de metagendmica a muestras

ambientales para lograr los objetivos antes mencionados.
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Epidemiologia de los RVA en el Gran Buenos Aires

En esta primera parte, tomando ventaja de una extensa coleccién de muestras de
casos de diarreas en pacientes ambulatorios e internados de distintos hospitales de la
region metropolitana y de los datos aportados por el servicio de Virologia del HNRG,
hemos obtenido un perfil epidemioldgico de la circulacion del RVA en un periodo que

involucra 6 temporadas invernales (2008-2013). Las observaciones principales son:

e Mayor prevalencia de RVA en casos severos (hospitalizados) que en casos

ambulatorios.

¢ Marcada estacionalidad en los meses frios. En general se da un aumento abrupto a
partir de mayo con frecuencias altas hasta agosto para luego decaer. Sin embargo se

observa que en los meses calidos las infecciones no desaparecen.

e Distribucidn etaria tipica de primoinfecciones en edades tempranas con la mayoria

de los infectados (80%) siendo menores de 14 meses de edad.

e Frecuencia elevada de infecciones mixtas (15,9 % para el hospital de Solano y
12,7% para el Hospital Gutiérrez), aspecto de suma importancia debido a que este tipo de

infeccion dinamiza la evolucidn del virus.

Circulacion de genotipos de RVA en el Gran Buenos Aires.

Nuestro laboratorio ha mantenido la vigilancia de genotipos desde el afio 1996 por
lo que su analisis ofrece la oportunidad de estudiar posibles cambios producidos entre la
era prevacunacion y postvacunacion en la regién. Durante el primer periodo, que
involucra hasta el afio 2007, se registraria un patrén natural de fluctuaciones en las
frecuencias de los genotipos circulantes mientras que desde 2008 varios paises del
subcontinente han incorporado la vacunacién masiva en sus calendarios de inmunizacién.

En la Argentina la vacunacion contra RVA se incorporo al Programa Nacional en 2015, por
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lo que durante el periodo de analisis que abarca esta tesis el pais puede considerarse
como virtualmente sin vacunacion ya que la cobertura por vacunas licenciadas indicadas
en la practica privada no ha sido de gran significacion, alcanzando aproximadamente el 7%
de las cohortes. Varias observaciones de interés en relacién a este contexto pueden

hacerse en base a los resultados integrados:

e Las cepas G12P[9] tipo AU-1, gendmicamente y antigénicamente diversas con
respecto a las vacunales, han circulado en el GBA desde 1999 hasta el afio 2007. Si bien a
bajos niveles de frecuencia, estas cepas han persistido durante varios afos en el GBA y se
han detectado en otros paises de la regidn en afos posteriores a su aparicidon en

Argentina.

e Cepas G12P[8] han emergido desde el 2008 y fueron de prevalencia muy
significativa durante el periodo posterior en el GBA. La presencia de este genotipo a tasas
medias a altas durante todo el periodo estudiado y reportes similares en todo el mundo,

evidencian su alta aptitud para la diseminacion y persistencia en poblaciones humanas.

¢ La observaciéon de los resultados integrados desde 1996 en GBA muestra que el
incremento observado en 2004 de cepas G2P[4] podria atribuirse a la tendencia natural a
reemerger cada 8-10 aiios. Estos niveles se mantienen altos a medios desde el 2004 hasta
el 2008 desapareciendo en 2009. Sin embargo hay una reemergencia atipica en 2010, con
niveles extremos cercanos al 70% en 2011, altos todavia en 2012 y medios a bajos en 2013

y 2014, pero aun persistiendo.

e La deteccion de G3P[8] como cepa codominante en 2008 y 2009 y dominante en
2010 es de resaltar ya que, hasta donde sabemos, es la primera vez que el genotipo G3 es
detectado en altas frecuencias en Buenos Aires desde que se realiza vigilancia de sero o

genotipos circulantes.

* En 2014 se registraron elevada morbilidad y mortalidad asociadas a infeccién por
RVA. La genotipificacion de estas cepas marca la reemergencia del genotipo G1P[8], cepas

ausentes durante un largo tiempo en nuestra casuistica.
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Caracterizacion molecular de cepas de interés.

En el contexto antes mencionado se ha orientado el estudio a la profundizacién del
analisis sobre los hallazgos mas llamativos y relevantes en cuanto a su posible relacion con
el desempefo de la vacuna monovalente utilizada por todos los paises sudamericanos.
Dichos hallazgos son: i) La emergencia de cepas G12, ii) La reemergencia y prolongada

persistencia de cepas G2P[4] y iii) La reemergencia y alta morbilidad de cepas G1P[8].

Cepas G12.

El analisis detallado de algunos aspectos de las cepas G12 permite destacar las

siguientes conclusiones:

¢ Se ha secuenciado el gen de VP7 de cuatro cepas G12P[9], dos del afio 1999, una
del 2002, y otra del afio 2007. Todas pertenecen al linaje Il y segun el analisis de
coalescencia una cepa de 1999 o un ancestro muy proximo seria el origen de las cepas
diseminadas a los paises vecinos y de la ultima cepa detectada en Italia. En base al
secuenciamiento del gen de la proteina NSPles posible sugerir que el aislado del 2002
seria un producto de reasociacion de cepas relacionadas a las de 1999 con cepas bovinas o
humanas relacionadas a cepas animales. Su estudio filogenético ubica a este gen de NSP1
como perteneciente al genotipo A3 en un cluster bien diferenciado. En base a la filogenia
de todas las cepas reportadas a la fecha con dicho genotipo se aprecia que las secuencias
gue agrupan en el mencionado clister se han reportado exclusivamente en cepas G12 de
la region y siempre detectadas posteriormente a las argentinas de 2002, lo cual sugiere

gue podrian configurar derivados de la misma.

e A partir de los ensayos de coalescencia y filogeografia del gen vp7 se pudo estudiar
y profundizar acerca de la evolucion de cepas G12 del linaje Il, que por lo general se

encuentran asociadas a P[9]. Segun esta historia espacio-temporal el linaje se origina

183



Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

probablemente a principios de la década de 1990 con la primera deteccidon conocida en
Tailandia y de ahi hacia otros paises asidticos y hacia Argentina desde donde puede
trazarse una historia de propagacién a varios paises de la zona como Brasil, Paraguay y
Uruguay, donde ha circulado durante mas de 10 anos con dispersion hacia Europa en los

ultimos anos siendo el ultimo reporte en Italia en 2012.

* Mientras que las cepas tipo AU-1 descriptas arriba fueron siempre detectadas a
frecuencias medias a bajas en paises del lejano Oriente y el cono sur de América, las cepas
tipo Wa G12P[8] actuales se hallan en altas frecuencias y globalmente distribuidas y
parecen ser el producto de unos diez afios de evolucién que culmina en un tipo de cepa

con alto fitness e importancia epidemioldgica.

¢ En Buenos Aires desde 1999 y hasta el afio 2007 han circulado cepas G12 del linaje

Il y desde 2008 en adelante las cepas pertenecen a VP7 G12 linaje I

e Las cepas G12 linaje Ill han aparecido en nuestra casuistica siempre asociadas al
genotipo P[8] y son detectadas simultdaneamente a nivel nacional y caracterizadas como

del tipo Wa.

e Las cepas G12P[8] se mantienen en medias a altas prevalencias desde 2008
practicamente todos los afios hasta 2014. Esta persistencia y altas frecuencias (mas del
60% en 2013) en el GBA se observa en otros estudios a nivel global ilustrando su alto nivel

de aptitud para la infeccidn y diseminacién en humanos.

¢ Si bien los estudios de secuencia permiten apreciar un alto nivel de identidad
nucleotidica en el gen de VP7 de aislados de tres anos distintos, la heterogeneidad de
genes VP4 asociados a cepas G12P[8] permite considerar que las introducciones en
nuestro pais han sido masivas y probablemente también multiples. Asimismo esta

observacion habla de una cierta diversidad de estas cepas G12.
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Cepas G2P[4]

Sin poner en duda la alta eficacia y efectividad de la vacuna monovalente (tipo Wa)
contra casos severos por cepas del tipo G2P[4] (tipo DS-1), es posible suponer que la
inmunidad inducida hacia los dos principales tipos de cepas humanas no es exactamente
igual. La proteccién contra enfermedad severa inducida por la vacuna monovalente no
necesariamente implica que no existan casos leves y asintomaticos, los cuales, en base a
esta seleccion podrian tratarse mayormente de cepas G2P[4]. En esta linea de
razonamiento, el hecho de que exista algin minimo nivel de seleccidon en el marco de
inmunizaciones masivas, podria dar lugar a algunas de las observaciones epidemiolégicas

singulares descriptas en este trabajo de tesis:

e La circulacién y reemplazo natural de genotipos observados por nuestro grupo a lo
largo casi dos décadas registra un re-incremento inesperado de la circulacién de cepas

G2P[4] luego del periodo de prevalencia natural.

¢ El analisis filogenético del gen vp7 indica que todas las secuencias de esta

coleccion pertenecen al linaje 1l del genotipo G2, pero segregan en grupos diferentes.

e Las cepas G2 correspondientes a los afios 1997 y 2007 estdn mas relacionadas
entre si y a su vez con algunas secuencias de cepas circulantes en Brasil durante 2005 y

2006.

e Las cepas que circularon en Brasil durante 2008 y 2009 estan muy relacionadas con

el grupo de cepas argentinas altamente homogéneas que emergieron en 2010.

e E| analisis filogenético de las secuencias del gen de VP4 confirmd las relaciones
establecidas en base al gen vp7 de las cepas argentinas entre si y con un subgrupo
circulante en Brasil en 2008 y 2009. Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de

que esas cepas G2P[4] se introdujeron en Argentina desde Brasil.

¢ El andlisis de las secuencias aminoacidicas predichas de las regiones antigénicas B,

Cy F de VP7 mostrd una sustitucion (242 S = N) consistente entre las cepas circulantes en

185



Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

ambas fases en Argentina. Este cambio también se comparte con las cepas circulantes en
Brasil aunque es dificil relacionar este tipo de cambios a la seleccion de cepas por

inmunidad inducida por vacunas.

Estas evidencias entre las frecuencias de los genotipos dominantes y algunos raros
circulantes en el Cono Sur sugieren que estos paises vecinos estdn conectados
epidemioldgicamente. Por lo antedicho, es posible que la abundancia relativa de cepas
DS-1-like o la disminucidon de cepas Wa-like en Brasil haya introducido un sesgo en la
sustitucion usual de serotipos en Argentina. De esta manera nuestro pais, sin vacunacion
universal en los afos del estudio, podria actuar como amplificador de este efecto
visualizado a través de la llamativa reduccién de la prevalencia de cepas G1P[8] y la

persistencia de G2P[4] en los ultimos afos.

Cepas G1P[8]

® De acuerdo a los analisis filogenéticos del gen de VP7 se demostrd que las cepas
aparecidas en 2014 y la uUnica detectada en 2013 pertenecen al linaje Il, sublinaje llc,

mientras que las detectadas en afios anteriores agrupan junto a las del linaje .

¢ El filograma obtenido para el gen de NSP4 confirma estas relaciones, lo cual
sugiere que la reintroduccién de cepas G1 del afio 2014 corresponde a una cepa
emergente sin circulacion previa en el pais. Si bien hay diferencias en zonas antigénicas y
de péptido secretado no es posible vincular estos cambios a una diferencia en

patogenicidad.

¢ Analisis de secuencias de aminoacidos de las proteinas VP7, VP4 y NSP4 apoyan lo
visto en los estudios filogenéticos y se destaca el hecho de que hay cambios en dos
regiones antigénicas de la VP7 con respecto a cepas circulando previamente y con

respecto a la cepa vacunal incluida en Rotarix. En caso de poder demostrarse diferencias
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significativas en estudios de seroneutralizacién comparando estas cepas con la vacunal

podria postularse algin efecto de seleccidn de cepas por efecto de la vacunacién masiva.

Virologia Ambiental. Estudios y puesta a punto de metodologia

*Se han puesto a punto técnicas de concentracion viral y de cuantificacion de

genomas que nos permitieron el estudio de muestras cloacales.

¢ El uso del control interno consistente en el fago PP7 permite determinar y valorar

de forma aproximada la presencia o no de inhibidores que afecten alguno de los procesos.

*Los rangos dindmicos en los cuales las curvas de calibracidn nos permiten
extrapolar valores son extensos (50 a 50 millones de copias cada 5 pul para RVA y de 25 a

50 millones de copias cada 5 pl para PP7).

e Se analizé y comparé la frecuencia de deteccidon de genotipos entre la muestra

cloacal y la clinica encontrandose correlacion entre ellas.

¢ Se confirmd la identidad de las cepas en ambos tipos de muestras mediante
secuenciamiento, avalando la hipodtesis de que la muestra cloacal puede ser una

herramienta util para los estudios de epidemiologia molecular de los RVA.

Las muestras de ambiente tienen un valor extra ya que a partir de éstas se pueden
revelar cepas que no se detectan en muestras clinicas como aquellas derivadas de
personas infectadas sin presentaciones clinicas, cepas provenientes de animales o cepas
vacunales. Con esta informacion se puede tener un panorama mas amplio y claro del

todos los genes que circulan y potencialmente contribuyen a la evolucidn de los RVA.

Ademas, la comparacion de la cantidad de casos severos con la concentracién de
virus en aguas residuales permite observar un paralelismo entre el pico invernal de

diarreas por RVA y aumentos de concentracion en el agua cloacal. Esta semejanza aporta

187



Tesis doctoral UNQ Lic. Marcelo Gaston Mandile

evidencia a la idea de que los virus excretados durante el invierno corresponden a los
casos clinicamente severos avalando la utilizacién de la muestra ambiental en estudios
epidemioldgicos. Sin embargo, es importante considerar que en las descargas cloacales
potencialmente se pueden detectar genomas provenientes de cepas animales, de

infecciones asintomaticas o de cepas vacunales.

Todos estos hallazgos en conjunto refuerzan la idea de utilizar a la muestra
ambiental como herramienta para estudiar la circulaciéon de los genotipos principales

causantes de enfermedad pero también seria posible implementar estudios evolutivos.
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