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Resumen

Los rotavirus humanos grupo A son los principales agentes etiologicos de gastroenteritis aguda en nifios en
todo el mundo y una importante causa de muerte por deshidratacion critica en los paises en desarrollo.
Morfolégicamente, los rotavirus son particulas icosahédricas que consisten en 11 segmentos de ARN
doble cadena, rodeados por una triple capside proteica. Las proteinas de la capside externa, VP7 y
VP4, contienen los epitopes que inducen anticuerpos neutralizantes especificos en el hospedador infectado
y definen los serotipos G (VP7) y P (VP4). Los principales G y P tipos (G1-G4, P[8]) han sido blanco para
el desarrollo de las vacunas actualmente licenciadas.

Ante la introduccion de una nueva vacuna en un area geografica determinada es necesario conocer la
epidemiologia natural de base del virus en la region. Con este objeto, se analizé la circulacion de las
variantes genotipicas e intragenotipicas G y P de rotavirus grupo A en Cérdoba, Argentina, durante el
periodo 1979-2006. El trabajo de investigacion mostré una dinamica compleja de circulacién de genotipos
G y P, que estuvo caracterizada por aspectos locales propios, tales como una alta tasa de
infecciones mixtas y co-circulacion de distintos genotipos. Los tipos G1 y P[8] fueron los dominantes a
lo largo del tiempo y el genotipo G9, emergente a nivel mundial durante la Ultima década, se detect6
en Cordoba desde el afio 1980.

Durante todo el periodo estudiado se observé un mismo comportamiento de circulacion para los genotipos
G4, G2 y P[4]. Asi, el genotipo G4 mostré una circulacion continua durante los 28 afios de estudio, sin
llegar a ser, durante todo el periodo estudiado, el G tipo dominante, y G2 y P[4] revelaron frecuencias de
deteccién ciclicas y acompafiadas en el tiempo. El genotipo G3 que circulé durante 25 afios en baja
frecuencia y esporadicamente, mostré un incremento significativo en el afio 2006. Los genotipos
mundialmente infrecuentes, P[6], P[9], G5 y G8, se identificaron en Cérdoba en frecuencias de circulacion
menores al 5%.

Los sistemas de vigilancia clinica y ambiental revelaron una distribucion similar de genotipos G de
rotavirus con caracteristicas genéticas y antigénicas comparables. De este modo, la deteccion de virus a
partir de aguas residuales seria una fuente alternativa a la vigilancia clinica para el monitoreo molecular de
la epidemiologia de rotavirus en la comunidad.

El andlisis evolutivo de cepas mostré la circulaciéon continua de una misma variante genética del genotipo
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emergente G9, aislada de muestras de pacientes infectados y aguas ambientales. Por el contrario,
los genotipos de mayor prevalencia a nivel local, G1 y P[8], revelaron sustituciones temporales de
variantes intragenotipicas y antigénicas. La distribucion de G1 y P[8] en distintos linajes no se correlacion6
con sustituciones aminoacidicas presentes en regiones antigénicas o variables, respectivamente. De este
modo, la circulaciéon continua y dominante de estos genotipos en el tiempo no estaria ligada a la
emergencia de variantes antigénicas en la comunidad sino que estaria facilitada por la capacidad replicativa
significativamente mayor de las cepas G1 y potencialmente P[8] respecto a otros genotipos. Asi, la historia
natural de circulacién de rotavirus en Cordoba refleja una historia de fuerzas y balances entre los genotipos
dominantes, infrecuentes, emergentes y/o de circulacion ciclica que conforman el  escenario
epidemiologico local. Las cepas G1 y P[8] de circulacién natural y vacunales presentaron diferencias
aminoacidicas en sitios antigénicos, las cuales podrian tener implicancias en la eficacia de las vacunas
actualmente licenciadas. Es entonces de importancia que la introduccién de las vacunas sea acompafiada
por sistemas de vigilancia clinica 0 ambiental a los fines de evaluar su impacto en la dinamica de circulacion

y diversidad de cepas de RV-A en la comunidad.

Summary

Group A human rotaviruses are the main etiologic agents of acute gastroenteritis in children worldwide and
a major cause of death by critical dehydration in developing countries.

Morphologically, rotaviruses are icosahedral particles consisting of 11 segments of double-stranded
RNA surrounded by a triple capsid protein. The outer capsid proteins, VP7 and VP4, contain epitopes that
induce neutralizing antibodies in the infected host and define specific G (VP7) and P (VP4) serotypes. The
main G and P types (G1-G4, P [8]) have been targeted for the development of currently licensed vaccines.
Previous to the introduction of a new vaccine in a given geographic area is necessary to know the natural
baseline epidemiology of the virus in the region. With this aim, the G and P rotavirus genotype and
intragenotipic circulation was analyzed in Cordoba, Argentina, during the period 1979-2006. The research
showed a complex dynamic of G and P genotypes circulation, which was characterized by own local
features, such as a high rate of mixed infections and co-circulation of different genotypes. G1 and P[8]
types were dominants over time and G9 genotype, emergent worldwide during the last decade, was
detected in Cérdoba since 1980.

G4, G2 and P[4] types depicted a same circulation performance throughout the studied period. Thus, G4
circulation was continuous during the 28-years period of study, but was not, during the whole studied
period, the dominant genotype; G2 and P[4] types revealed cyclic detection rates that were accompanied in
the time. G3 type, which circulated in low rates and sporadically during 25-years, showed a significant
increase in the year 2006. Worldwide unusual genotypes, P[6], P[9],G5 and G8, were identified in Cérdoba
at circulation rates lower than 5%.

Clinical and environmental surveillance revealed a similar distribution of rotavirus G genotypes with
comparable genetic and antigenic characteristics. Thus, virus detection from wastewater would be an
alternative source to clinical surveillance to molecular monitoring rotavirus epidemiology in the community.
Evolutionary analysis of strains showed continuous circulation of the same genetic variant of the emerging
G9 genotype, strains isolated from samples of infected patients and environmental waters. On the other
hand, the local most prevalent genotypes, G1 and P[8], revealed temporal sustitutions of genetic and
antigenic variants. The distribution of G1 and P[8] in lineages did not correlate with the presence of amino
acid substitutions in antigenic or variable regions, respectively. In this way, the continuous and dominant
circulation of G1 and P[8] over time would not be related to the emergence of antigenic variants in the
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community, but would be provided by the significantly higher fithess of G1 and potencially P[8] strains than
the other genotypes. Thus, rotavirus natural circulation history in Cérdoba depicts a history of forces and
balances between the dominant, infrequent, emergent and/or cyclic circulation genotypes which constitute
the local epidemiological scenario. Naturally circulating and vaccinal G1 and P[8] strains showed amino acid
differences in antigenic sites, which could have implications in the effectiveness of currently licensed
vaccines. Therefore, the introduction of vaccines must be accompanied by clinical or environmental
surveillance systems to assess their impact on the dynamics of circulation and diversity of RV-A strains in

the community.
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Introduccion

Impacto de las diarreas virales en salud

La diarrea aguda es reconocida desde la antigiedad como una de las causas de morbi-
mortalidad més frecuente en humanos en todo el mundo, principalmente en nifios menores
de 5 afios (OMS, 1996).

Mas de 1000 millones de individuos en el mundo sufren cada afio uno 0 mas eventos
de diarrea aguda, reconociéndose en la actualidad que la enfermedad diarreica esta en
estrecha relacion con el deterioro fisico-cognitivo de los individuos que la padecen (Guerrant
y colab., 2002; Kozek y colab., 2003; Parashar y colab., 2006). En los dltimos afios se ha
dedicado especial atencion a campafias de educacion sanitaria basadas en normas de
higiene bésicas y utilizacion de sales de rehidratacion oral. Con esto se ha logrado reducir
globalmente la mortalidad por enfermedad diarreica; sin embargo, ésta todavia provoca
aproximadamente 2 millones de muertes anuales a nivel mundial.

Los paises en vias de desarrollo son el escenario mas fértil para la enfermedad grave,
ya que desde el punto de vista ecoldgico la enfermedad diarreica surge como consecuencia
de la interaccion entre un hospedador susceptible y un agente patdégeno, como asi también
por la concurrencia de un conjunto de factores cuya relacion de causalidad es tan fuerte y
determinante como para considerarlos factores etiologicos. Entre estos factores cabe
destacar: a) las condiciones sanitarias, que determinan la diseminacion y la carga viral en el
ambiente, b) el evidente sinergismo entre la enfermedad y la desnutricién, ¢) pautas
culturales, edad y estado inmunitario del hospedador, y d) caracteristicas genéticas y
antigénicas de la cepa viral infectante en particular y de la poblacién viral circulante en
general, entre otros.

Los avances en Bacteriologia y Parasitologia de los ultimos 100 afios permitieron
identificar la etiologia de algunas enfermedades diarreicas, sin embargo en la gran mayoria
de los casos el agente causal permanecio desconocido.

A partir de los afios '70, con el descubrimiento del virus Norwalk y su asociacion con
gastroenteritis epidémica en jovenes y adultos (Kapikian y colab., 1972), seguido del hallazgo
de rotavirus humano y su asociacion con gastroenteritis endémica grave en nifios (Bishop y
colab., 1973), comenzd a revelarse la importancia de los virus en la etiologia de la
enfermedad diarreica aguda.

La diarrea viral, también llamada gastroenteritis aguda, es una entidad clinica que se
define como una alteracién en el movimiento intestinal caracterizado por un incremento en el
contenido liquido, volumen o frecuencia de las deposiciones (mas de tres por dia), con una
duracién menor a 14 dias (Guerrant y colab., 2001).
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Impacto de los rotavirus en la diarrea infantil

Los conocimientos actuales en virologia y la disponibilidad de técnicas diagndsticas
hacen, en la actualidad, a un mejor diagnostico de los agentes etioldgicos de las diarreas
virales.

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que la infeccion por rotavirus es
una de las principales causas de gastroenteritis aguda en nifios, tanto en paises
desarrollados como en desarrollo (Bern y colab., 1992; Parashar y colab., 1998). Estos
agentes afectan por igual a nifios de todos los niveles socio-econémicos, por lo tanto, la
distribucion porcentual de la morbilidad similar es en paises desarrollados y en

desarrollo (Figura 1).

Desconocido

Desconocido ..
Parasitos

Rotavirus Otras
bacterias

E.coli
& toxigénica
Bacterias_
Astrovirus Adenovirus Astronirus Adenovirus
Calicivirus Calicivirus
Paises Desarrollados Paises en Desarrollo

Rotavirus

Figura 1. Estimacion de la frecuencia de los agentes causantes de diarrea
aguda en nifios hospitalizados en paises desarrollados y en desarrollo (Kapikian
y colab., 1993).

La estimacién del impacto de la enfermedad por rotavirus a nivel mundial muestra que
cada afio la infeccion por rotavirus causa aproximadamente 111 millones de episodios de
gastroenteritis que requieren solo cuidado domiciliario, 25 millones de visitas médicas, 2
millones de hospitalizaciones y entre 352000 y 592000 (media 440000) muertes en nifios
menores de 5 afios de edad. De este modo, a la edad de 5 afios todos los nifios habran
sufrido al menos un episodio de diarrea por rotavirus, 1 de cada 5 requerird atencién médica,
1 de cada 65 sera hospitalizado y aproximadamente 1 de cada 293 morira a causa de la
severidad del cuadro diarreico (Figura 2) (Parashar y colab., 2003). Resultados comparables

fueron obtenidos en un estudio realizado en Argentina en el afio 1995 por Gémez y colab.
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(2002). Si bien las tasas de morbilidad por rotavirus son similares en el mundo, en los paises
en desarrollo se registran tasas significativamente mayores de la enfermedad diarreica grave
y de letalidad respecto a las de los paises desarrollados (Kapikian y colab., 2001; Parashar y
colab., 2003). Esto se debe a que, una vez instalada la infeccion por rotavirus, cobra especial
relevancia el estado inmunoldgico y nutricional del nifio para limitar la infeccion en curso,
como asi también la posibilidad de acceder a la terapia de rehidratacion oral para evitar la
deshidratacién. Entonces, aunque la incidencia de la infeccion es comparable en paises
industrializados y en desarrollo, las consecuencias son muy distintas. Es asi que de la
cantidad de muertes contabilizadas a nivel mundial, el 82% se registran en paises en
desarrollo (Parashar y colab.,, 2003). Esto remarca la importancia del escenario

epidemioldgico y socio-cultural en el que transcurre la infeccién por rotavirus.

Eventos Riesgo

440,000 1:293
2 millones 1:65
25 millones 1:5

111 millones 1:1 —_—

Figura 2. Situacion global de la enfermedad por rotavirus. (Parashar y colab., 2003).

Las infecciones por rotavirus son en general asintométicas en neonatos y adultos, tal
vez debido a la inmunidad adquirida en forma pasiva y activa, respectivamente (Haffejee,
1991; Anderson y colab., 2004). En la vida adulta la alta prevalencia de anticuerpos contra
rotavirus sugiere la existencia de reinfecciones subclinicas.

En &reas geograficas con climas templados las diarreas por rotavirus en nifios ocurren
principalmente en los meses mas frios y menos humedos del afio. Este patron estacional
parece ser menos marcado o no existir en absoluto en regiones tropicales (Cook y colab.,
1990). Se desconocen las causas que determinan este patron, pero podria deberse a
cambios en la susceptibilidad del hospedador a las infecciones de acuerdo a las horas de
exposicion a la luz diurna, como asi también a una mayor supervivencia de estos virus en

superficies debido a la baja humedad relativa durante los meses frios del afio.
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Clasificacion de los rotavirus: familia, género, grupos y subgrupos

Los rotavirus integran uno de los once géneros dentro de la familia Reoviridae, que
incluye patébgenos humanos, animales y plantas (Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus,
Coltivirus, Seadornavirus, Aquareovirus, Cypovirus, Entomoreovirus, Phytoreovirus, Fijivirus y
Oryzavirus).

El género Rotavirus, a su vez, incluye 7 grupos virales (denominados con letras de la A
a la G) clasificados en base a diferencias antigénicas en la proteina méas abundante del virus
(VP6). Los grupos A, B y C han sido aislados tanto en humanos como en animales, mientras
que los grupos D, E, F y G sélo han sido aislados en animales (Kapikian y colab., 2001). Es
ampliamente reconocido a nivel mundial que més del 90% de las infecciones por rotavirus en
humanos son causadas por rotavirus del grupo A (RV-A).

A su vez, los RV- A pueden ser divididos en subgrupos (SG), atendiendo a la presencia
0 ausencia de los epitopes | y Il en la proteina VP6. Al presente, se identificaron cuatro
subgrupos (SGI, SGII, SGI+ll, y SG no-I, no-11), desconociéndose aun la implicancia de estas
variantes antigénicas en la patogenicidad del virus (Greenberg y colab., 1983). Mas
recientemente, en base al secuenciamiento de la VP6 so6lo dos grupos (denominados
genogrupos | y 1) han sido distinguidos entre los rotavirus humanos grupo A, el genogrupo |
gue se corresponde con el subgrupo SGI, y el genogrupo Il que incluye a los subgrupos SGill,

SGI+ Il, y SG no-l, no-ll (Iturriza-Gomara y colab., 2002).

Arquitecturay biologia de los rotavirus humanos grupo A

Morfologiay genoma

Los rotavirus son virus desnudos, de simetria icosahédrica, de aproximadamente 75 nm
de diametro. Su apariencia al microscopio electrénico es caracteristica y le da el nombre de
rotavirus (del latin rota: rueda) por su similitud a una rueda de rayos cortos y borde externo

liso (Figura 3).
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Figura 3. Microscopia electronica de rotavirus. Tincién negativa con acetato de uranilo. La barra
indica un tamafio de 100 nm. (Laboratorio de Gastroenteritis Virales. Instituto de Virologia “Dr.

J. M. Vanella". Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cérdoba, 2001)

La informacién genética viral esta contenida en 11 segmentos de ARN doble cadena
(ARNdCc), rodeado por tres capsides proteicas concéntricas: la externa, la media y la interna o
core (Figura 4).

Cépside externa

Cépside media
Cépside interna

Figura 4. Esquema del virién. (Adaptado de Jayaram, 2004 y Angel, 2007)
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Esta estructura viral de tres capas concéntricas permite observar, mediante técnicas de

microscopia electronica, tres morfologias distintas de viriones de rotavirus (Figura 5):

= | a particula completa (triple capside proteica), la cual tiene un aspecto semejante a una
rueda de rayos cortos y borde externo liso.

= | a particula carente de la capa mas externa, conocida como particula de doble capside,
gue presenta una morfologia redondeada y muy rugosa.

= |a particula de capa simple, la cual so6lo contiene el core y muestra morfologia

redondeada. Normalmente no presenta genomay tiende a agregarse.

Capside
externa
Particulas de triple capa Particulas de doble capa Particulas de simple capa
Infecciosa MNo infecciosa No infecciosa
Polimerasa inactiva Polimerasa activa Polimerasa inactiva

Figura 5. Estructuras y propiedades biolégicas de las particulas de rotavirus. La barra indica
un tamafio de 100 nm (Estes, 2001).

En una misma muestra de materia fecal de un individuo infectado por rotavirus es
posible observar las tres estructuras virales y por lo tanto las distintas morfologias de
particula (Figura 3).

El genoma de los rotavirus puede ser separado por electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE), dando un patron diferencial de bandas denominado electroferotipo.
Los 11 segmentos genémicos de los rotavirus agrupan en cuatro clusters migratorios. El
patron de migracion caracteristico de los rotavirus grupo A consiste en 4 segmentos de alto
peso molecular, 2 segmentos medianos, 1 triplete caracteristico y 2 segmentos menores
distribuidos en los clusters 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Este patron es descripto como 4-2-3-
2 (Figura 6).

Cada uno de los segmentos codifica para una proteina, excepto el segmento 11 que
posee dos marcos de lectura abiertos (ORF). De las proteinas codificadas, seis son
estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis no estructurales (NSP1-NSP6) (Estes, 2001).
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Segmentos Proteinas

gendmicos codificadas
_— 1 —> VP1
2 —> VP2
=\
———\ ’ - Vs VP7
4 e VP4 VP4
VPB
5 —> NSPL VP2
T~ — e VP1y VP3
7 e NSP3
_— )
—§ 8 > NSP2 ARN viral
9 _ VP7
s 10 ——> NSP4
— 11

i: NSP5
NSP6

Figura 6. Genoma viral resuelto en un gel de poliacrilamida, donde se indican las proteinas

codificadas por cada uno de los 11 segmentos gendmicos. En el esquema de la derecha se

encuentra representada la ubicacion del genoma viral y las proteinas estructurales (VP1-VP7)
(Adaptado de Estes, 2001 y Jayaram, 2004).

Los segmentos génicos del 1 al 10 muestran una estrategia comuan de codificacién de

proteinas. Asi, cada hebra positiva de los segmentos de ARN comienza con una guanidina

en el extremo 5', seguida de una secuencia conservada no codificante. Posteriormente, se

encuentra una regién codificante (ORF), seguida de una segunda regién no codificante que

contiene una secuencia que termina invariablemente en dos citosinas en el extremo 3’

(Figura 7). La longitud de las secuencias no codificantes varia para cada uno de los genes.

Las secuencias de ARN gendmicas de rotavirus son ricas en bases de A+U (58-67%) y no

presentan una sefial de poliadenilacion final (Estes, 2001).
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Figura 7. Estructura general de un segmento genémico de rotavirus.

Proteinas virales

Las caracteristicas generales y funciones de las 12 proteinas codificadas por los 11

segmentos génicos de rotavirus se indican en la Tabla 1.

Proteina Caracteristicas y funcion

VP1 ARN polimerasa, union al ARN simple cadena (ARNss), participa en la
transcripcion viral junto con VP3 y en la replicacion viral junto con
VP2

VP2 ARN ligasa, union al ARNdc y ARNSss, requerida para la actividad
replicasa de VP1

VP3 Guanidiltransferasa, metiltransferasa, union a ARNSss, participa en la
transcripcion viral junto con VP1

VP4 Antigeno neutralizante, hemaglutinina, potenciacion de la infectividad por

proteasa, adhesion a la célula, induce proteccion
VP6 Antigeno de grupo y subgrupo, hidrofobica, proteina mayoritaria
VP7 Antigeno neutralizante, glicoproteina integrada en la membrana del
reticulo endoplasmico rugoso (RER), union al Ca+2, induce proteccion
NSP1 ARN ligasa, union al ARNsc, anillo de zinc

NSP2 ARN ligasa, union al ARNsc, actividad de nucledsido trifosfatasa

(NTPasa), involucrada en la formacién del viroplasma junto con NSP5

NSP3 ARN ligasa, union extremo 3 del ARNm viral, involucrada en la

regulacioén de la traduccion viral
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NSP4 Enterotoxina, glicoproteina de transmembrana del RER, induce

proteccion

NSP5 ARN ligasa, unién al ARNsc, fosfoproteina, interaccién con VP2, NSP2

y NSP6, involucrada en la formacién del viroplasma junto con NSP2

NSP6 Interaccion con NSP5, presente en viroplasmas y en la mayoria de

cepas, funcion desconocida

Tabla 1. Caracteristicas y funcion de las proteinas de rotavirus

Las proteinas estructurales VP4, VP6 y VP7 y la proteina no estructural NSP4 de los
rotavirus han sido estudiadas extensamente debido a que han mostrado ser el blanco de la
respuesta inmune inducida por el hospedador y jugar un rol importante en la replicacién y

ensamblaje del virus.

VP4
Es una proteina no glicosilada que se encuentra en la capside externa del viridn,
constituyendo espiculas virales (Figura 6). Es la principal responsable de la adhesion a la
célula (Crawford y colab., 1994), cumpliendo también funciones en la penetracién celular,
actividad hemaglutinante, neutralizacién y virulencia (Kalica y colab., 1983; Estes, 2001).

La VP4 tiene un tamafio de 775 aminodcidos en las cepas de rotavirus humanos y 776
aminodcidos en las cepas animales (Maunula y van Bonsdorff, 1998). El clivaje proteolitico
de la proteina VP4 en las proteinas VP5* y VP8* confiere un aumento en la infectividad viral,
incrementandose la penetracion del virus a la célula (Espejo y colab., 1981; Estes y colab.,
1981; Kaljot y colab., 1988). Por este motivo, la protedlisis constituye un paso fundamental en
la eficiente penetracién de los rotavirus a las células, lo cual es particularmente relevante
considerando que los rotavirus infectan los enterocitos del intestino delgado, un ambiente rico
en proteasas (Jayaram y colab., 2004). El producto de clivaje VP5* seria el involucrado en el
proceso de union del virus a la célula infectada, presentando un dominio putativo de fusion
entre los aminoacidos 384 y 404 (Figura 8). Sin embargo, la identidad del receptor celular de
los rotavirus aun permanece desconocida. Estudios recientes han demostrado que muchas
cepas de rotavirus requeririan la presencia de acido sialico para su ingreso a la célula,
mientras que para otras cepas esta unidon no seria un paso esencial y la dependencia de
acido sidlico estaria correlacionada con las variantes serotipicas de la proteina VP4 (Ciarlet y
colab., 2002a). Respecto al otro producto de clivaje proteolitico, VP8*, éste es el que porta la
mayor diversidad nucleotidica entre cepas. La mayor variacidbn se encuentra entre los

aminoacidos 71 y 204 (Figura 8). Dentro de esta region, la variabilidad de secuencia entre los
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aminoacidos 84 y 180 se correlaciona con diferentes serotipos de la proteina VP4 (Larralde y
colab., 1991; Larralde y Gorziglia, 1992).

Los anticuerpos dirigidos contra VP4 neutralizan al virus in vitro (Hoshino y colab., 1985;
Taniguchi y colab., 1985) y protegen pasivamente a ratones in vivo (Offit y colab., 1986).
Estudios posteriores han demostrado que la proteina VP4 es capaz de inducir inmunidad
protectora en animales y es inmunogénica en nifios y animales (Svensson y colab., 1987;
Conner y colab., 1988).
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Figura 8. Esquema de la estructura de la proteina VP4. Se muestran las regiones
variables (en recuadros negros), la zona de clivaje por tripsina (sefialada con flechas) y los

productos de esa accion proteolitica, VP8* y VP5* (Kapikian y colab., 2001).
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VP7

Es una proteina glicosidada que constituye aproximadamente el 30% de la masa
proteica viral (Mattion y colab., 1994) y, junto con la proteina VP4, conforma la capside
externa del virion (Figura 6).

La VP7 es traducida y posteriormente glicosidada con oligosacaridos N-ligados de alta
manosa mientras es insertada en la membrana del reticulo endoplasmico. Esta insercion es
dirigida por una secuencia sefal de corte encontrada en el extremo amino terminal de la
proteina (Figura 9). La maduracion de VP7 depende de la formacién de puentes disulfuro
intramoleculares (Svensson y colab., 1994) y de la presencia de calcio, proponiéndose la
existencia de un dominio de unién a calcio en esta proteina, que es conservado entre las
diferentes cepas de rotavirus.

La comparacion de la secuencia aminoacidica deducida de un gran nimero de aislados
revel6 en la proteina VP7 regiones altamente conservadas intercaladas con regiones
altamente variables. En total fueron encontradas 9 regiones variables: VR1-VR9 (Green y
colab., 1983; Estes, 2001), de las cuales, las regiones VR5, VR7, VR8 y VR9 estan
correlacionadas con sitios antigénicos, denominados A, B, C y F, respectivamente (Estes,
2001). Asi también, se han identificado otros dos sitios antigénicos, ambos definidos por so6lo
un residuo aminoacidico (sitios D y E) (Figura 9). La glicoproteina VP7 ha demostrado ser

altamente antigénica, induciendo anticuerpos neutralizantes en el hospedador infectado.

La proteina VP7 contien un marco de lectura de 326 aminoacidos que incluye tres
codones de iniciacion alternativos en fase. Los dos primeros preceden dos zonas
hidrofébicas que podrian actuar como secuencias sefial para dirigir la proteina VP7 hacia el

reticulo endoplasmico. Se supone que el segundo codoén seria el utilizado en forma principal.
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Figura 9. Esquema de la estructura de la proteina VP7 (Adaptado de Estes, 2001).
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VP6

La proteina VP6 es el principal componente estructural de los viriones. Constituye la capside
media, interaccionando simultaneamente con la proteina del core VP2 y con las dos proteinas de la
capside externa, VP4 y VP7 (Figura 6) (Estes, 2001). Su importancia estructural también esta
relacionada a la actividad polimerasa da las particulas de doble cubierta (Figura 5). Se ha
observado que si se elimina la proteina VP6, se pierde esta actividad, aunque se desconoce el
motivo de tal fendmeno (Bican y colab., 1982; Sandino y colab., 1986).

VP6 es una proteina hidrofébica que forma trimeros espontaneamente y es extremadamente
estable. Es altamente antigénica e inmunogénica y contiene epitopes muy conservados, por lo que
es el principal antigeno utilizado en las pruebas de diagnéstico para la deteccion de grupo (Estes y
colab., 1987; Estes, 2001).

Analisis realizados con variantes virales y proteinas quimeras han permitido conocer algunos
dominios de esta proteina (Figura 10). EI dominio de trimerizacibn se encuentra entre los
aminodcidos 246 y 314, y el domino de ensamblaje, necesario para la formacion de particulas de
doble capside, esta ubicado entre los residuos 353 y 397 (Tosser y colab., 1992; Affranchino y
colab., 1997). La prolina 308 esta implicada en la estabilizacion del trimero (Shen y colab., 1994).
La region amino-terminal es crucial para el ensamblaje del virus y estaria implicada en el transporte

celular de la proteina VP6 hacia las inclusiones viroplasméticas (Mansell y colab., 1994).

1 20 80 105 150 308 aro w7
| | | | | | | |
| | I I | | I
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gién hidrofdbica il | egisn hidro |ca] , |
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timerizacion Dominio de ensamblaje de las

particulas de doble capside

Figura 10. Esquema de la estructura de la proteina VP6 (Estes, 2001). Se indican las regiones
hidrofobicas e hidrofilicas, los dominios de trimerizacién y ensamblaje, y la prolina implicada en

la estabilizacién del trimero.
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NSP4

Es una glicoproteina no estructural que reside exclusivamente en el reticulo
endoplasmaético celular durante el ciclo replicativo del virus y cumple un rol importante durante
la morfogénesis viral actuando como un receptor intracelular. Ademés, en base a
experimentos realizados en ratones lactantes, se ha propuesto que la proteina NSP4 seria un
importante factor de virulencia, funcionando como una enterotoxina. Se postula que al ser
liberada al lumen intestinal esta proteina se uniria a un receptor en el enterocito, activando
una via de sefializacion dependiente de calcio, lo cual induciria la secrecién de cloruros y por
lo tanto una diarrea de tipo secretoria (Dong y colab., 1997).

El andlisis de secuencias de la proteina NSP4 ha identificado 6 grupos genéticos
(denominados con letras de la A a la F) (Ciarlet y colab., 2000; Mori y colab., 2002;
Matthijnssens y colab., 2008), presentando la mayor diversidad en el dominio citoplasmatico

gue interactla con las proteina VP6 durante la morfogénesis.

Proteinas VP4 y VP7: Base de la clasificacion serolégicay gendémica

Los rotavirus grupo A comprenden un gran ndmero de serotipos definidos mediante
ensayos de neutralizacion y divergencia nucleotidica (Hoshino y Kapikian, 1996). El criterio
seroldgico para establecer un nuevo serotipo es demostrar una diferencia de al menos 20
veces en el titulo de anticuerpos neutralizantes entre una cepa de referencia de un serotipo
establecido frente al antisuero homélogo y la nueva especificidad putativa frente al mismo
antisuero (Igbal y Shaw, 1997).

Debido a que la caracterizacion serolégica requiere de colecciones virales y reactivos
inmunoldgicos que no se encuentran disponibles en todos los laboratorios, durante los ultimos
afos la biologia molecular ha cobrado especial importancia para establecer genotipos de
rotavirus (lturriza-Gomara y colab., 1999). Asi, en la actualidad el criterio de clasificacién
seroldgica de rotavirus ha sido reemplazado por el sistema de clasificacion genémica. Este
sistema establece como criterio de diferenciacion de genotipos una divergencia nucleotidica
mayor al 9-10% en la proteina VP7 y mayor al 11% en la proteina VP4 (Ciarlet y Estes,
2002b; Gorziglia y colab., 1990). Bajo estos criterios, ya sean seroldgicos y/o gendémicos, se
estableci6 un sistema binario de clasificacion de rotavirus para designar los
serotipos/genotipos de ambas proteinas. El serotipo/genotipo mediado por VP7 se conoce
como G, dado que VP7 es una glicoproteina, mientras que el serotipo/genotipo mediado por
VP4 es designado como P, por la sensibilidad de la proteina VP4 a proteasas.

En el caso de la proteina VP7 se ha establecido una correlacion entre los serotipos y los
genotipos. La clasificacion en base a la proteina VP4 es mas compleja, ya que los ensayos de
neutralizacion y secuenciamiento génico no siempre concuerdan, lo cual lleva a una

nomenclatura dual de serotipo/genotipo P (Estes, 2001). Los serotipos P son designados por
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letras y numeros, mientras que los genotipos P son designados con numeros entre
corchetes, cuya numeracion no esté correlacionada con la de los serotipos. Por ejemplo, el
genotipo P[8] corresponde al serotipo P1A y el genotipo P[6] a los serotipos P2A y P2B. Hasta
el momento se han descripto 23 genotipos G y 32 genotipos P en humanos y/o animales
(Matthijnssens y colab., 2008; Trojnar y colab., 2009; Ursu y colab., 2009; Schumann y colab.,
2009; Collins y colab., 2010). Del total de genotipos, 11 G y P tipos infectan humanos,
respectivamente.

Los segmentos génicos que codifican para las proteinas VP7 y VP4 pueden ser
segregados independientemente, dando una gran variabilidad de combinaciones de G/P tipos.
Sin embargo, mas del 90% de las infecciones en humanos en el mundo son causadas por los
genotipos G1-G4 y G9, en combinacién con P1A[8] y P1B[4] (Dennehy, 2008), si bien la

prevalencia y distribucion de los mismos varia en el tiempo y en cada region.

Ciclo replicativo

La mayoria de los estudios del ciclo biologico de los rotavirus se han llevado a cabo
utilizando cultivos de células de rifién de mono y células epiteliales polarizadas humanas.

La entrada del virus a la célula es un proceso que involucra varios pasos y cuya
complejidad ha impedido su entera dilucidacion hasta el momento. Sélo las particulas virales
completas tiene la capacidad de unirse a las células susceptibles, que son los enterocitos
maduros del intestino delgado. Esta union se daria a través de la proteina VP4, y algunos
autores han postulado que la proteina VP7 también tendria la capacidad de mediar en la
adhesion celular (Sabara y colab., 1985; Fukuhara y colab., 1988; Crawford y colab., 1994,
Zarate y colab., 2000). Se desconoce la identidad del receptor celular, postulandose hasta el
momento distintos glicoconjugados que estarian inmersos en microdominios de membrana
ricos en colesterol y glicoesfingolipidos (Hewish y colab., 2000; Arias y colab., 2002; Ciarlet y
colab., 2002c).

Luego de la union, el virus es internalizado mediante un proceso que es motivo de
controversia. El proceso de clivaje de la proteina VP4, dando como productos las fracciones
VP5* y VP8*, aumenta la infectividad viral, dado que facilitaria la penetracién del virus a la
células (Clark y colab., 1981). Se postulan como probables mecanismos de penetracidn
celular: 1a) la endocitosis de los viriones, seguida de su transporte a lisosomas y
desnudamiento en los mismos por disminucion de la concentracion de calcio (Chemello y
colab., 2002), y/o 1b) la penetracion directa de las particulas virales a través de la membrana
celular facilitado por la permeabilizacion de la membrana celular mediada por la proteina VP4
clivada (Figura 11-1a y 1b) (Kajlot y colab., 1988). Cualquiera sea el proceso involucrado,
resulta en la liberacion al citoplasma de una particula de doble cépside.

La replicacién es enteramente citoplasmética, suministrando el virus toda la maquinaria
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enzimatica para la replicacion y transcripcion. Tras la infeccion, la ARN polimerasa ARN
dependiente asociada a las particulas virales de doble capside es activada, lo cual resulta en
la transcripcion del genoma vy la liberacién de los 11 segmentos de ARN mensajero (ARNm)
(Figura 11-2). Los ARNm no sélo dirigen la sintesis de proteinas (Figura 11-3), sino que
también sirven como moldes para la sintesis de ARN de polaridad negativa para producir
ARNdc (Patton y colab., 2004). En el citoplasma de las células infectadas existen inclusiones
electrodensas denominadas viroplasmas que funcionan como sitios de empaquetamiento y
replicaciéon del genoma. En estos sitios la progenie de genomas virales de ARNdc se asocia a
su vez con las proteinas NSP2, NSP5, NSP6, VP1, VP2, VP3 y VP6, generando particulas
subvirales de doble cépside (Figura 11-4). Desde los viroplasmas las particulas subvirales
brotan hacia el interior del reticulo endopldsmico rugoso (RER) adyacente, adquiriendo en
este proceso una membrana lipidica transitoria que es modificada con la insercién de las
glicoproteinas NSP4 y VP7, residentes en el RER, y la proteina VP4 (Figura 11-5). A medida
que las particulas se mueven a través del interior de la cisterna del RER, se pierde la
membrana lipidica transitoria (Figura 11-6) y las proteinas virales son reordenadas para que
VP4 y VP7 se ensamblen de modo tal que se forme la capside externa del virion (Figura 11-
7). Durante este proceso, la proteina NSP4 es excluida de la particula viral. Aun se
desconocen los mecanismos a través de los cuales ocurre la pérdida de la membrana lipidica
transitoria y de la proteina NSP4, como asi también el correcto ensamblaje de las proteinas
de la cépside externa (Lépez y colab., 2005). Dado que la maduracién de los viriones es un
proceso dependiente de calcio, seria posible que este interviniera en la estabilizacion de la
estructura nativa o la correcta compartimentalizacion de la proteina VP7 glicosilada.

Los viriones maduros son finalmente liberados mediante lisis celular (Figura 11-8a)
(Estes, 2001) o por una via atipica de transporte vesicular desde el RER hacia el exterior
celular (Figura 11-8b) (Jourdan y colab., 1997).
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Figura 11. Ciclo replicativo de los rotavirus. Los nidmeros en rojo representan los pasos del
ciclo, los cuales se encuentran descriptos en detalle en el texto (Estes, 2001; Jourdan y colab.,
1997).
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Tratamiento y medidas de prevencion para la gastroenteritis por rotavirus

Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para la gastroenteritis por rotavirus. Generalmente
la infeccion se resuelve por si misma en un periodo de 3 a 8 dias.

Una medida importante de soporte durante el periodo de diarrea severa por rotavirus es
la reposicién de liquidos y electrolitos perdidos para evitar la deshidratacion del paciente. Con
este fin, desde 1976 la Organizacion Mundial de la Salud recomienda la utilizacion de sales
de rehidratacion oral (SRO), cuya formulacion contiene 3.5 g de cloruro de sodio, 2.5 g de
bicarbonato de sodio, 1.5 g de cloruro de potasio y 20 g de glucosa, que deben ser disueltos
en 1 It de agua (OMS, 1976). La terapia de rehidratacion oral ha mostrado ser simple,
practica, poco costosa, muy efectiva y segura, siendo aplicada en la actualidad en paises en

desarrollo y desarrollados.

Medidas preventivas

La prevencion de la enfermedad diarreica por rotavirus esta estrechamente ligada a la
mejora de las condiciones sanitarias del medio y socioeconémicas de la poblacién, como asi
también a la realizacion de campafias sistematicas de educacion sanitaria. La poblacion debe
recibir informacién en cuanto a la urgencia de administrar al paciente sales de rehidratacion
oral para evitar la deshidratacién, y el uso de desinfectantes efectivos, tales como el
hipoclorito de sodio, para interrumpir la cadena de transmision del virus. Sin embargo, estas
medidas no serian suficientes para limitar significativamente la circulacion del virus en la
naturaleza.

La documentacién de la historia natural de la infeccion por RV-A mostré que la primo
infeccion natural protege contra la severidad de las infecciones subsecuentes y genera una
respuesta inmune local y sistémica tanto homotipica como heterotipica. Por lo tanto, las
vacunas anti-rotavirus serian una herramienta idénea para controlar la severidad de la

diarrea causada por estos virus.

Vacunas aprobadas para uso humano

Durante las ultimas tres décadas, el desarrollo de una vacuna segura y efectiva contra
los rotavirus ha sido considerado una prioridad para la Salud Pudblica. Las estrategias de
vacunacion pretenden imitar a la induccion de la inmunidad natural, produciendo una
infeccion asintomatica o clinicamente leve que confiera inmunidad y proteja de la enfermedad

moderada/severa. Sumado a esto, la diversidad de genotipos de rotavirus que circulan en
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diferentes comunidades sugiere que las férmulas vacunales deben proveer una proteccion
heterotipica para que sean efectivas en diferentes regiones geogréaficas. Desde los afios
1980s se ha trabajado ininterrumpidamente para la obtencién de una vacuna anti-rotavirus.
Este desarrollo de vacuna, desde sus inicios al presente, se disefid mas sobre la base
empirica de la observacion de la infeccion natural que sobre resultados certeros de
inmunogenicidad. Esto se debe a que se desconoce el aporte de las proteinas VP4 y VP7 a
la induccién de la inmunidad protectora. Como consecuencia, se abordaron dos estrategias
de desarrollo de vacunas, una monovalente y otra multivalente.

Las vacunas monovalentes fueron la primera estrategia que se desarroll6. Se basan
en la hipGtesis de que, si bien existen mdltiples genotipos circulantes, una vacuna
conteniendo una Unica cepa atenuada de rotavirus podria provocar inmunidad cruzada contra
los demés genotipos circulantes. Esta fue la base de la vacuna Rotarix® desarrollada por
GlaxoSmithKline (Rixensart, Bélgica), que se encuentra disponible en el mercado argentino
desde Marzo de 2006. Consiste en una Unica cepa de rotavirus humano (cepa 89-12) de
serotipo G1P1A[8], que corresponden a las variantes VP7 y VP4 de mayor frecuencia de
circulacién en el mundo (Figura 12). Esta cepa viral fue aislada de un nifio con gastroenteritis
por rotavirus (Bernstein y colab., 1998) y posteriormente fue atenuada por multiples pasajes
en cultivo celular. La cepa obtenida se denomin6é RIX4414. Los estudios de seguridad y
eficacia de esta vacuna fueron llevados a cabo en Finlandia y varios paises de América
Latina y han mostrado que es altamente efectiva para disminuir la severidad de las diarreas
por rotavirus (Ruiz- Palacios y colab., 2006) (Tabla 2).

Otra vacuna monovalente es la LLR, basada en la cepa ovina Lanzyhou Lamb
Rotavirus de genotipo G10P[12]. Esta vacuna ha sido desarrollada en el Instituo Lanzhou, de

China, y es utilizada exclusivamente en su pais de origen (Mohan y colab., 2006).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Gl

P[8]

Genes virales
humanos

Figura 12. Esquema de la cepa vacuna monovalente Rotarix® de genotipo G1PJ8].

Las vacunas multivalentes comenzaron a desarrollarse durante la década de los ‘90s.
Consisten en la utilizacion de cepas animales, naturalmente atenuadas para los humanos
(concepto Jenneriano) y se basan en la induccion de inmunidad serotipo-especifica para
generar un alto nivel de proteccion contra varios genotipos. Asi las vacunas multivalentes
contienen varias cepas de rotavirus de diferentes genotipos. En base a este principio se
desarroll6 la primera vacuna contra rotavirus en el mundo, RotaShield® (Wyeth Laboratories,
Marietta, Pennsylvania). Se trataba de una vacuna tetravalente de genotipos G1-G4,
elaborada mediante la recombinacion de cepas simianas y humanas de rotavirus (Figura 13).
RotaShield® fue licenciada e incorporada en el calendario de vacunacion de EEUU en
Agosto de 1998. Sin embargo, un afio después fue suspendida y retirada del mercado debido

a reportes de invaginaciones intestinales en los nifios vacunados (Murphy y colab., 2003).
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Figura 13. Diagrama de flujo de la produccion de la vacuna tetravalente RotaShieId®, reasociante
de rotavirus humano (HRV) x rotavirus de mono rhesus (RRV), con especificidad para los
genotipos G1, G2, G3 y G4. El genotipo G3, de origen simiano, fue dejado sin alterar en la

vacuna (Kapikian, 1996).

Estudios posteriores reportaron que las invaginaciones ocurrian debido a la alta tasa de
replicaciéon de la cepa simiana utilizada, por lo cual se renovaron los intereses por un nuevo
desarrollo de vacunas. Asi, siguiendo la misma estrategia que RotaShield®, Merck (NJ,
EEUU) desarroll6 la vacuna Rotateq®. En este caso, el origen no es simiano, sino que se trata
de una vacuna de origen bovino de genotipos diferentes a los humanos, los que se han
recombinado con cinco virus humanos de genotipos G1-G4 y P[8] (Figura 14). Rotateq® se
encuentra disponible en el mercado argentino desde Noviembre de 2006. Estudios de
seguridad y eficacia han sido llevados a cabo principalmente en paises desarrollados, tales
como EEUU y Finlandia, mostrando que es altamente efectiva, principalmente en la proteccion
contra la gastroenteritis severa por rotavirus (Matson, 2006; Vesikari y colab., 2006) (Tabla 2).

Genes virales
bovinos

G2 humana

Genes virales
bovinos

G1 humana ‘|
LK.

Gen viral humano §
que codifica para »

VP7
VP4 R Gen viral humano que
bovino 5 - & ’ codifica para VP7
G3 humana G4 humana VP7 P[8] humana

' A
Genes virales

; bovinos
- Genes virales : ; Gen viral humano
Gen viral humano que bovinos Gen viral humano que Genes virales que codifica para
codifica para VP7 codifica para VP7 bovinos VP4

Figura 14. Esquema de la cepa vacunal pentavalente Rotateq®, de genotipos G1, G2, G3,
G4 y P[8], obtenida por recombinacion de cepas bovinas y humanas.
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Caracteristicas Rotarix® Rotateq®
Tipo de vacuna Monovalente Pentavalente
Genotipos humanos incluidos G1P[8] G1, G2, G3, G4, P[8]

Formulacion
Administracion

Numero de dosis

Edad de administraciéon
Eficacia*:

- Proteccion contra

gastroenteritis severa por

RV-A

- Contra hospitalizacién por
gastroenteritis por RV-A
Asociacion con invaginacion

intestinal

Monodosis, liofilizada
Oral

Dos

2y 4 meses

85% (IC 95%, 72-92)

85% (IC 95%, 70-94)

No

Monodosis, liquida
Oral

Tres

2,4y 6 meses

98% (IC 95%, 88-100)

95% (IC 95%, 91-97)

No

*Los datos no son comparables. Se utilizaron diferentes métodos para evaluar el grado

de severidad.

Tabla 2. Caracteristicas de las vacunas contra rotavirus disponibles en el mercado

argentino.
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Planteo del problema

La introduccion de una vacuna en una comunidad implica modificar las fuerzas naturales que
rigen la dindmica de circulacion del virus en la naturaleza. Estas modificaciones siempre tienen
caracteristicas locales determinadas por escenarios epidemioldgicos particulares, donde se
combinan la diversidad de cepas circulantes y las condiciones socio-culturales de la poblacion. Por
esta razon, la introduccion de estas vacunas debera acompanarse de sistemas de vigilancia tanto
para monitorear su seguridad como su impacto en la disminuciéon de la enfermedad y en la
dindmica de circulacion de genotipos. Este requisito permitira responder en forma oportuna a
cualquier evento no esperado como también a cambios epidemiolégicos hoy no vislumbrados, que
pudieran requerir a futuro de modificaciones de las vacunas o de los esquemas de vacunacion.

Es entonces de suma importancia conocer y comprender la dindmica natural de circulacién
de genotipos de rotavirus en la comunidad, en ausencia de una presion inmunolégica generada
por la introduccion de la vacuna. Esto permite definir los genotipos prevalentes e inusuales en el
area, la periodicidad de sustitucién de un genotipo por otro, la emergencia de cepas y la identidad
nucleotidica y antigénica intragenotipica que circulan en una misma zona durante periodos
prolongados de tiempo. La deteccion de cepas emergentes de rotavirus grupo A o de genotipos
pre- existentes que como parte de un proceso de evolucion natural modifiquen su antigenicidad es
la informacion necesaria para la eleccion y evaluacion de las férmulas vacunales para cada region
geogréfica en particular. Asimismo, con el fin de comprender y eventualmente predecir la
continuidad y/o sustitucién de uno o varios genotipos por otros seria necesario desarrollar estudios
de competencia genotipica in vitro, que reproduzcan la dindmica natural de circulacion de
genotipos en una comunidad. Estos datos permitirian explicar la predominancia de ciertos
genotipos y las condiciones necesarias para la emergencia de otros.

En la actualidad, la vigilancia de RV-A esta basada en el estudio de cepas virales
provenientes de casos clinicos que requieren atencion meédica. Esto acota la vigilancia clinica a los
casos de diarrea severa, dejando de lado los que no concurren a la atencibn médica y los
asintomaticos. A esto hay que sumar que la vigilancia clinica, en general, se realiza en uno o unos
pocos centros asistenciales, restringiendo el analisis a los individuos que concurren a tales
centros. Por lo tanto, es vélido plantear el interrogante sobre la representatividad de esta
vigilancia. La respuesta podria encontrarse en estudios comparativos entre una vigilancia clinica y
una ambiental, definiendo por vigilancia ambiental a la que se podria realizar a partir de muestras
cloacales, las que representan la excrecion del virus por un alto porcentaje de la poblacién (60%
en la Ciudad de Cérdoba Capital) y retne a los excretores clinicos y asintométicos. Esta opcion
ofreceria una herramienta muy valiosa para la vigilancia de RV-A, reflejando la circulacién
poblacional del virus en la naturaleza.

Con la finalidad de responder a los planteos descriptos, el presente trabajo de tesis propone

los objetivos de trabajo que se detallan a continuacion.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar a través de un estudio sostenido en el tiempo la epidemiologia molecular y
filogenia intragenotipica de cepas de rotavirus humano grupo A circulantes en Cérdoba, Argentina,
durante el periodo 1979-2006.

Objetivos particulares

= Caracterizar el perfil de circulacion de genotipos G y P de rotavirus grupo A entre los
afios 1979-2006 en el area de Cérdoba Capital.

= Definir y explicar las prevalencias y continuidad de circulacion en la comunidad de los
diferentes genotipos G de rotavirus grupo A.

= |dentificar genotipos G y P convencionales e inusuales.

= Analizar la identidad gendmica y proteica entre cepas homotipicas G y P a través de la
construccion de arboles filogenéticos para cada genotipo aislado.

=  Comparar el perfil genotipico de rotavirus grupo A resultante de la vigilancia clinica y

ambiental.

Materiales y métodos

Materiales

A) Muestras de materia fecal recolectadas durante el periodo 1979-2003

Se colectaron un total de 2047 muestras de materia fecal de nifios menores de 3 afios de
edad con un cuadro de gastroenteritis aguda que requirieron de asistencia médica en distintos
hospitales publicos de la ciudad de Cérdoba, Argentina: Hospital Infantil (dependiente de la
Municipalidad de la ciudad de Coérdoba) y Hospitales Misericordia, de Nifios y Pediatrico
(dependientes del Ministerio de Salud de la provincia de Coérdoba). Los requisitos para ser

admitidos en el protocolo fueron los siguientes:

- No tener més de 5 dias de evolucion del episodio de diarrea.
- No provenir de otro centro hospitalario.

- No tener tratamiento con antibidticos.

- Completar una ficha clinica-epidemioldgica.
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Las muestras fueron obtenidas dentro de las primeras 24 hs del ingreso hospitalario
(ambulatorio y/o internacion). Se obtuvo el consentimiento informado voluntario de los padres o
tutores de los nifios, de acuerdo a los principios éticos delineados en la Declaracién de Helsinki y
los requerimientos adicionales de la autoridad local y nacional (Normativa Nacional 5330/7,
Administracion Nacional de Alimentos, Medicina y Tecnologia). Las muestras fueron conservadas

a 4°C durante su traslado al laboratorio y posteriormente a -20°C hasta su procesamiento.

B) Muestras de materia fecal recolectadas en el afio 2006

Se colectaron un total de 70 muestras de materia fecal de nifios menores de 3 afios de edad
con un cuadro de gastroenteritis aguda, segin demanda espontanea en el servicio de pediatria del
Centro Médico Hospital Privado de la ciudad de Cérdoba, Argentina. Las muestras fueron
obtenidas dentro de las primeras 24 hs de hospitalizacion o al momento de la consulta médica. Se
obtuvo el consentimiento informado voluntario de los padres o tutores de los nifios segun las
normas de bioética vigentes. Las muestras fueron conservadas a 4°C hasta su traslado al

laboratorio y posteriormente a -20°C hasta su procesamiento.

C) Muestras de aguas cloacales recolectadas en el afio 2006

De enero a diciembre de 2006 se colectaron semanalmente 1.5 L de agua residual cruda a
partir del conducto de la red central que ingresa a la planta depuradora Bajo Grande, ubicada en
Chacra de La Merced, de la ciudad de Cérdoba. Las muestras fueron colectadas entre las 9 y 11
am para minimizar los efectos de variaciones diurnas y fueron trasladadas al Instituto de Virologia
dentro de las 12 hs a 4-8°C para posterior procesamiento dentro de las 24 hs post-recepcion. El
sistema de cloacas de la ciudad tiene una cobertura aproximada del 61% de la poblacion de
Cérdoba.

Métodos

A) Deteccidén de muestras rotavirus positivas

La totalidad de las muestras fecales recolectadas fueron ensayadas por
enzimoinmunoensayo (ELISA) y/o por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) para la

deteccién de rotavirus grupo A.

A.1 Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Se utiliz6 el equipo comercial ELISA PATHFINDERTM ROTAVIRUS (Bio-Rad, Francia), en el
que la deteccion viral estd mediada por anticuerpos monoclonales dirigidos al antigeno de grupo

(VP6) de los RV-A humanos. El ensayo fue llevado a cabo siguiendo las instrucciones del

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



fabricante.

A.2 Electroforesis en gel de poliacrilamiday revelado por tincidon argéntica (PAGE/SS)
A.2.1 Extraccion de acidos nucleicos

Se preparard una suspension de materia fecal al 10% en tampon Tris-HCI 0.02M (pH 7.2). La
suspension fue clarificada por centrifugacion a 8000 rpm durante 15 min y utilizada para la
extraccion del ARN viral mediante el método de fenol-cloroformo, seguido de precipitacién
alcohdlica de acuerdo al procedimiento estandar de Perry y colab. (1972). Brevemente, en un tubo
eppendorff se colocaron 200 ul del sobrenadante de la suspension de materia fecal clarificada,
mas igual volumen de tampodn de extraccion (500 mM LiCl, 10 mM EDTA y 1% SDS) y 400 ul de la
mezcla de fenol- cloroformo en proporcion 1:1. Se homogeneizé y se incub6 a 56°C durante 10
min. Se homogeneiz6 nuevamente y se centrifugd a 16000xg durante 30 min a 4°C. A
continuacion se extrajo la fase acuosa y se agregaron 1000 ul de etanol puro, se mezclé por
inversion y se dejé precipitar el ARN a 4°C durante al menos 12 hs. Cumplido el tiempo, se
centrifugd 10 min a 16000xg y el sedimento obtenido se utilizé para su posterior analisis por
corrida electroforética en geles de poliacrilamida para deteccion de genoma de rotavirus y/o por

reaccion de RT-PCR para la amplificacion de segmentos génicos especificos de rotavirus grupo A.

A.2.2 Corrida electroforética en matriz de poliacrilamiday revelado del genoma

viral

Los precipitados de ARN viral obtenidos en el punto A.2.1 fueron diluidos en 15ul de buffer
Pyndhia (0.02M Tris-HCI pH 7.4, 0.3M NaCl, 0.01M MgClI2, 0.1% SDS, 5mM EDTA, 4% Sacarosa,
0.04% Azul de bromofenol) y sembrados en un gel de resolucion de poliacrilamida al 10% en un
sistema de buffer discontinuo siguiendo el procedimiento descripto por Laemmli (1970). La corrida
electroforética se realizd utilizando buffer de corrida (0.3% Tris, 1.44% Glicina, 0.1% SDS) durante
3 hs a 60 mA y finalmente el gel fue coloreado mediante tincion argéntica siguiendo el
procedimiento descripto por Herring y colab. (1982) para el revelado del genoma de rotavirus. Se
considerd positiva la muestra cuando se observé el patron electroforético caracteristico de
rotavirus grupo A, esto es, los 11 segmentos génicos distribuidos en 4 grupos, conteniendo cada
uno 4, 2, 3y 2 segmentos, respectivamente.

B) Genotipificacion de muestras rotavirus positivas

B.1 Reacciéon de RT-PCR para la amplificacion del gen de la proteina VP7

A partir de las muestras fecales ELISA y/o PAGE/SS rotavirus positivas, se realizé una
suspension de la materia fecal al 10% en buffer Tris-HCI 0.02M, pH 7.2, y a partir de ésta se

realizé la extraccion del ARN viral siguiendo el procedimiento antes descripto (Método A.2.1). Los
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precipitados de ARN viral obtenidos fueron diluidos en 20ul de agua estéril y 3ul se emplearon
como molde para producir cDNA del gen VP7 siguiendo el procedimiento descripto por Gouvea y
colab. (1990). Brevemente, el ARN viral se mezcl6 con el par de primers Beg9 y End9 (0.5uM
cada uno; Tabla 3) resultando en un volumen final de 5ul. La mezcla fue calentada durante 5 min a
95°C y se enfrié en hielo durante 2-5 min. Luego se agregd a los tubos (conteniendo el ARN
desnaturalizado y los primers), 5 ul de la mezcla de reaccion para la transcripcion reversa, de
manera que las concentraciones finales fueran las siguientes: 1mM de cada dNTP, 6% DMSO, 3U
de la transcriptasa reversa AMV (Invitrogen, California, EEUU), 2mM DTT, y 1X buffer de la
enzima. Se realizo la retrotranscripcion durante 2 hs a 45°C y se inactivo la enzima durante 15 min
a 85°C. Posteriormente, 1ul de cDNA fue agregado a 9 ul de una pre-mezcla de reaccion para
PCR, de manera que las concentraciones finales fueran las siguientes: 0.25uM de cada primer
(Beg9, End9), 1.5 mM MgCI2, 0.1mM dNTPs, 0.5U Taq ADN polimerasa (Invitrogen, California,
EEUU) y 1X buffer de la enzima, obteniendo un volumen final de reaccién de 10 pl. La solucion
obtenida fue sometida al siguiente perfil de ciclado: 1 min a 94°C, 30 ciclos de desnaturalizacion a
92°C, 10 seg; hibridacién a 45°C, 15 seg; y extension a 72°C, 1 min; y finalmente una extension
final a 72°C, 1 min (Gouvea y colab., 1990). El tamafio del producto de reaccidon que se espera
obtener es de 1062 pb. Se utilizé como control positivo la cepa de referencia de rotavirus grupo A

Wa, cedida gentilmente por el Centro de Enfermedades Infecciosas (CDC, EEUU).

Primer Secuencia Correspondencia con
(Polaridad) (5-3) ntetedtidos-de-VP7
Beg9 (+) GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G 1-28
End9 (-) GGT CAC ATC ATA CAATTC TAATCT AAG 1062-1036

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la deteccion del gen de la VP7 de RV-A. Los primers

Beg9 y End9 fueron disefiados por Gouvea y colab. (1990)
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B.2 Reaccién de heminested-PCR para la amplificacidon de regiones genotipo G
variables del gen de la proteina VP7

Los productos de la primera reaccion de PCR para el gen VP7 fueron sometidos a una
segunda ronda de amplificacion con mezclas de primers internos especificos para
secuencias de genotipos G de humanos (Gouvea y colab., 1990; 1994; Griffin y colab.,
2002).

Para la amplificacién de secuencias de los genotipos G de mayor prevalencia a nivel
mundial se realizaron dos mezclas de reaccion conteniendo los siguientes primers tipo-
especificos: A) G1 (aBT1), G2 (aCT2) y G3 (aET3); y B) G4 (aDT4) y G9 (aFT9); junto
con el primer genérico End9 (Tabla 4). Estas combinaciones de primers amplifican regiones
variables del gen de la VP7. La mezcla de reaccion consistié en 0.4ul de molde (VP7),
0.25uM de cada primer tipo-especifico, 0.5uM del primer End9, 3mM MgClI2, 0.2mM dNTPs,
0.5U Taq ADN polimerasa (Invitrogen, California, EEUU) y el buffer provisto por el fabricante,
en un volumen final de 10ul. Las condiciones para la multiplex-PCR fueron las mismas que
las descriptas para la primera ronda de amplificacién. Los tamafios de los productos de
reaccion que se esperan obtener son los siguientes: G1, 749 pb; G2, 652 pb; G3, 374 pb;
G4, 583 pb; y G9, 306 pb.

Para la busqueda de genotipos de baja frecuencia de circulacion en humanos se
realizaron tres reacciones independientes de PCR con las siguientes mezclas de primers: A)
G8 (aAT8) y End9 (concentraciéon final 0.25uM cada uno); B) G5 (FT5), G11 (BT1l) y
Beg9 (concentracion final 0.25uM primers tipo-especificos y 0.5uM primer genérico); y C)
G12+ (Jrg226) y G12- (Jrg227) (concentracion final 0.25uM cada uno) (Tabla 4). La reaccion
de PCR se llevd a cabo bajo las mismas condiciones descriptas en el Método B.1. Los
tamafos de los productos de reaccion que se esperan obtener son los siguientes: G8, 885
pb; G5, 780 pb; G11, 337 pb; y G12, 171 pb.

Las muestras de materia fecal caracterizadas como infecciones G tipo mixtas
mediante la reaccién de multiplex-PCR fueron re-testeadas para cada genotipo involucrado
en la coinfeccién mediante reacciones individuales de PCR utilizando el primer genérico y el
primer tipo-especifico en concentraciones finales de 0.25uM. La reaccion de PCR se llevé a

cabo bajo las mismas condiciones que las descriptas en el Método B.1.
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Nucledtidos Genotipo

Primer Secuencia Tamafio del
(Polaridad) (5-3) fragmento
aBT1 (+) CAAGTACTC AAATCAATGATGG 314-335 Gl 749pb con
End9
aCT2 (+) CAATGATAT TAACACATTTTCTGT G 411-435 G2 652pb  con
End9 aET3 (+) CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG 689-709 G3 374pb  con
End9 aDT4 (+) CGT TTCTGG TGAGGAGTT G 480-498 G4 583pb  con
End9 aFT9 (+) CTA GAT GTAACT ACA ACT AC 757-776 G9 306pb  con
End9 aAT8 (+) GTC ACACCATTT GTA AAT TCG 178-198 G8 885pb  con
End9
FT5 (-) CAT GTACTC GTT GTT ACG TC 779-760 G5 780pb  con
Beg9
BT11(-) GTC ATC AGC AAT CTG AGT TGC 336-316 G1l1 337pb con
Beg 9
Jrg226 (+) TCGTCATGC TGC CAT TTA 173-190 G12 171pb  con
Jrg227
Jrg227 (-) GTC CAG TCG GGATCAGTT 327-344 G12 171pb  con
Jrg226

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la deteccion de genotipos G de RV-A. Los
primers aBT1, aCT2, aET3, aDT4, aFT9 y aAT8 fueron disefiados por Gouvea y colab.
(1990); los primers FT5 y BT11 por Gouvea y colab. (1994) y los primers Jrg226 y Jrg227
por Griffin y colab. (2002).

B.3 Reaccidn de RT-PCR para la amplificacion del gen de la proteina VP4

Los precipitados de ARN viral obtenidos fueron diluidos en 20ul de agua estéril y 3ul se
emplearon como molde para producir cDNA del gen VP4 siguiendo el procedimiento descripto
por Gentsch y colab. (1992). Brevemente, el ARN viral se mezcl6 con el par de primers Con2
y Con3 (0.5uM cada uno; Tabla 5) resultando en un volumen final de 5ul. La mezcla fue
calentada durante 5 min a 95°C y se enfri6 en hielo durante 2-5 min. Luego se agrego a los
tubos (conteniendo el ARN desnaturalizado y los primers) 5ul de la mezcla de reaccion para la
transcripcion reversa de manera que las concentraciones finales fueran: 0.5mM de cada dNTP,
5% DMSO, 3U de la transcriptasa reversa AMV (Invitrogen, California, EEUU), 2mM DTT, y 1X
buffer de la enzima. Se realiz6 la retrotranscripcion durante 2 hs a 45°C y se inactivo la enzima
durante 15 min a 85°C. Posteriormente, 1ul de cDNA fue agregado a 9 pl de una pre-mezcla de
reaccion para PCR, de manera que las concentraciones finales fueran las siguientes: 0.5uM de
cada primer (Con2, Con3), 1.5 mM MgClI2, 0.1mM dNTPs, 4% DMSO, 1U Taq ADN polimerasa
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(Invitrogen, California, EEUU) y 1X buffer de la enzima, obteniendo un volumen final de
reacciéon de 10 pl. La solucion obtenida fue sometida al siguiente perfil de ciclado: 28
ciclos de desnaturalizacion a 94°C, 1 min; hibridacion a 42°C, 2 min; y extensién a 72°C, 2
min; y finalmente una extension final a 72°C, 5 min (Gentsch y colab., 1992; O’'Mahony y colab.,
1999). El tamafio del producto de reaccion que se espera obtener es de 876 pb. Se utilizo

como control positivo la cepa de referencia Wa.

Primer Secuencia

(Polaridad) (5-3) Nucleottidos
Con3 (+) TGG CTT CGC CATTTT ATAGACA 11-32
Con2 (-) ATT TCG GAC CAT TTATAA CC 868-887

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion parcial del gen de la VP4 de RV-A. Los

primers Con3 y Con2 fueron disefiados por Gentsch y colab. (1992).

B.4 Reacciéon de heminested-PCR para la amplificacion de regiones genotipo P

variables del gen de la proteina VP4

Los productos de la primera reaccion de PCR para el gen VP4 fueron sometidos a una
segunda ronda de amplificacion con el primer genérico Con3 y una mezcla de primers internos
especificos para secuencias de los genotipos P humanos, P[8], P[4], P[6], P[9] v P[10]
(Gentsch y colab., 1992; lturriza-Gomara y colab., 2000). La mezcla de reaccién consistio en 1ul
de molde (VP4), 0.25uM de cada primer tipo-especifico (Tabla 6), 0.5uM del primer Con3,
1.5mM MgCl2, 0.1mM dNTPs, 4% DMSO, 1U Taq ADN polimerasa (Invitrogen, California,
EEUU) y el buffer provisto por el fabricante, en un volumen final de 10ul. El perfil de ciclado
fue: 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C, 1 min; hibridacién a 50°C, 2 min; y extension a
72°C, 2 min; y finalmente una extension final a 72°C, 5 min (Gentsch y colab., 1992; O’'Mahony
y colab., 1999). Los tamafios de los productos de reaccién que se esperan obtener son los
siguientes: P[4], 483 pb; P[6], 267; P[8], 345 pb; P[9], 391 pb; y P[10], 583 pb.
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Primer Secuencia Tamario del

(Polaridad) (5-3) Nucledtidos  Genotipo fragmento
1T-1(-) TCT ACT TGG ATAACG TGC 339-356 P[8] 345pb con Con3
2T-1(-) CTATTG TTAGAG GTT AGAGTC 474-494 P[4] 483pb con Con3
3T-1(-) TGTTGATTAGTT GGATTC AA 259-278 P[6] 267pb con Con3
4T-1() TGAGACATG CAATTG GAC 385-402 P[9] 391pb con Con3
5T-1(-) ATC ATAGTT AGT AGT CGG 575-594 P[10] 583pb con Con3

1T-1D(-) TCTACTGGYTTYACNTG 340-356 P[8] 345pb con Con3

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados para la deteccién de genotipos P de RV-A. Los
primers 1T-1 a 5T-1 fueron disefiados por Gentsch y colab. (1992) y el primer 1T-
1D por lturriza-Gomara y colab., 2000.

C) Revelado de los productos de amplificacion por PAGE/SS y por

electroforesis en gel de agarosay tincién con bromuro de etidio (AGE/EB)

Cinco pl de los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% y revelados por tincion con sales de plata de acuerdo al procedimiento
estandar previamente descripto (Método A.2.2). Ademds, algunos productos de PCR fueron
sometidos en paralelo a electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer de corrida TBE
(0.09 M Tris-borato, 0.002 M EDTA), durante 2 hs a 100 V, visualizando los productos en
transiluminador de UV luego de la tincion con bromuro de etidio. En todos los casos los
amplicones fueron identificados por tamafio por comparacion con un patron de ADN en el

rango de 100 a 1000 pb (PB-L Productos BioLogicos, Buenos Aires, Argentina).

D) Competencia replicativa de G tipos en el curso de coinfecciones por

rotavirus

D.1 Muestras seleccionadas para andlisis de competencia de G tipos virales

Se seleccionaron muestras de materia fecal obtenidas de nifios coinfectados
naturalmente con dos cepas de RV-A de distintos genotipos G. Debido a la naturaleza de
coinfeccion de las muestras, los in6culos correspondientes a cada G tipo no pudieron ser
cuantificados. Por lo tanto, el criterio de inclusion de muestras fue que las mismas
presentaran cantidades equivalentes de productos de PCR para cada genotipo involucrado
en la coinfeccion. Se ensayaron los cuatro tipos de coinfecciones més prevalentes en la
naturaleza: (A) G1 y G4; (B) G1y G2; (C) G2y G4; y (D) G1 y G9. Se analizaron
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individualmente cuatro muestras de cada tipo de coinfeccion, contabilizando un total de 16
muestras. Las muestras seleccionadas para este estudio fueron clarificadas, tratadas con
cloroformo, antibiéticos (penicilina/streptomicina) y fungizona. Una alicuota al 10% de la
suspension fecal fue pretratada con un volumen igual de tripsina (Difco 1:250, 20pg/ml) e

incubada a 37°C por 30 min.

D.2 Crecimiento y cultivo de la linea celular continua de adenocarcinoma de
colon (CaCo-2)

Se obtuvieron en placas estériles de 24 cavidades, de fondo plano, monocapas
confluentes de células CaCo-2 en medio esencial minimo Eagle (E-MEM) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina, amonoéacidos no esenciales y piruvato de
sodio, a 37°C en una atmdsfera de 5% CO2. Previo a la infeccion viral, las monocapas
confluentes de células CaCo-2 se lavaron dos veces e incubaron durante toda la noche en E-
MEM libre de suero.

D.3 Infeccion de monocapas celulares de CaCo-2 con in6culos virales G tipo

mixtos. Cosecha del producto de replicacion viral

Un total de 100ul de cada una de las 16 suspensiones de material fecal preactivadas
fue inoculado por sextuplicado en placas de 24-wells con monocapas confluentes de células
CaCo-2 (O'Neill y colab., 1996). De este modo, se inocularon en total cuatro placas de 24-
wells, cada una con un tipo de coinfeccion determinado (Figura 15). Luego de 60 min de
absorcion a 37°C con agitaciéon, los extractos fueron removidos. Los cultivos fueron
mantenidos en E-MEM, libre de SFB, supplementado con L-glutamina, amonoé&cidos no
esenciales, piruvato de sodio y tripsina (5ug/ml); e incubados a 37°C con 5% CO2 (Cumino
y colab., 1998). Se chequeé diariamente la presencia de efecto citopatico (ECP) en los
cultivos infectados, y en intervalos de 5-7 dias se realizaron tres pasajes celulares
consecutivos a partir de los sobrenadantes infectados, independientemente de la presencia o
ausencia de ECP. Luego de cada intervalo de 5-7 dias post-infeccion, los cultivos fueron
cosechados y congelados-descongelados tres veces. De este modo, de cada muestra (n=16)
ensayada por sextuplicado se obtuvo el producto del primer, segundo y tercer ciclo
replicativo.
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Figura 15. Placas de 24-wells infectadas con muestras de RV-A de naturaleza G tipo mixta: A)
G1+G4; B) G1+G2; C) G2+G4; D) G1+G9. Cada muestra fue inoculada por sextuplicado.

D.4 Caracterizacion de G tipos en los productos de replicacion viral

Los sobrenadantes cosechados de las muestras inoculadas por sextuplicado fueron
analizados de manera independiente, para determinar la reproducibilidad de cada set replicativo
del virus. Se realizé la extraccion del ARN viral de los sobrenadantes celulares mediante el
método de fenol-cloroformo, seguido de precipitacion alcohdlica de acuerdo a los
procedimientos estandar previamente descripto en el Método A.2.1 (Perry y colab., 1972). A
partir de los ARN extraidos se realizé la amplificacion del gen de la VP7 mediante RT-PCR y la
caracterizacion de genotipos G con primers individuales siguiendo los procedimientos
descriptos previamente en los Métodos Bl y B2. Los productos amplificados fueron revelados

por PAGE/SS, como se describiera previamente en el Método A.2.2.
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D.5 Criterio de expresiéon de resultados

Se calcul6 la frecuencia de deteccion de G tipos como el cociente entre el nimero total
de wells con resultado positivo en la PCR con primers individuales (G tipo especificos) y el

ndmero total de wells inoculados, para cada muestra y pasaje de cultivo celular.

E) Vigilancia ambiental de circulacion de G tipos de rotavirus grupo A

E.1 Método de concentracion de muestras cloacales

La metodologia empleada se basa en el proceso de centrifugacion y precipitacion con
solventes orgénicos (polietilenglicol -PEG- 6000) recomendado por la WHO (OMS, 2003).
Las muestras fueron concentradas en un factor 100X. Brevemente, las aguas cloacales
fueron clarificadas por centrifugacién a 4000 rpm por 20 min. Los sobrenadantes obtenidos
fueron conservados a 4°C para su posterior uso y los precipitados fueron eluidos con una
solucion de extracto de carne 3% y NaNO3 2M (pH 5.5) en una proporcion 3:1 respecto al
peso del precipitado obtenido. Se eluyeron las muestras durante 1 h a 4°C con agitacion
continua a 180 rpm. Luego del tiempo de incubacion, las muestras fueron centrifugadas a
8300 rpm durante 20 min. Los sobrenadantes obtenidos fueron mezclados con el primer
sobrenadante obtenido en el paso de clarificacion y los virus presentes en la mezcla se
precipitaron mediante el agregado de PEG 10% (peso/volumen) y NaCl 2% (peso/volumen),
incubando las muestras a 4°C durante al menos 2 hs con agitacion suave (120 rpm). Luego
de la incubacion, las muestras fueron centrifugadas a 8300 rpm durante 25 min a 4°C. Los
precipitados obtenidos fueron resuspendidos en buffer PBS pH 7.2 (1/100 volumen/volumen).
Se ajustd el pH a 8 y se eluyd durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se
centrifugaron las muestras a 8300 rpm durante 20 min. Los sobrenadantes resultantes

(concentrados 100X) se almacenaron a -80°C.

E.2 Método de extraccion de acidos nucleicos, reaccion de RT-PCR vy
heminested-PCR para la deteccion de G tipos y revelado de los amplicones
obtenidos

Se realiz6 la extraccion del ARN viral de los concentrados de virus en aguas residuales
mediante el método de fenol-cloroformo, seguido de precipitacién alcohdlica de acuerdo al
procedimiento estandar previamente descripto en el Método A.2.1 (Perry y colab., 1972). A
partir de los ARN extraidos se realizé la amplificacién del gen de la VP7 y la caracterizacion
de genotipos G siguiendo los procedimientos descriptos previamente (Métodos Bl y B2).
Los productos amplificados fueron revelados por PAGE/SS siguiendo el procedimiento

descripto en el punto A.2.2.
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F) Andlisis estadistico

F.1 Test Chi cuadrado y Test Fisher

Para las comparaciones de frecuencias de deteccidén de G tipos entre grupos etarios y
géneros se realiz6 un analisis univariado a través de pruebas de Chi cuadrado, o la
prueba exacta de Fisher en el caso de variables discretas. Los resultados de P<0.05

fueron considerados estadisticamente significativos.

F.2TestZ

Se aplico el test Z para comparacion de proporciones (Zar, 1996) para comparar las
frecuencias de deteccidon de genotipos G de RV-A identificados en especimenes clinicos y

cloacales.

G) Anélisis filogenético

G.1 Secuenciamiento de los productos genémicos obtenidos por PCR

Los amplicones completos de los genes codificantes para VP7-genotipo G1 (1062 pb) y
VP4-genotipo P[8] (876 pb), y los correspondientes al producto de tipificacién de G9 (306 pb)

fueron purificados y secuenciados en el laboratorio de servicios Macrogen de Corea

(www.macrogen.com) utilizando un equipo Applied Biosystems modelo 377 y el método de

terminacion de cadena por dideoxinucleoétido y el kit Prism Ready Brig Dye Terminador Cycle
Sequencing (Macrogen, Seoul, Corea). Para el secuenciamiento se utilizaron los primers
Beg9/End9 (VP7), Con2/Con3 (VP4) y aFT9/End9 (G9). Cada producto de amplificacién fue
secuenciado por duplicado y en ambos sentidos, de tal forma que cada secuencia

nucleotidica asignada corresponde al consenso de cuatro alineamientos de secuencia.

G.2 Andlisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

Se realiz6 la edicién, alineacién y comparacion de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas obtenidas utilizando el programa Bio Edit Sequence Alignment Editor, version
7.0.5.2. Las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con las secuencias de
cepas patrones publicadas en el GenBank, utilizando el programa BLAST. Se realizé el
alineamiento multiple de secuencias con el programa Clustal X. Las relaciones filogenéticas
de las secuencias obtenidas fueron calculadas utilizando el software MEGA 4.0, aplicando
como modelo de sustitucién nucleotidica el método Kimura-2-parametros. La significancia
estadistica de las filogenias inferidas se estimé usando el método Neighbor-Joining con un

bootstrap de 1000 pseudorepeticiones.
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G.3 Numeros de acceso de secuencias nucleotidicas de cepas de referencia de

rotavirus grupo A incorporadas en el analisis filogenético

VP7-G1: Wa (K02033); D/JP (AB118022); KU (D16343); K2 (D16323); 88H249
(AB081795); VN-281 (DQ508167); Thai-1604 (DQ512981); G192B (AF043678); HOU8697
(U88717); AUB1 (M64666); AU007 (AB081799); JP421 (D16326); JP471 (D16328); Mvd9812
(AF480289); WI79-9 (GU565057); RIX4414 (variante C605T de Wa).

VP7-G9: R44 (AF438227); R143 (AF274969); INL1 (AJ250277); BD524 (AJ250543);
Mc345 (D38055); K-1 (AB045374); 97'SZ37 (AF260959); AMO67 (AJ491179); 116E
(L14072); AU32 (AB045372); W161 (AB180969); F45 (AB180970).

VP4-P[8]: Wa (L34161); MMC71 (EU979382); MMC38 (EU979379); 95-91 (AB008291);
YO (AB008279); Hochi (AB008295); VA70 (AJ540229); KU (AB222784); Dhaka25-02
(DQ146652); W179-4 (GU565044).

G.4 Andlisis de la prediccion de la estructura secundaria de proteinas

Se utilizé el servidor de prediccién de estructura proteica PSIPRED v3.0 (Bryson y
colab., 2005) a partir de las secuencias aminoacidicas de las proteinas VP4 y VP7

pertenecientes a distintos linajes.
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Resultados

Perfil genotipico y dinamica natural de circulacion de rotavirus grupo a en Cdordoba,
Argentina. Periodo 1979-2003

Durante el periodo 1979-2003 un total de 2047 muestras de materia fecal fueron colectadas
de niflos menores de 3 afios de edad que requirieron de atencion médica por un cuadro de
gastroenteritis aguda en la Ciudad de Cérdoba. Del total de muestras, 519 (25.3%) resultaron
rotavirus positivas por ELISA y/o PAGE/SS. Este total de muestras fue procesado por RT-PCR
para analizar los genotipos P y G tipos. Las muestras RV-A positivas que no pudieron ser
amplificadas para los genes VP4 y/o VP7 fueron re- testeadas para la deteccion de genoma viral
por PAGE/SS. De las muestras re-testeadas un 23% resultaron RV-A positivas, indicando la

presencia de inhibidores de las enzimas de la RT-PCR en estas muestras.

Perfil genotipico de la proteina VP4

Del total de muestras rotavirus positivas (n=519), 323 (62.2%) amplificaron el gen de la
proteina VP4 mediante RT-PCR y por lo tanto resultaron aptas para el posterior andlisis
molecular de P tipos de rotavirus, utilizando primers para la deteccion de los genotipos P[4], P[6],
P[8], P[9] y P[10]. De las 323 muestras VP4 positivas, fue posible caracterizar el genotipo P en

306 (94.7%). Los resultados de este analisis se presentan en la Tabla 7.

Infecciones Simples Infecciones Mixtas
» Muestras
Hi tipificadas Total Total
Tipo (n) n (%) Tipo (n) n (%)
1979 16 P11 (1) 16 (100) - 0(0)
P[8] (15)
1980 7 P[8] (6) 6 (85) P[4]+P[8] (1) 1 (15)
P[4] ()
1981 7 P[4]+P[8] (1 1(15
PI8] (1) 6 (85) [4]+P[8] (1) (15)
1982 3 P[8] (3) 3 (100) - 0 (0)
1984 10 Pl () 9 (90) P[6]+P[8] (1) 1(10)
P[8] (8)
1985 9 P[8] (9) 9 (100) - 0 (0)
1986 12 P[8] (10) 10 (83) P[4]+P[8] (2) 2(17)
1987 5 PET ) 4 (80) P[4]+P[8] (1) 1 (20)
P[8] (3)
1988 3 P[8] (3) 3 (100) - 0 (0)
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1989 10 P[8] (10) 10 (100) - 0(0)
1992 1 P[8] (1) 1 (100) - 0(0)
1995 3 P[8] (3) 3 (100) - 0(0)
1996 9 PLal 2) 7 (78) P[4]+P[8] (2) 2(22)
P[8] (5)
P[4] (19) P[4]+P[8] (11)
1997 69 Pl8] (38) 57 (83) Pl61+RI8] (1) 12 (17)
P[4] (2)
1998 65 PIE1 () 58 (89) P[4]+P[8] (7) 7(11)
P[8] (47)
P[9] (3)
1999 6 P[8] (5) 5 (83) P[4]+P[8] (1) 1(17)
P[4] (3)
2000 24 P[8] (18) 22 (92) P[4]+P[8] (2) 2 (8)
P[9] (1)
P[4] (3)
2001 19 PI6] (1) 19 (100) - 0(0)
P[8] (14)
P[9] (1)
P[4] (4)
2002 19 P[6] (1) 18 (95) P[4]+P[8] (1) 15
P[8] (13)
P[4] (3) P[4]+P[8] (2)
2003 9 PlE] ) 6 (67) Pl61+RIE] (1) 3(33)
TOTAL 306 - 272 (88.9) - 34 (11.1)

Tabla 7. Genotipos P de RV-A circulantes en la Ciudad de Cérdoba, Argentina, durante el
periodo 1979-2003.
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De las 34 muestras P tipo mixtas identificadas durante el periodo de 25 afios
estudiado, 31 (91.2%) correspondieron a coinfecciones con los P tipos de mayor
prevalencia, esto es P[4]+P[8] y 3 muestras (8.8%) a coinfecciones P[6]+P[8]. Con el fin de
examinar la distribucién proporcional de P tipos de RV-A, las infecciones mixtas fueron
consideradas como P tipos independientes (cada P tipo fue contabilizado de manera
individual), por lo cual el nUmero total de P tipos identificados fue 340.

El analisis global de distribucién proporcional de los 340 P tipos de RV-A identificados
durante el periodo estudiado mostré la mayor frecuencia de circulacion del genotipo P[8]
(73.2%), seguido en importancia por el genotipo P[4] (22.1%). Los genotipos P[6] y P[9]
fueron detectados en baja frecuencia (3.2% y 1.5%, respectivamente) y no hubo deteccién

del genotipo P[10] durante el periodo de 25 afios estudiado (Figura 16).

Figura 16. Distribucién proporcional de genotipos P de RV-A en Cérdoba, Argentina, durante el
periodo 1979 y 2003.

La distribucién temporal de los genotipos P de RV-A describié la continuidad de
circulacion de P[8]. El genotipo P[4] circul6 de manera fluctuante, alternando ciclos de
deteccion y no deteccion. Los genotipos P[6] y P[9] fueron detectados esporadicamente y en
bajos niveles de frecuencia (Figura 17).
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Figura 17. Circulacion temporal de genotipos P de RV-A en Cérdoba, Argentina,
durante el periodo 1979-2003.

Distribucion de genotipos P de rotavirus por edad y género

La distribucién de los genotipos P de RV-A fue independiente de la edad (1 a 36 meses), ya

gue cada genotipo estuvo representado de manera similar en cada grupo etareo (P>0.05) (Figura 18).
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Figura 18. Distribuciéon de genotipos P de RV-A segln grupo etareo durante el periodo
1979-2003. Cérdoba, Argentina.

No se observaron diferencias significativas en la distribucion de genotipos P de rotavirus entre

pacientes femeninos y masculinos (P>0.05) (Figura 19).

Femenino Masculino

P[8]
71%

Figura 19. Distribucion de genotipos P de RV-A segun género durante el periodo 1979-

2003. Coérdoba, Argentina.
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Perfil genotipico de la proteina VP7

Del total de muestras RV-A positivas (n=519), fue posible analizar por RT-PCR el genotipo G en
385 (74.2%). En la Tabla 8 se muestran los genotipos G de rotavirus que circularon en la Ciudad de
Cérdoba durante el periodo 1979-2003.

Infecciones Simples Infecciones Mixtas
- Muestras
Ao | tinificadas , Total Doble Triple Total
Tipo (n) n (%) Tipo (n) Tipo (n) n (%)
G1 (10)
1979 24 11 (46 G1+G4 (13 - 13 (54
G3 (1) (46) (13) (54)
G1+G2 (1)
1980 9 G1 (5) 5 (55) G1+G4 (1) ] 4 (45)
G1+G9 (1)
G4+G9 (1)
G1+G2 (3)
1981 7 - 0 (0) G1+G9 (1) G1+G2+G4 (2) 7 (100)
G2+G4 (1)
G1 (1)
1982 3 2 (67 - G1+G4+G9 (1 133
G9 (1) (67) 1) (33)
G1 (6)
G2 (1) G1+G2 (1)
1984 13 10 (77 G1+G4+G9 (1) 3(23)
G3 (1) (77) G1+G3 (1)
G4 (2)
G1(2) G1+G2+G4 (1)
1985 9 3(33 G1+G4 (4 6 (67
G4 (1) (33) @ G1+G3+G4 (1) 67)
G1+G2+G4 (2)
1986 12 G1 (6) 6 (50) G1+G4 (2) G1+G3+G4 (1) 6 (50)
G1+G4+G9 (1)
G1(2)
1987 6 G2 (1) 4 (67) G1+G2 (1) G1+G2+G4 (1) 2 (33)
G4 (1)
1988 3 G1(1) 1(33) G1+G2 (1) G1+G4+G9 (1) 2 (67)
G1 (8) G1+G3 (1)
1989 13 11 (85 - 2 (15
G4 (3) (85) G1+G4 (1) (15)
1992 1 - 0 (0) G1+G4 (1) - 1 (100)
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G1(2) ] ]
1995 3 o 3 (100) 0 (0)
G1 (4) ]
1996 9 62 (3) 7 (78) G1+G4 (2) 2 (22)
G1+G2 (8) G1+G2+G3 (2)
61 (27) G1+G3 (2) G1+G2+G4 (4)
G4 (9) G1+G9 (2) G1+G3+G9 (1)
G2+G4 (3) G1+G4+G9 (1)
G3+G4 (1) G2+G3+G4 (1)
G1 (46) (S 11:(? 42 (;22)) G1+G2+G4 (2)
1998 95 G3(1) 51 (54) G1+G9 (1) G1+G3+G4 (3) 44 (46)
G4 (4) G3+G9 (1) GL+GA+GI (3)
1999 5 G1(2) 2 (40) g;gi g; : 3 (60)
&1 (19) G1+G2 (3)
2000 30 G2  23(77n) | G4 _ 723)
G4 (2) G3+G4 (1)
G3+G9 (1)
61 (5) G1+G2+G3 (1)
2001 28 G3 (D) 1139 | G1+G4 (12) G1+G2+G4 (2) 17 (61)
G4 (5) G1+G3+G9 (1)
G1+G4+G9 (2)
G1(12) G1+G4 (3) G1+G2+G3 (1)
2002 18 2 () 13 (72) G3+GO (1) 5 (28)
G1 (4)
2003 11 G2 (4) 10 (91) G2+G4 (1) - 1(9)
G9 (2)
TOTAL 385 - 213 (55.3)  135(35.1) 37 (9.6) 172 (44.7)

Tabla 8. Genotipos G de RV-A circulantes en la Ciudad de Cérdoba, Argentina,
durante el periodo 1979-2003.

Inesperadamente se identificé un alto indice de infecciones G tipo mixtas (44.7%) en

muestras obtenidas dentro de las 24hs de la atencion del paciente (Tabla 8). Las mismas

estuvieron integradas tanto por genotipos comunes como por comunes e inusuales. El
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78.5% de los casos G tipo mixtos fueron co-infecciones con dos genotipos de rotavirus, y el
21.5% correspondié a co-infecciones con 3 genotipos. Con el fin de examinar la distribucién
proporcional de genotipos G de RV-A, las infecciones mixtas fueron consideradas como G
tipos independientes (cada genotipo fue contabilizado de manera individual), por lo cual el
ndmero total de genotipos identificados fue 594. EI analisis global de distribucion
proporcional de los 594 G tipos identificados en el periodo estudiado determiné que el tipo
G1 fue el mas prevalente, siendo responsable del 54.0% de las infecciones por RV-A. El
genotipo G4 fue el segundo en frecuencia, siendo responsable del 27.1% de las infecciones,
y los tipos G2 y G3 fueron detectados en el 10.3% y 4.4% de las infecciones,
respectivamente. El genotipo G9, emergente a nivel mundial desde los afios 1990s, fue

identificado en una frecuencia global del 4.2% (Figura 20).

G9
4.2%

Figura 20. Distribucién proporcional de genotipos G de rotavirus circulantes en Cordoba,
Argentina, durante el periodo 1979-2003.

La distribucion temporal de RV-A permitié observar la circulacién continua en la Ciudad
de Coérdoba de los genotipos G1 y G4. El genotipo G1 fue el dominante a lo largo de los
25 afios de estudio, seguido por G4. El genotipo G2 mostré un perfil de circulacién fluctuante.
Los genotipos G3 y G9 fueron infrecuentes desde el afio 1979 y 1980, respectivamente,
detectandose casos esporadicos en distintos afios. La identificacion del genotipo G9 desde
el afio 1980 constituye el registro de mas larga data de circulacion de este genotipo a nivel
mundial (Figura 21).
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Figura 21. Circulacion temporal de genotipos G de RV-A en Coérdoba, Argentina, durante el
periodo 1979-2003.

Distribucion de genotipos G de rotavirus por edad y género

La mayor frecuencia de infecciones por RV-A fue en nifios menores de 18 meses de edad
(98.6%). La distribucién de los genotipos G de RV-A fue independiente de la edad (1 a 36 meses), ya

que cada genotipo estuvo representado de manera similar en cada grupo etareo (P>0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Distribucién de genotipos G de RV-A segun grupo etareo durante el periodo 1979-
2003. Coérdoba, Argentina.

Tampoco se observaron diferencias significativas en la distribucién de genotipos G de

rotavirus entre pacientes femeninos (n=236) y masculinos (n=265) (P>0.05) (Figura 23).

Femenino Masculino
G9

Figura 23. Distribucion de genotipos G de RV-A segln género durante el periodo 1979-
2003. Coérdoba, Argentina.
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G tipos de circulacién inusual en humanos

Del total de muestras rotavirus VP7 positivas (n=365) durante el periodo 1979-2003, el
0.9% (n=3) mostro presencia de los genotipos inusuales G5 y/o G8. No se detecto circulacion
durante este periodo de los genotipos G11 y G12.

El genotipo G5 fue detectado en una muestra colectada en el afio 1988 en co-infeccion
con el genotipo G1. Se observo también la circulacion del genotipo inusual G8 durante los
afios 1997 y 1998. La muestra G8 colectada en el afio 1997 fue identificada en coinfeccién
con los genotipos G1+G9, mientras que la muestra G8 colectada en el afio 1998
correspondié a una infeccion simple. Con la deteccion de la infecciébn mixta G1+G5, el
ndamero de infecciones G tipo mixtas ascendio de 172 (44.7%) (Tabla 8), a 173 (44.8%).

Andlisis de infecciones G tipo mixtas

De las 173 muestras G tipo mixtas detectadas durante el periodo de 25 afios
estudiado, 94 (54.3%) correspondieron a co-infecciones con los genotipos de mayor
prevalencia, esto es G1+G4, y en la mayoria de los casos ambos amplicones fueron
revelados como bandas fuertes. Con el fin de confirmar estos resultados, las 94 muestras
G1+G4 fueron re analizadas mediante reacciones individuales de PCR utilizando primers
especificos para G1 en una reaccion y para G4 en otra, confirmandose todas las muestras
como co- infecciones G1+G4. Las restantes 79 (45.7%) muestras G tipo mixtas, compuestas
por distintas combinaciones de G tipos, fueron reveladas generalmente como dos bandas de
diferente intensidad: una banda fuerte y otra débil. Para confirmar estos resultados, las
muestras fueron re-testeadas en reacciones individuales de PCR utilizando primers
especificos para cada genotipo involucrado en la coinfeccién. Del total de muestras, 11 no
pudieron ser confirmadas como infecciones mixtas y 13 co-infecciones con tres genotipos
diferentes fueron reveladas como infecciones dobles.

Con el fin de verificar la especificidad de los amplicones obtenidos, un total de 30
muestras con G tipos en coinfeccién fueron secuenciadas con los primers End9 y genotipo-
especifico. S6lo una muestra no fue confirmada como G tipo mixta.

De este modo, el nimero total de infecciones G tipo mixtas disminuy6 de 173 (44.8%) a
161 (41.7%). De las muestras G tipo mixtas, 140 correspondieron a infecciones dobles y 21 a
infecciones triples, siendo las co-infecciones mas frecuentes G1+G4 (n=104, 64.6%), G1+G2
(=20, 12.4%), G2+G4 (n=5, 3.1%) y G1+G9 (n=4, 2.5%).
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La distribucién proporcional de genotipos G durante el periodo 1979-2003 luego del
analisis pormenorizado de los genotipos involucrados en las infecciones mixtas y la inclusion
al analisis de genotipos inusuales se representa en la Figura 24. Si bien se observan
pequefias diferencias porcentuales en la distribucion proporcional de G tipos respecto a lo
documentado en la Figura 20, estas resultaron no significativas (G1 54.0% vs. 56.3%; G2
10.3% vs. 9.9%; G3 4.4% vs. 2.1%; G4 27.1% vs. 28.5%; G9 4.2% vs. 2.6%). Por esta

razon no se repitio el analisis de distribucion temporal, por grupo etario y género de G tipos.

s G8
G4 0,2%, ,0:4%

Figura 24. Distribucion proporcional de genotipos G de rotavirus circulantes en Coérdoba,
Argentina, durante el periodo 1979-2003.

Distribucion de genotipos G entre infecciones simples y mixtas

La distribucion de genotipos G de RV-A en infecciones simples y mixtas se presenta en
la Tabla 9. Los genotipos G2, G3, G4 y G9 se encontraron mas frecuentemente asociados a
infecciones mixtas que a infecciones simples (P<0.05), mientras que el genotipo G1 fue
detectado en frecuencias similares en infecciones simples y mixtas (P>0.05). No pudo
realizarse el andlisis estadistico de asociacién en infecciones simples o mixtas de los

genotipos inusuales G5 y G8 debido al bajo nimero de muestras obtenidas.
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Genotipo Total Infeccion Simple  Infeccion Mixta

n (%) n (%)
Gl 320 170 (53.1) 150 (46.9)
G2 56 16 (28.6) 40 (71.4)
G3 12 5 (41.7) 7 (58.3)
G4 162 30 (18.5) 132 (81.5)
G5 1 0 (0.0) 1 (100)
G8 2 1(50.0) 1 (50.0)
G9 15 3(20.0) 12 (80.0)
Total 568 225 (39.7) 343 (60.3)

Tabla 9. Distribucién de genotipos G de RV-A segln su presencia en infecciones simples o

mixtas.

Infecciones G tipo mixtas en pacientes hospitalizados y ambulatorios

El nUmero de pacientes ambulatorios infectados con mas de una cepa de rotavirus fue
levemente menor que el nimero de pacientes que requirieron hospitalizacion (40% vs.

48%), pero esta diferencia no resulté estadisticamente significativa (P>0.05).

Comparacion de dos sistemas de revelado y tincion para la deteccion de

amplicones de rotavirus

Durante el desarrollo de este trabajo se detectd un porcentaje de infecciones G tipo
mixtas que resultd significativamente més alto que lo reportado por la mayoria de los autores
gue trabajan en el tema en otras &reas geograficas, e inclusive en nuestro pais. El analisis de
lo realizado por otros autores respecto a lo realizado en este trabajo condujo a que el punto
disimil fue la metodologia utilizada para revelar los amplicones obtenidos en la RT-PCR. Asi,
mientras la mayoria de los autores utiliza para la deteccion de amplicones una matriz de
agarosa con revelado por bromuro de etidio, en el presente trabajo se utilizé una matriz de
poliacrilamida con revelado por tincién argéntica. Con el fin de analizar la influencia
metodoldgica en la deteccion de infecciones mixtas, 40 muestras G tipo mixtas confirmadas
por PCR con primers individuales y/o secuenciamiento génico fueron analizadas en paralelo
revelando los amplicones mediante PAGE/SS y el método estadndar AGE/EB. Del total de

muestras testeadas, solo el 75% (n=30) fueron confirmadas como infecciones G tipo mixtas
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por la técnica estdndar (AGE/EB). La pérdida de detecciébn por AGE/EB fue mas

acentuada para los genotipos revelados como bandas tenues por PAGE/SS (Tabla 10).

N° de genotipos detectados por Pérdida de deteccion
Genotipo
PAGE/SS AGE/EB por AGE/EB, n(%)
G1 31 27 4 (12.9)
G2 14 7 7 (50.0)
G3 5 3 2 (40.0)
G4 35 33 2 (5.7)
G9 9 6 3(33.3)
Total 95 76 19 (20.0)

Tabla 10. Deteccion de genotipos G de RV-A en infecciones mixtas mediante revelado de los
amplicones de PCR por PAGE/SS y AGE/EB.

Competenciareplicativade genotipos G

Con el objeto de explicar la dinamica de circulacién de genotipos de RV-A en la
naturaleza, se utiliz6 un sistema in vitro que se ensay6 inoculando cultivos de células CaCo-
2 con muestras de materia fecal que presentaban los tipos de coinfecciones mas
frecuentemente determinadas en la poblacion, esto es G1+G4, G1+G2, G2+G4 y G1+G9.
Por cada coinfeccion se analizaron 4 muestras obtenidas de diferentes pacientes (G1+G4;
Al-Ad; G1+G2: B1-B4; G2+G4: C1-C4; G1+G9: D1-D4). En el sistema in vitro se mont6é una
cadena de transmision de infecciones G tipo mixtas mediante la realizacion de tres pasajes
celulares ciegos y consecutivos. El producto del gen VP7 producido luego de la competencia
de genotipos virales se analizé por RT-PCR- heminested PCR en los sobrenadantes de
los cultivos infectados, visualizando los G tipos mediante PAGE/SS. La frecuencia de
deteccién de cada G tipo fue calculada como el cociente entre el nimero total de pocillos que
resultaron positivos en la reaccién de PCR especifica para cada G tipo y el nUmero total de
pocillos inoculados, para cada pasaje celular. La Tabla 11 muestra la frecuencia de deteccion

de cada genotipo por muestra analizada por sextuplicado, en el 1°, 2° y 3° pasaje celular.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Coinfecciones

Muestras analizadas

G1+G4 Al A2 A3 A4 Total (%)
Pasajecelular |G1 | G4 | G1 | G4 | Gl | G4 | Gl | G4 Gl G4
1 5/ 5|6 |5 ]| 5] 6 |6 | 6 [22(917)]22(91.7)
2 5/ 5|6 | 5|5 |5 |6 | 6 |[22(917)]21(87.5)
3 5/ 5|6 | 4|55 |6 | 6 [22(97)]20(83.3)
Coinfecciones Muestras analizadas
G1+G2 B1 B2 B3 B4 Total (%)
Pasaje celular | G1 | G2 | G1 | G2 | Gl | G2 | G1 | G2 Gl G2
1 6 | 4 | 6 6 6 3 6 | 4 | 24(100) | 17 (70.8)
2 6 3 6 5 6 3 6 | 4 | 24(100) | 15 (62.5)
3 6 2 6 5 6 3 6 3 | 24(100) | 13 (54.2)
Coinfecciones Muestras analizadas
G2+G4 C1 C2 C3 C4 Total (%)
Pasaje celular | G2 | G4 | G2 | G4 | G2 | G4 | G2 | G4 G2 G4
1 41 5] 456|257 6 [19(792)]18(75.0)
2 415 4] 4]6] 2|5 ] 5 [19(792)]16(66.7)
3 41342615 ] 3]19(792)] 9(37.5)
Coinfecciones Muestras analizadas
G1+G9 D1 D2 D3 D4 Total (%)
Pasajecelular | G1 | G9 | G1 | G9 | G1 | G9 | G1 | G9 Gl G9
1 6 | 2 6 3 6 | 2 6 4 | 24 (100) | 11 (45.8)
2 6 | 1 6 3 6 | 2 5 3 [23(95.8) | 9(37.5)
3 6 | 0 6 2 6 | 2 5 3 [23(95.8) | 7(29.2)

Tabla 11. Deteccion de genotipos G de RV-A durante coinfecciones en células CaCo-2. Los

sobrenadantes de los cultivos celulares correspondientes al 17,

er 2do

y 3¢ pasaje fueron
analizados por PCR para deteccion de G tipos. Se indica la frecuencia promedio de deteccion

de G tipos en los 6 pocillos inoculados con la misma muestra para cada G tipo, nimero de

pasaje celular y muestra analizada.
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La tasa de deteccion del genotipo G1 en las coinfecciones G1+G2 y G1+G9 fue mayor que las
tasas de deteccion de los genotipos G2 y G9 (Figura 25). En el tercer pasaje de estas
coinfecciones, la mayoria de los virus detectados pertenecieron al genotipo G1 (100% G1 vs.
54.2% G2; 95.8% G1 vs. 29.2% G9). Por el contrario, el genotipo G4 co- amplificé
eficientemente con el genotipo G1 en cada pasaje celular, a tasas de deteccién superiores al
80% (Tabla 11 y Figura 25). En las coinfecciones con los genotipos G2 y G4 se observé que el
tipo G2 amplifico levemente mas que el tipo G4 en los primeros dos pasajes celulares, siendo

esta diferencia aln més marcada en el tercer pasaje celular (79.2% G2 vs. 37.5% G4).

G1+G4 G1+G2
100 _ N 100 N N 6
c - ¢ c .\ O
S .
2 S 75
g 5
3 50 3 s ‘\.\.
3 3
< 25 N 25
0 0
0 1 2 3 0 T 2 3
-Gl 100 91,7 91,7 91,7 Gl 100 100 100 100
G4 100 91,7 87,5 83,3 G2 100 70,8 62,5 54,2
N°de pasaje Nedepasaje
G2+G4 G1+G9
100 \ 100 . - " °
E 75 * * fg 75
(8]
g g
© 50 ® 50
- ©
[}
s 25 S 2
X X
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0 1 2 3 0 1 2 3
——G2 100 79,2 79,2 79,2 ——Gl1 100 100 95,8 95,8
G4 100 75 66,7 37,5 G9 100 45,8 37,5 29,2
N°de pasaje N°de pasaje

Figura 25. Seleccion in vitro de G tipos de RV-A luego de coinfecciones en células CaCo-2.
Cada punto representa la frecuencia promedio de deteccion de G tipo de las 4 muestras
ensayadas por sextuplicado, en un determinado nivel de pasaje celular (valor medio para un
tipo de coinfeccion resultante de 24 determinaciones). Nota: El pasaje 0 corresponde a la tasa

de deteccion de G tipo en el inéculo original (muestra de materia fecal).
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Discusion

El andlisis molecular de las proteinas VP4 y VP7 de RV-A revel6 que més del 95% de
las infecciones por RV-A ocurridas en Cérdoba, Argentina, durante el periodo 1979-2003
correspondieron a los genotipos de mayor prevalencia a nivel mundial, esto es, P[8], P[4] vy
G1-G4 (Gentsch y colab., 2005; Santos y Hoshino, 2005).

Los primeros reportes de caracterizacion de genotipos P de RV-A a nivel mundial
describieron la presencia de los tipos P[8] y P[4] en muestras de nifios con diarrea. Desde
entonces estos genotipos son detectados como los tipos més prevalentes que infectan
humanos (Desselberger y colab., 2001). En Cdérdoba, el andlisis de los genotipos P también
reveld la circulacion de estos dos P tipos como dominantes, con una marcada frecuencia de
circulacion de P[8] (73.2%) a lo largo del tiempo y la circulacion fluctuante del tipo P[4]
(22.1%).

El genotipo P[6] es inusualmente detectado a nivel mundial en humanos pero su
deteccion es frecuente en porcinos (Desselberger y colab., 2001). Muy esporadicamente,
este genotipo fue recuperado a partir de neonatos asintoméaticamente infectados en
guarderias de hospitales en Australia, Suecia, Venezuela e Inglaterra (Hoshino y colab.,
1985; Flores y colab., 1986; Gorziglia y colab., 1986, 1988; Steele y colab., 1992). En
Cérdoba, se vio el mismo patron que el observado a nivel mundial, ya que fue detectado
esporadicamente y en baja frecuencia de circulacion (3.2%). Otros dos genotipos de VP4 han
sido raramente descriptos a nivel mundial en nifios con gastroenteritis. Uno de ellos, P[9],
identificado por primera vez en Japon en el afio 1977 es frecuentemente detectado en felinos
pero sélo inusualmente en nifios (Desselberger y colab., 2001; Qian y Green, 1991). La
circulacion de este genotipo en Coérdoba estuvo acotada a los afios 1998, 2000 y 2001 en
una tasa global de circulacién de 1.5% a lo largo del periodo de 25 afios. El otro genotipo
inusual, P[10], fue recuperado a partir de muestras de nifios con diarrea en Indonesia
(Taniguchi y colab., 1989) y no se observo la circulacion de este genotipo durante el estudio
realizado en Cordoba. Por lo tanto, el patrén de circulacion de P tipos en Cérdoba es
comparable al descripto a nivel mundial, detectando al P[8] como el dominante, seguido de
P[4] y la circulacién inusual de P[6] y P[9].

Por otra parte, el estudio de los G tipos mostr6 que G1 fue el més prevalente en la
Ciudad de Cordoba durante el periodo analizado, con una frecuencia media de deteccion del
56.3%. En concordancia, numerosos estudios han demostrado que durante las Ultimas
décadas este genotipo ha sido el de mayor distribucién y dominancia en diversos paises del
mundo, cubriendo todos los continentes (Santos y Hoshino, 2005). El segundo G tipo mas
frecuentemente detectado en Cérdoba durante el periodo de 25 afios fue G4, con una
frecuencia media de deteccion del 28.5%, el cual ha incrementodo su prevalencia a nivel

mundial durante la década pasada, mostrando un patron general de circulacion frecuente
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pero no continua (Gentsch y colab., 1996). La particularidad del perfil de circulacién de G4 en
Cérdoba consiste en la deteccidon continua de este genotipo durante todo el periodo
estudiado, pero en frecuencias fluctuantes de deteccién que abarcan entre el 8.3% y 50%.
Otro de los genotipos detectados en el estudio fue G2, con una frecuencia media de
deteccion del 9.9%, el cual presentd fluctuaciones en su circulacion, alternando ciclos de
deteccion seguidos por periodos de no deteccion. Estudios llevados a cabo en Buenos Aires,
Argentina, Sudafrica, Ecuador e Inglaterra mostraron también el perfil ciclico de circulacion
del genotipo G2 (Esteban y colab., 2010; Page y Steele, 2004; Hasing y colab., 2009; Iturriza-
Gomara y colab., 2000a). Es de destacar que el presente trabajo es el que abarca el mayor
periodo de estudio, permitiendo asi analizar con mayor detalle el perfil ciclico del genotipo G2
a lo largo del tiempo. En los periodos en los que circuld6 G2 fue identificado en frecuencias
que variaron entre el 3 y 42%. Durante el estudio de 25 afios realizado en Cordoba se
observé también la circulacion esporadica y en bajas frecuencia de deteccién del genotipo
G3 (2.1%). Las cepas de RV-A de genotipo G3 representan el tipo para el cual ha sido
descripto el mayor rango de hospedadores, siendo comiUnmente detectado en humanos,
como asi también en diferentes especies animales, tales como gatos, perros, monos,
conejos, ratones, caballos, aves, cerdos, vacas y corderos (Gentsch y colab., 1996, 2005;
Khamrin y colab., 2006a; Lee y colab., 2003; Martella y colab., 2001, 2003; McNeal y colab.,
2005). A nivel global durante los afios 1990s la deteccion de este genotipo ha sido
infrecuente, reportando su re-emergencia durante afios recientes (Arista y colab., 1990, 1997,
2003; Caprioli y colab., 1996; De Grazia y colab., 2007; Kebaabetswe y colab., 2005; Lai y
colab., 2005; Reidy y colab., 2005; Sanchez- Fauquier y colab., 2006). Sin embargo, durante
la vigilancia de genotipos en Cérdoba no fue posible detectar la emergencia o incremento en
la circulacion de este genotipo a lo largo del tiempo. Esto podria deberse a que el periodo
estudiado incluyé hasta el afio 2003, fecha previa a los reportes de emergencia de este G
tipo. Otro genotipo detectado en Cérdoba fue el tipo G9, en una frecuencia global del 2.6%.
Este genotipo fue identificado por primera vez en el afio 1983 en Estados Unidos y durante
los afios 1985 y 1986 en Japon, India, Yugoslavia y Tailandia (Clark y colab., 1987;
Nakagomi y colab., 1988, 1990; Urasawa y colab., 1992; Zizdic y colab., 1992; Das y colab.,
1993), pero desde entonces y hasta principios de los afios 1990s su circulacion a nivel global
fue infrecuente. Recién a mediados de los afios 1990s hubo un incremento notable en la
deteccion de cepas G9 causantes de gastroenteritis y este genotipo ha emergido desde
entonces como uno de los mas prevalentes a nivel mundial (Ramachandran y colab., 1996;
Unicomb y colab., 1999; Griffin y colab., 2000; Widdowson y colab., 2000; Cunliffe y colab.,
2001). En la ciudad de Cérdoba la circulacion del genotipo G9 fue detectada desde el afio
1980, pero sin lograr establecer durante los 25 afios de estudio una tasa de circulacion
significativa respecto a los otros genotipos. Esto sugiere que en un escenario epidemioldgico

en el que predomina la circulacion de G1 y G4, el genotipo G9 no encuentra las condiciones
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apropiadas para aumentar su frecuencia de circulacion.

Durante la dltima década se ha observado un incremento en la variedad de genotipos
circulantes en el mundo, esto se debe en gran medida a la introduccion y amplia utilizacion
de métodos de tipificacién de cepas basados en la biologia molecular en reemplazo de la
tipificacion serolégica. Como resultado de esto, han emergido como patégenos de
importancia regional cepas porcinas tipo G5 y bovinas tipo G8 en Brasil y Africa,
respecticametne (Macedo y colab., 2005; Leite y colab., 2008; Mast y colab., 2010; Banyai y
colab., 2009a; Matthijnssens y colab., 2006). En la Ciudad de Cdrdoba estos genotipos
fueron detectados en muy bajos niveles de circulacion, G5 s6lo en una muestra obtenida en
el afio 1988 y el tipo G8 en dos muestras, colectadas en los afios 1997 y 1998,
respectivamente. Se desconocen los motivos que circunscriben la circulacion de los
genotipos G5 y G8 a determinadas &reas geogréficas. El genotipo G11 fue aislado por
primera vez en cerdos en varias regiones de México en el afio 1983 (Ruiz y colab., 1988) y
fue identificado subsecuentemente en Venezuela y Estados Unidos en frecuencias variables
de deteccion (Ciarlet y colab., 1994; Rosen y colab., 1994). Sin embargo, este genotipo no
fue identificado en humanos hasta el afio 2005 en Bangladesh y desde entonces es
detectado esporadicamente en diferentes partes del mundo (Rahman y colab., 2005a; Hong y
colab., 2007; Banyai y colab., 2009b). Tanto es asi, que su ausencia de circulacion en
Cérdoba fue un evento esperado. Por otra parte, el genotipo G12 fue descripto por primera
vez en 1990 a partir de muestras de nifios con gastroenteritis en Filipinas (Taniguchi y colab.,
1990). Desde entonces no fue nuevamente detectado hasta el afio 2002, cuando emergio en
Estados Unidos y Tailandia, y poco tiempo después en India, Japén y Argentina (Griffin y
colab., 2002; Pongsuwanna y colab., 2002; Das y colab., 2003; Shinozaki y colab., 2004,
Castello y colab., 2006). Debido a su emergencia en la ciudad de Buenos Aires, Argentina,
era de interés detectar la circulacion de este genotipo también en Cérdoba y asi poder
realizar andlisis filogenéticos entre las cepas circulantes; sin embargo, no fue posible
identificar la presencia de G12 en nuestra ciudad.

A pesar de que los genes codificantes para las proteinas VP7 y VP4 segregan
independientemente (Hoshino y colab., 1985), y que en el curso de infecciones mixtas son
te6ricamente posibles numerosas combinaciones de G y P tipos, comunmente son
identificadas las combinaciones G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] y G9P[8] en todo el mundo
(Gentsch y colab., 2005; Santos y Hoshino, 2005; Gurgel y colab., 2008). Si bien la vigilancia
de genotipos de RV-A en Cérdoba no permitié la asociacion directa de G y P tipos debido al
elevado numero de infecciones mixtas, la circulacion dominante del genotipo P[8] (73.2%) a
lo largo del tiempo se correlaciona con la alta frecuencia de deteccion de los genotipos G1,
G3 y G4, cuya incidencia global fue del 86.9%, generando al igual que lo descripto a nivel
mundial las combinaciones G1P[8], G3P[8] y G4P[8].
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La distribucién de genotipos G de RV-A mostrd variaciones temporales, descriptas
también en otras partes del mundo (Koshimura y colab., 2000; lturriza-Gomara y colab.,
2000a; Santos y Hoshino, 2005). Esto sugeriria que las variaciones de dominancia de ciertos
genotipos, asi como las fluctuaciones en la frecuencia de circulacion de G tipos
corresponderian al patron natural de circulacion de RV-A, instalado este patron en
comunidades donde todos los afios se le ofrece al virus una cohorte susceptible que
corresponde a los nifilos nacidos en ese afio. Esta situacion se veria alterada en poblaciones
vacunadas en las que el virus ya no encuentra individuos susceptibles, y entonces
potencialmente podrian emerger en frecuencia de circulacion G tipos que encuentren
menores barreras inmunolégicas en la poblacion. Este hecho estaria documentado en
trabajos recientemente publicados en los que la vacunacion en Brasil y Australia con la cepa
vacunal G1P[8] generd la emergencia del genotipo G2P[4] (Gurgel y colab., 2007; Carvalho-
Costa y colab., 2009; Kirkwood y colab., 2009). Por otra parte, a diferencia de los G tipos,
para los P tipos no se observd una vaciacion temporal. Esto se explica por la asociacion
natural de los G y P tipos. Dado que los G- tipos G1 y G4 fueron los dominantes durante el
periodo estudiado, era de esperar, tal como fue identificado, que el P[8] fuera el prevalente
durante los 25 afios estudiados en Cérdoba.

El andlisis de la distribucion de genotipos P y G de rotavirus no mostré diferencias
significativas segun grupo etareo analizado y género. Este resultado difiere de lo reportado
por Bok y colab. (2001) en Argentina durante el periodo 1996-1998, quienes encontraron una
diferencia significativa en la distribucién etarea de los genotipos G2 y G4. El estudio reveld
que las cepas G2 (70.5%) afectan a nifios menores de un afio de edad en mayor proporcion
que las cepas G4 (57.0%; P=0.03). Estos resultados contrastan con los reportados en Japon
por Kitahorio y colab. (2003) e Inoue y colab. (2003), quienes encuentran una mayor
incidencia del genotipo G2P[4] en nifios en edad escolar respecto a nifios en edad pre-
escolar. Resultados similares fueron publicados por Lo y colab. (2005), quienes observan una
prevalencia mayor del genotipo G2 en nifios mayores de 5 afios de edad, mientras que el
genotipo G1 muestra una mayor incidencia en menores de 5 afios. Una distribucion disimil de
G tipos segun grupo etareo también fue reportado para la emergencia de cepas G9P[6] y
G3P[6] en un hospital de Londres durante el afio 1996, donde estos genotipos estuvieron
principalmente asociados a infecciones en nifios mayores a 3 afios de edad (Cubitt y colab.,
2000).

Otra caracteristica del patrén de circulacién de rotavirus en Coérdoba fue la alta tasa de
infecciones G tipo mixtas detectada durante el periodo de 25 afios estudiado (41.5%), la cual
contrasta con los porcentajes usualmente encontrados en poblaciones latinoamericanas y de
otros paises (Coluchi y colab., 2002; Gault y colab., 1999; Timenetsky y colab., 1994; Jain y
colab., 2001; Abdel-Haq y colab., 2003). Debe sefialarse que en el presente trabajo las

infecciones G tipo mixtas fueron detectadas durante diferentes afios y en muestreos
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realizados en distintos centros de atencion médica. En este sentido, la alta frecuencia de
infecciones por RV-A G tipo mixtas seria parte del patrén epidemiolégico de RV-A en
Cérdoba. En este escenario epidemiolégico, G1 y G4 fueron los genotipos detectados en
mayor frecuencia en las co-infecciones. Esto se ve reflejado en el patrén general de
circulacion local de RV-A, el cual involucra casi la mitad de las infecciones como G tipo
mixtas, siendo el 64.6% de éstas coinfecciones G1+G4.

En cuanto a la distribucién de los genotipos en infecciones simples o mixtas, se observé
que los tipos G2, G3, G4 y G9 se encontraron mas frecuentemente asociados a infecciones
mixtas que a infecciones simples (P<0.05), mientras que el genotipo G1 fue detectado en
frecuencias similares en ambos tipos de infecciones (P>0.05). La asociacion indistinta de G1
en infecciones simples y mixtas podria deberse a su alta frecuencia de circulacion, mientras
que los genotipos G2, G3, G4 y G9 coinfectarian en alta proporcion con el tipo G1.

La alta tasa de deteccion de infecciones mixtas podria deberse a modificaciones
metodoldgicas realizadas durante el desarrollo del presente proyecto. En nuestra
experiencia, el uso de la mezcla estandar de primers y el revelado de productos de PCR por
AGE/EB genera resultados confusos y dificiles de interpretar cuando las bandas obtenidas
son demasiado tenues (lo que dificulta visualizar amplicones) o muy fuertes (lo que genera
superposicién de bandas). Por lo tanto, se decidi6é utilizar PAGE/SS para analizar los
productos de PCR con el fin de obtener una mayor sensibilidad y resultados mas claros.
Ademas, se separ6 la mezcla del pool de primers en dos reacciones independientes de PCR
(G1, G2, G3 por un lado, y G4, G9 por otro). Esto permitié evitar la interpretacién confusa de
los resultados correspondientes a amplicones de pesos moleculares relativamente similares:
G2y G4 (652 pb y 583 pb, respectivamente) y G3 y G9 (374 pb y 306 pb, respectivamente).
En la comparacion de metodologias se observé que la utilizacién del método de revelado
PAGE/SS permite detectar un mayor numero de genotipos que el método AGE/EB. Més aun,
productos de PCR (confirmados como especificos por secuenciamiento) fueron visualizados
como bandas tenues por PAGE/SS y perdidos en la deteccién por AGE/EB. En base a estas
observaciones, podria sugerirse que la alta tasa de deteccién de infecciones mixtas en este
estudio seria atribuible a la atencion especial dedicada al andlisis de las bandas tenues
detectadas por PAGE/SS, a las modificaciones aplicadas al método estandar de tipificacion
por multiplex-PCR (separacion de pool de primers), y al sistema de revelado utilizado. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo sugeririan que los genotipos de rotavirus
involucrados en las infecciones mixtas podrian estar presentes en distintas proporciones.
Esto generaria una competencia, resultando en menor cantidad de amplicones del genotipo
en menor concentracion, y por lo tanto su deteccion como una banda tenue cuando es
revelado por PAGE/SS. Respecto al aumento de eficiencia de deteccion de infecciones
mixtas a través de la utilizacion de reacciones de PCR con separacion de primers, los

resultados obtenidos concuerdan con estudios realizados en Guinea-Bissau (Fischer y colab.,
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2003; Nielsen y colab., 2005) donde se reportd un aumento en la deteccion de infecciones
mixtas cuando el método estandar de tipificacion fue reemplazado por reacciones de PCR
con primers individuales. Esto indicaria que la dimerizacion de primers y/o la competencia de
éstos durante la multiplex-PCR podria ser otro factor relacionado a la disminucion en la
deteccion de infecciones mixtas. De lo expuesto surge la necesidad de sensibilizar la
metodologia de deteccién de G tipos, a los fines de evitar la subestimacion de los genotipos
presentes en menor abundancia.

Multiples grupos de trabajo en distintos lugares del mundo se han abocado al estudio
del perfil de circulacién de RV-A en la poblacion. Sin embargo, no hay estudios realizados
que expliquen los factores que determinan la frecuencia relativa de los genotipos G y su
reemplazo a lo largo del tiempo. El estudio in vitro de co- amplificacion de genotipos G de
RV-A permitié analizar el comportamiento de las variantes de VP7 en la naturaleza. La co-
amplificacion eficiente de G1 y G4 podria explicar la circulacion endémica de ambos
genotipos y la alta frecuencia de coinfecciones G1+G4 observadas en Coérdoba. La
dominancia replicativa del genotipo G1 respecto a cepas de RV-A de especificidad diferente
(G2 y G9) podria explicar, en parte, su alta frecuencia de deteccién local. Ademas, la mayor
eficacia replicativa de G1 podria determinar las fluctuaciones en las tasas de deteccion de G2
y las bajas y esporadicas tasas de deteccion del genotipo G9. Las diferencias replicativas
podrian ser también parte de la explicacién del largo tiempo que transcurre entre la deteccion
de cepas G9 aisladas esporaddicamente y su conversion en un genotipo dominante en
algunas areas del mundo (Santos y colab., 2005; Serravalle y colab., 2007; Sanchez-
Fauquier y colab., 2006; Khamrin y colab., 2006b). Es posible que la disminucién en la
circulacion del genotipo G1 le otorgara un espacio replicativo al genotipo G9 y por lo tanto se
produjera la emergencia de éste (Sanchez-Fauquier y colab., 2004; Parra y colab., 2005;
Santos y colab., 2005).

Luego de las coinfecciones con RV-A de los cultivos celulares se observo una seleccién
no aleatoria del segmento VP7 en la progenie viral. Las posibles causas de la seleccion del
segmento luego de la coinfeccion podrian ser: (A) los segmentos de ARN de diferentes G
tipos son producidos en cantidades diferentes; (B) los segmentos génicos G tipo especificos
son ensamblados en las particulas con cinéticas diferentes; (C) particulas con ciertos
segmentos se replican més eficientemente; y/o (D) particulas con ciertos segmentos son mas
estables (Ni y Kemp, 1992; Ward y colab., 1988; Ward y Knowlton, 1989; Kobayachi y colab.,
1994, 1995, 1996a, 1996b; Okada y colab., 1998; Xu y Woode, 1994). Estudios reportados
por Xu y Woode (1994) demuestran que cepas de RV-A con distinta especificidad de G tipos
podria tener diferencias replicativas, posiblemente mediante la modificacion en la eficiencia
de la funcion de adhesion celular de la proteina VP4. La influencia de VP7 sobre las
propiedades de VP4 podria ser el resultado de cambios conformacionales en un dominio

especifico de la proteina. Las combinaciones menos adecuadas de las proteinas VP7 y VP4
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(o las interacciones no covalentes de las proteinas derivadas de virus progenitores
divergentes) podrian ser inestables y dar como resultado que la circulacion del virus en la
naturaleza sea en las combinaciones mas eficientes, como parecieran ser G1P[8] por la
abundacia de su circulacion. En el presente estudio no se analizé la proteina VP4 debido a la
imposibilidad de asociar un genotipo P a un genotipo G en particular, como consecuencia de
la naturaleza mixta de G tipos de las muestras ensayadas. Cabe resaltar las limitaciones del
estudio in vitro para representar la situacion real de la seleccién del gen de VP7 in vivo.
Algunas de estas limitaciones son: (A) las células blanco y las condiciones de infeccion
natural son diferentes a las ensayadas in vitro; (B) la estabilidad ambiental de las particulas
de diferentes genotipos podria variar; (C) la respuesta inmune innata o celular intrinseca del
hospedador podria ser distinta para diferentes cepas; y (D) la presion selectiva del sistema
inmune adaptativo podria limitar la circulacién de ciertos genotipos G en individuos
previamente expuestos. Respecto a este Ultimo punto, cabe resaltar que la mayoria de los
nifios mayores de tres afios de edad han sido naturalmente infectados por cepas de RV-A
circulantes en la comunidad. De este modo, ante la re-exposicion al virus el sistema inmune
seria capaz de controlar la infeccion, resultando en infecciones asintométicas o cuadros
clinicos leves. Sin embargo, cada afio los recién nacidos constituyen una nueva cohorte de
individuos susceptibles a la enfermedad por RV-A. En este sentido, los sistemas in vitro de
cultivo celular se asemejarian a la cohorte de recién nacidos, quienes cumplirian un papel
importante en el mantenimiento de la circulacion de RV-A en la naturaleza. Otro factor, como
la multiplicidad relativa de infeccion de las cepas co-infectantes podria alterar las ventajas
selectivas de ciertos segmentos in vitro y podria tener un efecto dramético en la seleccion in
vivo de virus (Ward y colab., 1988).

Otraa limitacién del estudio realizado fue la imposibilidad de cuantificar los in6culos
iniciales. Esto se debié a que las muestras G tipo mixtas se obtuvieron directamente de
individuos infectados. A pesar de esto, las 4 muestras de cada tipo de coinfeccion fueron
analizadas en paralelo por sextuplicado, mostrando reproducibilidad de resultados. El método
utilizado por lo tanto, podria ser un primer acercamiento para entender el perfil de circulacién
de los rotavirus en el ambiente.

El presente estudio permitié caracterizar el perfil genotipico y la dindmica natural de
circulacion de RV-A en Cérdoba, Argentina, durante los afios 1979-2003. El patrén de
circulacion de genotipos mostré a G1 y P[8] como dominantes a lo largo del tiempo, seguidos
por los genotipos G4 y P[4]. La deteccion del tipo G2 present6 fluctuaciones en su frecuencia
de circulacion. El genotipo G3 circulé en Cérdoba en forma esporadica y en frecuencias
comparables al genotipo G9, el cual fue detectado en Cordoba desde el afio 1980. Se
detecté también la presencia de los genotipos inusuales G5, G8, P[6] y P[9] pero en niveles
de circulacion no significativos. El perfil de circulacibn de genotipos estuvo también

conformado por una elevada proporcién de infecciones G tipo mixtas. La continuidad de
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circulacion y dominancia del genotipo G1 respecto a los demés genotipos a lo largo de un
periodo de 25 afios se podria explicar al menos en parte, por la capacidad replicativa
significativamente mayor de este genotipo respecto a los otros. Esto generaria una
abundancia de G1 en la naturaleza que le permitiria ser el principal responsable tanto de
infecciones simples como de infecciones G tipo mixtas. Este resultado es importante para
evaluar las consecuencias que pudiera tener la introduccion masiva de la vacuna
monovalente G1P[8], la cual generaria una presion inmunoldgica sobre los G y P tipos
dominantes y asi, modificar la dinamica natural de circulacion de RV-A.
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Analisis comparativo entre vigilancia clinica y ambiental para la deteccion de G tipos

de rotavirus que circulan en Cérdoba

Identificacién de G tipos mediante vigilancia clinica. Ailo 2006

Durante el afio 2006 un total de 70 muestras de materia fecal fueron colectadas de
nifios menores de 3 afios de edad que requirieron de atencién médica en un Unico centro
asistencial de la Ciudad de Cdrdoba por un cuadro de gastroenteritis aguda. Del total de
muestras, 50 (71.4%) resultaron positivas para la infeccion por RV-A por ELISA y/o
PAGE/SS, y fueron posteriormente ensayadas por RT-PCR para el analisis de los genotipos
G. El 32% (n=16) de las muestras correspondieron a coinfecciones, totalizando 70 G tipos
detectados. Se observo una frecuencia significativamente mayor de infecciones causadas por
los genotipos G1 (27.1%), G4 (22.9%) y G3 (25.7%), respecto a los tipos G2 (10.0%) y G9
(14.3%). No se detecto circulacion de los genotipos inusuales G5, G8, G11 y G12 durante el
afio 2006 (Figura 26A).

Identificacién de G tipos mediante vigilancia ambiental. Afio 2006

La totalidad de las muestras de aguas cloacales colectadas durante el afio 2006 (n=52)
resultaron positivas para RV-A mediante RT-PCR seguida de heminested PCR para
genotipos G. Mas de un tipo G fue detectado en el 67.3% (n=35) de las muestras,
contabilizando un total de 115 G tipos. El genotipo G1 fue revelado como el mas prevalente
(28.7%), seguido por el genotipo G3 (20.9%). Los genotipos G2, G4 y G9 fueron detectados
en frecuencias similares de circulacion (G2 15.7%, G4 18.3% y G9 15.7%). El genotipo G8
sélo fue hallado en una muestra cloacal (0.9%) y no se observd circulacion de los genotipos
G5, G11 y G12 (Figura 26B).
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25,7% 20,9%

Figura 26. Distribucién proporcional comparativa de genotipos G de rotavirus detectados en

muestras (A) clinicas y (B) cloacales, obtenidas durante el afio 2006.

Perfil estacional de G tipos de RV-A identificados por vigilancia clinica y ambiental

De las 50 muestras clinicas RV-A positivas colectadas en el afio 2006, 3 fueron
obtenidas durante las estaciones célidas del afio (verano y primavera) y 47 durante las
estaciones frias (otofio e invierno). Por otra parte, de las 52 muestras de aguas cloacales
colectadas durante el mismo periodo, 26 fueron obtenidas durante las estaciones calidas y
26 durante las estaciones frias. Debido al bajo nimero de muestras clinicas RV-A positivas
obtenidas durante los meses calidos, se realiz6 la comparacion de genotipos detectados por
ambos sistemas de vigilancia sélo en muestras obtenidas durante el periodo frio. Durante
este periodo, ambos sistemas de vigilancia detectaron a los genotipos G1 y G3 como los mas
prevalentes, seguidos por el genotipo G4. Los genotipos G2 y G9 también fueron revelados
en tasas de circulacion comparables por ambos sistemas de monitoreo. El genotipo inusual
G8 solo fue detectado mediante el monitoreo de cloacas, sin observarse su presencia
mediante el muestreo clinico (Figura 27). Los resultados obtenidos indican que no hay
diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) entre el andlisis de distribucién de
genotipos G de RV-A a partir de muestras clinicas y cloacales. Debido al bajo numero de

muestras G8 positivas, no fue posible incluir a este genotipo en el analisis estadistico.
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Figura 27. Distribucion proporcional de genotipos G de rotavirus detectados en muestras

clinicas (n=66) y cloacales (n=64) durante las estaciones frias del afio 2006.

La deteccion de RV-A en muestras ambientales durante todo el periodo estudiado
(meses frios y meses célidos) permitié el analisis comparativo de los genotipos de acuerdo al
periodo estacional en el que las muestras fueron colectadas (Figura 28). Los resultados
muestran que no hay diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) entre la distribucion
proporcional de genotipos G1-G4 y G9 de RV-A identificados en muestras cloacales
colectadas durante los meses frios y célidos del afo. El genotipo inusual G8 sdélo fue
detectado en una muestra correspondiente al periodo frio, mientras que no se observé

deteccién del mismo durante el periodo calido.
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Figura 28. Distribucion proporcional de genotipos G de rotavirus detectados en muestras

cloacales durante los periodos frio (n=64) y calido (n=55) del afio 2006.
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Discusion

Numerosos estudios han reportado el perfil de circulacion de genotipos de RV-A en
diferentes regiones del mundo, basandose en el andlisis de materia fecal de pacientes
sintométicos (Matthijnssens y col., 2008; Annarita y col., 2010; Mukherjee y col., 2010). Este
tipo de muestreo requiere la intervencion médico-hospitalaria e incluye so6lo pacientes con
sintomatologia lo suficientemente severa como para demandar atenciobn médica. En este
sentido, los sistemas de vigilancia ambiental, en particular el monitoreo de aguas cloacales,
podria resolver las limitaciones de la vigilancia basada en individuos enfermos, permitiendo
acceder a una muestra poblacional de excrecién de virus en la que estan incluidos individuos
sintométicos de distintas categorias clinicas y asintoméaticos. Cabe sefialar que la planta de
tratamiento de efluentes cloacales de la ciudad de Cdérdoba sirve a aproximadamente el 61%
de la poblacién local. Por lo tanto, es razonable asumir que el andlisis de genotipos en las
cloacas reflejaria la diversidad local de RV-A. De este modo, la vigilancia ambiental resulta
ideal para la caracterizacion de cepas de RV-A que circulan en una regién en un periodo
determinado.

Lo original del trabajo realizado respecto a otros estudios que analizan la presencia de
RV-A en aguas cloacales (Villena y col., 2003a; Ferreira y col., 2009; Kamel y col., 2010)
consiste en que éste se centra en la evaluacién comparativa de los sistemas de vigilancia de
rotavirus clinica y ambiental, observando una correlacion entre los resultados obtenidos por
los mismos. Ambos sistemas revelaron en la ciudad de Cérdoba a los genotipos G1 y G3
como los dominantes, seguidos por los tipos G4 y G9. Cabe destacar que si bien G1 fue
identificado con una frecuencia significativa, ésta fue menor a la identificada durante los 25
afos de estudio previamente detallados (periodo 1979-2003: media de frecuencia 56.2%,
rango 33.3-66.7%; afio 2006: vigilancia clinica 28.8%, vigilancia ambiental 26.6%). Los
genotipos G3 y G9 fueron detectados en altas tasas de circulacion por ambos sistemas de
monitoreo, observandose un incremento significativo de estos genotipos respecto al periodo
de 25 afos antes estudiado (periodo 1979-2003: G3 media de frecuencia 2.1%, rango O-
6.3%; G9 media de frecuencia 0.6%, rango 0-40%; afio 2006: G3 media de frecuencia 23.8%,
G9 15.4%). El incremento significativo en la deteccion del tipo G9 no es sorprendente si se
considera la emergencia global durante la Ultima década de este genotipo (Santos y Hoshino,
2005; van Zyl y col., 2006; Parez, 2008). Resultados similares en la modificacion del patrén
de prevalencia de genotipos de RV-A fueron reportados en otros paises limitrofes de la
Argentina, observandose una disminucion en la circulacion del genotipo G1 y el concomitante
incremento en la frecuencia de los genotipos G3 y/o G9 (Martini y col., 2008; Martinez y col;
2010). Por otra parte, ambos sistemas de vigilancia detectaron la presencia del tipo G2 en

tasas de circulacion similares a las obtenidas durante los 25 afios de estudio (periodo 1979-
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2003: media de frecuencia 9.9%, rango 0-41.7%; afio 2006: media de frecuencia 10.0%). El
genotipo inusual G8 fue solo detectado en una muestra cloacal pero no en muestras clinicas.
La ausencia de deteccion de este genotipo mediante la vigilancia clinica podria deberse a
que el muestreo clinico abarcé un nimero significativamente menor de individuos excretores
del virus respecto al muestreo ambiental. Es de destacar que el sistema de monitoreo
ambiental de rotavirus no detectd circulacion de los genotipos inusuales G5, G11 y G12
durante el afio estudiado. Esto sugeriria que los G tipos inusuales no tendrian una
participacion etiolégica importante en la diarrea por RV-A en Cérdoba. Los resultados
obtenidos indican que el analisis del agua residual urbana (representando un muestreo
poblacional) y una vigilancia clinica acotada (que solo representa una pequefia parte de la
punta visible del iceberg de infeccidén por rotavirus) son fuentes alternativas y comparables
para el estudio de la distribucién de G tipos que circulan en una comunidad. La pequefa
punta visible del iceberg en el muestreo clinico hace referencia a que las muestras fecales
fueron colectadas de un Gnico centro asistencial y de pacientes en el rango clinico de
sintomatologia severa. Sin embargo, el muestreo clinico acotado refleja la circulacién de G
tipos poblacional, sugiriendo que la circulacion de genotipos de rotavirus en la poblacién
sintomética y asintomatica seria comparable.

Es también importante puntualizar las limitaciones del muestreo ambiental. Por un lado,
pueden existir fluctuaciones diarias en la diversidad de G tipos en las aguas cloacales (Hejkal
y col., 1984), por lo que seria posible que la deteccion de G tipos de RV-A varie si las
muestras fueran obtenidas en diferentes momentos del dia. Para minimizar estas
fluctuaciones, en el presente estudio las muestras cloacales fueron siempre colectadas en el
mismo horario, entre las 9 y 11 am, lo cual corresponderia a la méxima tasa de excrecion
fecal de la poblacion (basado en comunicacién personal con el responsable de la planta de
tratamiento de efluentes cloacales de la ciudad de Cérdoba, en base a resultados del andlisis
de coliformes fecales y totales). Otra limitacion del muestreo ambiental reside en las
variaciones temporales del volumen de liquido residual que recibe el sistema de cloacas,
especialmente durante las estaciones secas y humedas. Estas fluctuaciones en el caudal del
afluente cloacal se deben principalmente al agua de lluvia que escurre por las alcantarillas y
desemboca finalmente en la planta de depuracion. Esta variable podria influir en los
resultados del andlisis de virus, sin embargo se detecté RV-A en todas las muestras
colectadas a lo largo del periodo estudiado.

Estudios clinico-epidemiol6gicos de RV-A indican la presencia de un patrén estacional
caracteristico, con un incremento significativo en la incidencia de diarreas por RV-A durante
los meses frios (Ansari y col., 1991; Koopmans y Brown, 1999). Esto se vio reflejado en el
presente estudio por la demanda significativamente mayor de atencion médica por diarrea

por RV-A durante el periodo frio del afio. Este patrén no fue observado mediante la vigilancia
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ambiental, donde RV-A fue detectado en todas las muestras analizadas a lo largo del afio,
mostrando una distribucién de genotipos G similar durante los dos periodos estacionales. Por
lo tanto, la vigilancia ambiental destaca la circulacion continua de RV-A durante todo el afio.
Estos resultados contrastan con la informacion reportada por Mehnert y Stewien (1993) y
Hejkal y col. (1984), quienes detectaron variaciones estacionales cualitativas en la circulacion
de RV- A en Brasil y EEUU, respectivamente. Por el contrario, los resultados obtenidos en
Cérdoba concuerdan con estudios realizados en Barcelona y El Cairo (Bosch y col., 1988;
Villena y col., 2003a) en los que se detectd la circulacién continua de RV-A a lo largo del afio.
A su vez, un trabajo realizado también en Barcelona revel6 la ausencia de un patron
estacional cualitativo de RV-A en el agua residual de dicha ciudad, pero una marcada
variacion estacional en la concentracién viral (Villena y col., 2003b). Cabe resaltar, que el
estudio realizado en Cdérdoba es cualitativo, por lo que un andlisis cuantitativo seria Gtil para
interpretar la discrepancia entre la ausencia de variacion estacional en el ambiente y el pico
de incidencia de diarreas por RV-A durante los meses frios.

Es de destacar que unos pocos estudios han comparado la deteccién de genotipos de
RV-A mediante los sistemas de vigilancia clinica y ambiental. Un trabajo reciente realizado en
El Cairo establecié una correlacion entre los genotipos de RV-A y la presencia concomitante
del virus en el ambiente (Kamel y col., 2009). Del mismo modo, un estudio epidemiolégico de
virus entéricos en Francia mostré alta homologia nucleotidica entre los genotipos de RV-A
detectados en muestras ambientales y los identificados en muestras clinicas (Arraj y col.,
2008). Otros estudios comparativos de monitoreos clinicos y ambientales basados en la
vigilancia de enterovirus han demostrados también tasas similares en la deteccion viral
(Sellwood y col., 1981; Payment y col., 1993; Sedmak y col., 2003). El presente trabajo es el
primero en las Américas que analiza la epidemiologia ambiental de RV-A y su correlacion
genotipica con las cepas virales aisladas de pacientes con diarrea.

La vigilancia ambiental a partir de aguas cloacales mostré ser satisfactoria para el
monitoreo de circulacion de RV-A. Es asi que la deteccién de virus por técnicas de biologia
molecular en aguas residuales seria una fuente alternativa al muestreo clinico para describir
y caracterizar las variantes genotipicas de RV-A en la naturaleza, como asi también para

detectar la emergencia de nuevas cepas.
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Analisis filogenético de genotipos: inferencias evolutivas de rotavirus grupo A

Filogeniadel genotipo G1

Dado que el genotipo G1 fue el mas prevalente en la ciudad de Cérdoba a lo largo de
los 28 afios de estudio (1979-2006), resulta de interés investigar el patrén de evolucion
genética y antigénica de este genotipo. La informacion obtenida permitira profundizar los
conocimientos respecto a los mecanismos naturales de distribucion y seleccion de cepas de
RV-A en la naturaleza.

Con este objeto, se secuencio la region codificante del gen VP7 de 16 cepas de
genotipo G1, colectadas durante el periodo 1980-2006. Las muestras G1 seleccionadas
correspondieron a infecciones simples, de manera de poder analizar el gen completo de la
VP7.

Las cepas G1 aisladas en Cordoba mostraron una alta identidad en sus secuencias
nucleotidica (rango: 93.4% - 100%) (Tabla 12). Esta identidad fue mas acentuada entre
cepas aisladas en una misma década. Asi, la identidad nucleotidica entre cepas aisladas en
la década del ‘80 fue >97.0%, en la década del '90, >95.8%, y en la década del ‘00,>98.3%.
El porcentaje de identidad nucleotidica entre las cepas aisladas en Cordoba y las cepas
vacunales (RIX4414 y WI79-9), estuvo en un rango entre el 92.2% y el 94.9%. La similitud
nucleotidica entre las cepas aisladas en Cérdoba por décadas respecto a las cepas
vacunales fue >93.0% en la década 1980, >92.5% en la década 1990, y >92.2% en la década
2000.

El analisis filogenético reveld que todas las cepas G1 de los afios 1980s agruparon
dentro del linaje IV, las aisladas en los afios 1990s agruparon en los linajes | y Il, y entre los
afos 2000 y 2006 las cepas agruparon sélo en el linaje I. Ninguna de las cepas aisladas en

Cérdoba correspondio al linaje 111, el cual retne las cepas vacunales (Figura 29).
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Afios 1980s Afios 1990s Afios 2000s Vacunales
[ | | | | ] [ |

Secuencia ARGA1l ARGA20 ARG171 ARG185 ARG747 ARG748 ARG1293 ARG1345 ARG1347 ARG1349 ARG1368 ARG1427 ARG1432 ARG1433 ARG1437 ARG1442 RIX4144 WI79-9

ARGA11 ID 0,996 0992 0994 0977 0976 0941 0,954 0,94 0,94 0,937 0942 0943 0,939 0,94 0,94 0,94 0,937
ARGA20 0,996 ID 0,988 0992 0975 0974 0943 0954 00942 0942 0939 0944 0945 0941 0942 0942 0,938 0,935
ARG171 0,992 0,988 ID 0,989 0,971 0,97 0935 0949 0935 00935 0934 0936 0937 0934 0935 0935 0,933 0,93
ARG185 0,994 0,992 0,989 ID 0975 0976 00937 0952 0936 0936 0935 00938 0939 0935 0936 0936 0936 0,934
ARG747 0977 0975 0971 0,975 ID 0,999 0,95 0,966 0949 0951 00946 0951 0951 0,948 0,949 0,949 0,949 0,946
ARG748 0,976 0,974 0,97 0,976 0,999 ID 0,949 0,965 0,948 0,95 0,946 0,95 0951 0,947 0948 0948 0,948 0,945
ARG1293 0,941 0,943 0,935 0,937 0,95 0,949 ID 0959 0,999 0,999 098 0997 0998 0994 0995 0995 0931 0,926
ARG1345 0,954 0,954 0,949 0952 0,966 0965 0,959 ID 0,958 0,96 0,955 0,958 0,959 0,955 0956 0956 0,938 0,935

ARG1347 0,94 0,942 0935 0936 0949 0948 0999 0,958 ID 0,998 0,985 0,996 0997 0993 0994 0,994 0,93 0,925

ARG1349 0,94 0942 0935 0936 0,951 0,95 0,999 0,96 0,998 ID 0,985 0,996 0,997 0,993 0994 0994 0932 0,927
ARG1368 0,937 0939 0934 00935 00946 0946 0986 0955 0,985 0,985 ID 0985 0986 0983 0983 0983 0927 0,922
ARG1427 0,942 0,944 0936 0938 0,951 0,95 0,997 0958 0,996 0,996 0,985 ID 0,999 0,995 0996 0996 0932 0,927
ARG1432 0,943 0,945 0937 0939 0951 0951 0998 0959 0,997 0997 0,986 0,999 ID 0,996 0997 0997 0933 0,928
ARG1433 0,939 0941 0934 0935 0948 00947 0994 0955 0,993 0,993 0983 0,995 0,996 ID 0,993 0993 0929 0,924

ARG1437 0,94 0,942 0935 0936 0949 0948 00995 0956 0,994 0,994 0983 00996 0,997 0,993 ID 1 0,93 0,925

ARG1442 0,94 0,942 0935 0936 0949 0948 0995 0956 0994 0,994 0983 0,996 00997 0,993 1 ID 0,93 0,925
RIX4144 0,94 0938 0933 00936 0949 0948 0931 0,938 0,93 0932 0,927 0932 00933 0,929 0,93 0,93 ID 0,991
WI79-9 0,937 0,935 0,93 0,934 0946 00945 0926 0935 0925 0927 0922 0927 0928 0924 0925 0925 0,991 ID

Tabla 12. Porcentajes de similitud nucleotidica entre cepas G1 de RV-A detectadas en Cérdoba, Argentina, durante el periodo 1980-2006

(designadas ARG + numero) y cepas G1 vacunales. La cepa RIX4414 corresponde a la vacuna monovalente Rotarix® (van Doorn y colab.,

2009) y la cepa WI179-9 a la vacuna pentavalente Rotateq® (Clark y colab., 2004a).
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Figura 29. Arbol filogenético mostrando los cuatro linajes descriptos en el mundo para el
genotipo G1 de RV-A. El arbol fue construido por el método de Neighbor-Joining usando
Kimura 2-pardmetros como modelo de sustitucién, los valores de boostrap inferiores a 75% no

se muestran. Las cepas detectadas en Cérdoba se indican con circulos en verde (afios 1980s),
rojo (aflos 1990s) y azul (afios 2000). La cepa RIX4414 corresponde a la vacuna Rotarix® y

la cepa WI79-9 a la vacuna Rotateq®. La barra indica la distancia que representa 1% de

divergencia.
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Con el fin de evaluar si las diferencias nucleotidicas entre las cepas de Cdrdoba y entre
éstas y las cepas G1 de las vacunas licenciadas corresponden a mutaciones no silentes, se
realiz6 la comparacion de las secuencias aminoacidicas deducidas del gen codificante para
la VP7.

El alineamiento de las cepas G1 circulantes en Coérdoba entre los afios 1980 y 2006
mostré una identidad aminoacidica entre ellas y con las cepas vacunales >93.2% (Tabla 13).
En base a las secuencias aminoacidicas de VP7 se construyd un arbol filogenético que
resultd en una distribuciébn de linajes comparable a la obtenida mediante el analisis
nucleotidico de las cepas (gréfico no presentado).

Se observo una alta conservacion de secuencia aminoacidica entre cepas del mismo
linaje y mutaciones puntuales respecto a cepas de otros linajes. Las sustituciones
aminoacidicas entre cepas de distintos linajes fueron reveladas no sélo en regiones variables
sino también en regiones conservadas de la VP7. Se observaron algunas mutaciones propias
de un determinado linaje y otras mutaciones que no pudieron asociarse a linajes ni décadas
de circulacion de cepas. El analisis detallado de las sustituciones aminoacidicas indicé que
todas las cepas de linaje | (cepas que circularon en los afios '90s y ‘00s) presentaron
cambios dentro de las regiones variables (VR) respecto a todas las cepas de linaje IV que
circularon en Coérdoba durante la década de los '80 en las siguientes posiciones
aminoacidicas: VR3, 37 (Ser—Phe), 41 (Thr—Ser), 49 (Arg—Lys); VR4, 66 (lle—Val), 75
(le—Val); VR6, 123 (Ser—Asn); y VR8, 217 (Met—Thr). Ademas, todas las cepas de linaje |
presentaron mutaciones puntuales respecto a algunas de las cepas de linaje IV en las
siguientes posiciones aminoacidicas: VR1, 16 (Val o Asp—lle); VR4, 68 (Thr o Ala—Ser); y
VR5, 96 (Val—Gly). Asimismo, se observaron mutaciones que no fueron caracteristicas de
todas las cepas de linaje I: VR5, 94 (Ser—Asn); y VRS, 212 (Val-lle), 219 (Ala—Thr). De
todas las mutaciones detalladas, las correspondientes a los residuos aminoacidicos 94, 96,
212, 217 y 219 estan ubicadas en regiones identificadas como altamente antigénicas en la
proteina VP7. La cepa de linaje Il (década del '90) en su secuencia aminoacidica se asemejo
mas a las cepas de linaje IV que a las de linaje I. Asi, mostré 9 sustituciones en regiones
variables respecto al linaje | y 7 respecto al linaje IV. Las sustituciones reveladas respecto a
todas las cepas del linaje IV fueron en las siguientes posiciones aminoacidicas: VR3, 41
(Thr—Ser); VR4, 66 (lle—Val); y VR8, 217 (Met—lle). Respecto a algunas cepas de linaje IV
se observaron también las mutaciones puntuales: VR1, 16 (Val o Asp—lle); VR4, 68 (Thr o
Ala—Ser); VRS, 94 (Ser—Asn), 96 (Val—Gly); y 291 (Arg—Lys). Las cepas vacunales (cepas
de los afos 1970s), revelaron las siguientes mutaciones respecto a todas las cepas de
Cérdoba en las siguientes regiones variables identificadas como importantes desde el punto
de vista antigénico: VR5-region antigénica A, 97 (Glu—Asp), VR7-region antigénica B, 141
(Leu—Phe, sdlo la cepa vacunal WI179-9), 147 (Asn—Ser); y VR8-region antigénica C, 218

(Val—lle). Respecto a algunas cepas de Cordoba, las cepas vacunales mostraron cambios
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en la regidn antigénica A, 94 (Ser—Asn), 96 (Val—Gly); region antigénica C, 212 (lle—Val),
217 (lle o Thr—Met); y regién antigénica D, 291 (Arg—Lys) (Figura 30).
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Linaje IV Linaje 1l Linaje | Vacunales
I I I | | |

Secuencia ARGA11l ARGA20 ARG171 ARG185 ARG747 ARG748 ARG1345 ARG1293 ARG1347 ARG1349 ARG1368 ARG1427 ARG1432 ARG1433 ARG1437 ARG1442 RIX4414 WI79-9

ARGA11 ID 0,996 0987 0987 0978 0,975 0,972 0,96 0,957 0,957 0,95 0,96 0,963 0,96 0,96 0,96 0,953 0,95
ARGA20 0,996 ID 0,984 0,99 0,981 0978 0,975 0,963 0,96 0,96 0,93 093 096 093 0963 0,963 0,957 0,953
ARG171 0,987 0,984 ID 0,978 0,969 0,966 0,963 0,95 0,947 0,947 0,947 0,95 0,953 0,95 0,95 0,95 0,944 0,941
ARG185 0,987 0,99 0,978 ID 0,972 0975 0,966 0,953 0,95 0,95 0,944 0,953 0,957 0953 0953 0,953 0,947 0,944
ARG747 0,978 0,981 0,969 0,972 ID 0,996 0,981 0,953 0,95 0,957 0944 0953 0957 0,953 0,953 0,953 0,963 0,96
ARG748 0,975 0,978 0,966 0,975 0,996 ID 0,978 0,95 0,947 0,953 0,941 0,95 0,953 0,95 0,95 0,95 0,96 0,957
ARG1345 0,972 0975 0963 0966 0981 0,978 ID 0,96 0,957 0,963 0,95 0,96 0,963 0,96 0,96 0,96 0,953 0,95
ARG1293 0,96 0,963 0,95 0,953 0,953 0,95 0,96 ID 099 099 0984 0993 099% 0,993 0,993 0,993 0,95 0,941
ARG1347 0,957 0,96 0,947 0,95 0,95 0,947 0,957 0,996 ID 0,993 0,981 0,99 0,993 0,99 0,99 0,99 0,947 0,938
ARG1349 0,957 0,96 0,947 0,95 0,957 0,953 0963 0996 0,993 ID 0,981 0,99 0,993 0,99 0,99 0,99 0,953 0,944
ARG1368 0,95 0,953 0,947 0944 0944 0,941 0,95 0,984 0,981 0,981 ID 0,984 0987 0984 0984 0,984 0,941 0,932
ARG1427 0,96 0,963 0,95 0,953 0,953 0,95 0,96 0,993 0,99 0,99 0,984 ID 0,996 0,993 0,993 0,993 0,95 0,941
ARG1432 0963 0966 0953 0957 0957 0953 0963 0996 0,993 0,993 0,987 0,996 ID 0,996 0,99 0996 0,953 0,944
ARG1433 0,96 0,963 0,95 0,953 0,953 0,95 0,96 0,993 0,99 0,99 0,984 0,993 0,996 ID 0,993 0,993 0,95 0,941
ARG1437 0,96 0,963 0,95 0,953 0,953 0,95 0,96 0,993 0,99 0,99 0,984 0,993 0,996 0,993 ID 1 0,95 0,941
ARG1442 0,96 0,963 0,95 0,953 0,953 0,95 0,96 0,993 0,99 0,99 0,984 0,993 0,996 0,993 1 ID 0,95 0,941
RIX4414 0,953 0,957 0,944 0,947 0,963 0,96 0,953 0,95 0,947 0,953 0,941 0,95 0,953 0,95 0,95 0,95 ID 0,984

WI79-9 0,95 0,953 0,941 0,944 0,96 0,957 0,95 0,941 0938 0944 0932 0941 0944 0941 0941 0941 0,984 ID

Tabla 13. Porcentajes de similitud aminoacidica entre cepas de RV-A de genotipo G1 detectadas en Cérdoba, Argentina entre los afios 1980-

2006 y cepas G1 vacunales.



[

VR2

VR3

4
.

20

&0 7

a0

ARGAT1
ARGAZ0
ARG171
ARG18
ARGT47
ARG744

1T

PR PP R I BT BT R
VALFALTRAGNYGLNLPITGSMDTIYTNSTQ

ARG1345

ARG1293
ARG1347
ARG1349
ARG1368
ARG1427
ARG1132
ARG1433
ARG1437
ARG1442

..... ST -
...... A. A ..
....... A.A..
....... ;" .~ .
..... - V.8,
....... W8 .
V.5
....... | LS T
. S .
....... Woos .
....... L T
....... WS

RIX4414

(Re

WIT9 9

VRS (A)

1

el
|

VR7 (B)

140 1150

(Ref)

I
(Ref)

an

ARCAT  LELVYRTEALTO PTTEVTIREYS EYRLVIiMR AN ELERCEL B IY
ARGAZD . .. .. .. . B e e e
ARGITT . .. e e Ce
ARGIES . .. ... L. e i 1 B8R Bl . 8 A R 1 R £ TR A i P8 B oAl
ARGTAT ... T
L ARG/ AN NG

MRGTS L e H.5 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e . e e e e e e
ARGIZO3 . . . . . .. .. (=3P N o . - e e
ARGIMT . ... BBl s b e 8 e et N o e e e e e e e e e e e e
ARGIMY . .. ... ... N Bt et e e e e e e e e e e N e e e e e e e e e e e e e e e
ARG1368 . . . e e T
ARGU2T . .. ... B e e A B A i R L
ARGIA2 . .. ... .- O
ARGUIZ . L B ot e e e e e e e N o e e e e e e e e e e
ARGUST . .. ... B v vttt e e N e e e e
Y | O
RG4S . . . . . . .. N.GD . .. .. .. ... N o . o e e e S . ... ...
LWI79.9 ) N.GD . T . I _S

180

(E)

190 200

VRS (C)

20
| -

220 l 230
L

VR (F)
| 240

ARGAT
ARGA20
ARG1T1

T I I I I T
NEWL CHPMD I TLYVYYOOSGESNHWISMGSSCTUVKVCPLN

L
TOTL(

N TR I )
COTTHNVDSFEMVAENEKLAIVDVVDG

. ]
THNHKINLT

BRGIBS o oovv mh smae tme e e e e b e e E e e RS R B e R e SR e e B R e e A A e R e &L B R R eRE a e
L
ARGT4E B4 s s s e v s s s s e s s s s poacy b womaw . s 8 s 8 s 4 s s w s e s s g e wos s vowowowap o gesowow s b o4 s s s s s v s e s s s .

RABCAZAE e e e e e e e e e I I A
ARG1253 } . v e s E e a e . e e . . .
BRGI34T . . . L E .o e e e e Ii... B
ARGIZER . . L L L e e e e e e e e e TH] mesmcoms e e s e o s s o
ARGUZT . . L e e e e e e e e e e e Tt bt b it M b R m
ARGII3Z L e e e e e e e e e e e e e e Tl e com - . i msm < s e
ARGIAIT . L e e e e e e 6 2
ARGIAAZ o L e i ITH] o o e i e o e s o
RIX4414 , f v e Winasaia e . wemaanl L T — P . AR - . '
wires L L P .

(Continta)




VR (F)
_l |

)

0 280 2490 300

310
| | 1 |

ARGAT1
ARGAZ0
ARG
ARG185
ARGT47
|ARGTE

1 .
ITTTCTIRNCKKL

PRENVAVIQV

| 1. | . 1 | ]
SNVLDITADPTTNPOTERMMRVNWKRWWONEYTIVDY I N

QIVOVMSKRSRSLNSA

ARG1345

ARG1293
ARG1347
ARG1349
ARG1368
ARG1427
ARG1432
ARG1433
ARG1437
ARG1442

RIX4414

WIT9-9

325

ARGATT L
HRGA20

ARGTT1 ..
LRGISS L. .
CTETCT O
\RGT: _

Il [shotus L
ARG1293

ARG1347

ARGT} . . . ...
ARGIGB . . . . S,

| |ARG1427

ARG1432

ARGIIZ ... ..
ARGIIT . 1. ..
ARGI2 . 1. ..
RIX1414 .
WI79s  s. ...

YRY

Il
(Ref)

Figura 30. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida de la VP7 de las cepas G1
circulantes en Cérdoba entre los afios 1980-2006 y las cepas vacunales RIX4414 y WI|79-9.
Los residuos aminoacidicos conservados se representan con puntos. Los linajes
correspondientes para cada muestra se indican con recuadros de color (verde: linaje IV, rojo:
linaje Il, azul: linaje I, celeste: linaje Ill, cepas vacunales). Se indican las regiones variables de
la proteina VP7 con las iniciales VR, y las regiones antigénicas A-F en letras entre

paréntesis.



Con el fin de evaluar si las sustituciones aminoacidicas observadas en los sitios
antigénicos de diferentes cepas afectan la estructura de la proteina VP7, se realizé la
prediccion de la estructura secundaria de la VP7 de las cepas G1 que circularon en Coérdoba,
como asi también de las cepas vacunales. Dicho estudio reveld que las mutaciones en las
siguientes regiones antigénicas y posiciones de aminodcidos: regién antigénica A, 94
(Ser—Asn), 96 (Val—Gly); region antigénica B, 141 (Leu—Phe), 147 (Ser—Asn); region
antigénica C, 212 (Val—lle), 217 (Met—lle—Thr), 218 (Val—lle), 219 (Ala—Thr); y region
antigénica D, 291 (Arg—Lys), no modificaron la estructura secundaria de la proteina. La
sustitucion aminoacidica 97 (Glu—Asp) en cepas vacunales respecto a las de circulacién
local, ubicada en la regién antigénica A, resulté en una modificacion estructural que altera

la longitud de la hélice a presente en esa region proteica (Figura 31).
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Figura 31. Representacién esquematica de las estructura secundaria predicha para las cepas
G1 circulantes en Cérdoba y las cepas G1 vacunales. Con un recuadro en rojo se indica el
residuo aminoacidico 97 implicado en la mutacién Glu—Asp que resulta en una modificacion
de la estructura secundaria de la VP7.



Sobre un diagrama en cinta del monémero de la proteina VP7 (Figura 32B) se localizaron
los residuos aminoacidicos que mostraron sustituciones entre las variantes de G1 que circularon
en Cordoba, y entre éstas y las cepas vacunales. La ubicacion de los residuos en la estructura
tridimensional de la proteina VP7 facilita la vision de la exposicion de los seis sitios con
diferencias aminoacidicas entre cepas (Figura 32B). En la Figura 32A se indica la ubicacion de las
proteinas VP7 y VP4 en la estructura del virion y en diagrama en cinta ampliado, el trimero de la

proteina VP7 y la asociacién estructural VP7-VP4.

Leyenda
Q) - heélice a
= lamina B
— espiral

e

Figura 32. Estructura de la proteina VP7 de RV-A. (A) Representacion esquematica del virion
completo, resaltando en el recuadro ampliado un diagrama en cinta de un trimero de la proteina
VP7. (B) Estructura tridimensional en cinta de un monémero de VP7, indicando la ubicacion

de los residuos aminoacidicos expuestos en los que se observaron mutaciones.



Filogenia del genotipo G9

El genotipo G9 atrae especial atencibn dado que tiene una historia natural de
circulacion emergente en humanos. En Cérdoba, este genotipo fue identificado desde el
afio 1980 en bajos niveles de circulacién, incrementandose su deteccion desde el afio 2000
(ver resultados Perfil genotipico y dindmica natural de circulacién de rotavirus grupo A en
Cérdoba, Argentina. Periodo 1979-2003). Por este motivo, resultd de interés analizar las
relaciones evolutivas entre las cepas G9 de Cérdoba y compararlas con las cepas G9
aisladas en distintos paises.

Para esto se secuencié parcialmente la region codificante del gen VP7 de 19 cepas de
RV-A del genotipo G9, aisladas en Coérdoba entre los afios 1980-2006. Debido a que la
mayor parte de las muestras (>80%) correspondieron a coinfecciones con otros G tipos, se
secuencié solo la region correspondiente al producto de amplificacién especifico del genotipo
G9 (heminested-PCR con el par de primers G9 y End9, nucleétidos 756 a 1062).

Las secuencias obtenidas mostraron una alta identidad nucleotidica entre ellas
(rango: 98.3% - 100%) (Tabla 14). Todas las cepas G9 de Cérdoba, que circularon durante el
periodo 1980-2006, agruparon dentro del linaje 1ll, mostrando un alto porcentaje de similitud
nucleotidica con cepas aisladas en distintas partes del mundo (>94%). Ninguna de las cepas
G9 identificadas en Coérdoba en los afios 1980s agrupdé en los clusters que definen los linajes

I'y Il de cepas G9 aisladas en el mundo durante la misma década (Figura 33).



Afios 1980s Afios 1990s Afios 2000s

I | | I
Secuencia ARG184 ARG029 ARG545 ARGO045 ARGI1277 ARGO01 ARGO14 ARG004 ARG007 ARG009 ARG023 ARG026 ARG052 ARGO70 ARG1674 ARG064 ARG066 ARG068 ARG080
ARG184 ID 1 0,99 1 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 1 1 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARG029 1 ID 0,99 1 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 1 1 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARG545 0,99 0,99 ID 099 099 099 099 099 098 0,99 0,99 0,99 0,99 099 0996 0993 0,98 1 1
ARGO045 1 1 0,99 ID 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 1 1 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARG1277 0,993 0,993 0,996 0,993 ID 0,993 1 0,993 099 0993 0993 0993 0,993 0,993 1 0,996 0,983 0,996 0,996
ARGO01 1 1 0,99 1 0,993 ID 0,993 1 0,996 0,993 1 1 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARGO14 0,993 0,993 0,996 0,993 1 0,993 ID 0,993 099 0993 0993 0993 0,993 0,993 1 0,996 0,983 0,996 0,996
ARGO004 1 1 0,99 1 0,993 1 0,993 ID 0,996 0,993 1 1 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARGO07 0,996 0,996 0986 0996 099 0996 099 0,996 ID 0,996 0,996 0,996 0996 0996 099 0993 0993 0,986 0,986
ARGO09 0,993 0,993 099 0993 0,993 0993 0993 0,993 0,996 ID 0,993 0,993 0,993 0993 0,993 0,99 0,99 0,99 0,99
ARG023 1 1 0,99 1 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 ID 1 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARG026 1 1 0,99 1 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 1 ID 1 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARGO052 1 1 0,99 1 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 1 1 ID 1 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARGO70 1 1 0,99 1 0,993 1 0,993 1 0,996 0,993 1 1 1 ID 0,993 0,996 0,99 0,99 0,99
ARG1674 0,993 0,993 0,996 0,993 1 0,993 1 0,993 099 0993 0993 0993 0,993 0,993 ID 0,996 0,983 0,996 0,996
ARGO64 0,996 0,996 0993 0996 0,996 0,996 0996 0,996 0,993 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 ID 0,986 0,993 0,993
ARGO066 0,99 0,99 0,98 099 0983 099 0983 099 0993 0,99 0,99 0,99 0,99 099 0,983 0,986 ID 0,98 0,98
ARGO068 0,99 0,99 1 099 099 099 099 099 098 0,99 0,99 0,99 0,99 099 0996 0993 0,98 ID 1
ARG080 0,99 0,99 1 099 0996 099 099 099 0986 0,99 0,99 0,99 0,99 099 0996 0993 0,98 1 ID

Tabla 14. Porcentajes de similitud nucleotidica de cepas G9 de RV-A detectadas en Cérdoba, Argentina, durante el periodo 1980-2006.
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Figura 33. Arbol filogenético mostrando los seis linajes descriptos a nivel mundial para el
genotipo G9 de RV-A. El arbol fue construido por el método de Neighbor-Joining usando
Kimura 2-pardmetros como modelo de sustitucién, los valores de boostrap inferiores a 75% no
se muestran. Los rotavirus detectados en Cérdoba se indican con circulos en verde (afios
1980s), rojo (afios 1990s) y azul (afios 2000). La barra indica la distancia que representa 1% de

divergencia.
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Con el objeto de analizar si las diferencias nucleotidicas entre las cepas de circulacion
local se traducirian en cambios aminoacidicos, se realizo la comparacion de las secuencias
aminoacidicas deducidas de la regién parcial del gen de la VP7 que codifica para el genotipo
G9. El alineamiento de las cepas G9 circulantes en Cérdoba entre los afios 1980 y 2006
mostré una identidad aminoacidica >96.6, y >92.2% respecto a las cepas de linaje Il del
mundo (Tabla 15). En base a las secuencias aminoacidicas de VP7 se construyé un arbol
filogenético que resulté en una distribucion de linajes comparable a la obtenida mediante el
andlisis nucleotidico de las cepas.

Se observd una alta conservacion de secuencia aminoacidica entre las cepas de
circulacion local y sélo algunas de ellas presentaron sustituciones aminoacidicas puntuales
en regiones antigénicas (Figura 34). Asi, las cepas aisladas en Cérdoba ARG545 (afio 1984),
ARGO068 y ARGO080 (afio 2006) revelaron la sustitucion aminoacidica 242-Thr—Asn,
correspondiente a la regién antigénica F. La sustitucibn antes mencionada fue también
observada en la mayoria de las cepas G9 de linaje Ill que circularon en otros paises del
mundo. Particularmente, una cepa aislada en India mostré en esta posicion aminoacidica el
reemplazo de Thr—Gly. No se observaron modificaciones en la regién antigénica D (residuo
291).
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Linaje IIl - Cérdoba

Linaje lll - Mundo

Secuencia ARG184 ARG029 ARG545 ARG045 ARG1277 ARG001 ARG014 ARG004 ARG007 ARG009 ARG023 ARG026 ARG052 ARGO70 ARG1674 ARG064 ARGO066 ARG068 ARG080  INL1 BD524 R44 R143  Mc345
ARG184 ID 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 098 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG029 1 ID 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG545 0,988 0,988 ID 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0988 098 0988 0988 098 098 0,966 1 1 0,944 0,988 0,988 1 1
ARG045 1 1 0,988 ID 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 098 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG1277 1 1 0,988 1 ID 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG001 1 1 0,988 1 1 ID 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG014 1 1 0,988 1 1 1 ID 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG004 1 1 0,988 1 1 1 1 ID 0,988 0,988 1 1 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARGO0O7 0,988 0988 0977 098 098 0988 0988 0,988 ID 1 0988 0988 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0933 0966 0966 0977 0,977
ARGO0O9 0,988 0988 0977 098 098 0988 0988 0,988 1 ID 0988 0988 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0933 0966 0966 0977 0,977
ARG023 1 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 ID 1 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG026 1 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 ID 1 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG052 1 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 ID 1 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARGO070 1 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 ID 1 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG1674 1 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 ID 1 0977 0988 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARG064 1 1 0,988 1 1 1 1 1 0,988 0,988 1 1 1 1 1 ID 0977 098 0988 0944 0977 0977 098 0,988
ARGO66 0,977 0977 0966 0977 0977 0977 0977 0977 098 0988 0977 0977 0977 0977 0977 0977 ID 0966 0966 0922 0955 0,955 0966 0,966
ARGO68 0,988 0,988 1 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0988 098 0988 0988 098 098 0,966 ID 1 0,944 0,988 0,988 1 1
ARGO8O 0,988 0,988 1 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0988 098 0988 0988 098 098 0,966 1 ID 0,944 0,988 0,988 1 1
INLT 0,944 0944 0944 0944 0944 0944 0944 0944 0933 0933 0944 0944 0944 0944 0944 0944 0922 0,944 0,944 ID 0,933 0933 0944 0,944
BD524 0977 0977 0988 0977 0977 0977 0977 0977 0966 096 0977 0977 0977 0977 0977 0977 0955 098 0,988 0,933 ID 0,977 0,988 0,988
R44 0977 0977 098 0977 0977 0977 0977 0977 0966 0966 0977 0977 0977 0977 0977 0977 0955 098 0988 0933 0,977 ID 0,988 0,988
R143 0,988 0,988 1 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0988 098 0988 0988 098 098 0,966 1 1 0,944 0,988 0,988 ID 1
Mc345 0,988 0,988 1 098 098 0988 0988 0988 0977 0977 0988 098 0988 0988 098 098 0,966 1 1 0,944 0,988 0,988 1 ID

Tabla 15. Porcentajes de similitud aminoacidica entre cepas de RV-A de genotipo G9 detectadas en Cérdoba, Argentina entre los afios 1980-

2006 y cepas G9 de linaje Il aisladas en distintos lugares del mundo.
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Figura 34. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida de la region parcial de la VP7
correspondiente a cepas G9 circulantes en Cordoba entre los afios 1980-2006 y cepas de linaje
[l de distintos lugares del mundo. Los residuos aminoacidicos conservados se representan con

puntos.

Con el fin de evaluar si la sustitucion aminoacidica observada en el sitio antigénico F

afecta la estructura de la proteina VP7 se realizé la prediccion de la estructura
secundaria de la VP7 de las cepas G9 que circularon en Coérdoba y otras regiones del
mundo. Dicho estudio reveldé que la mutacion 242-Thr—Asn/Lys no modificé la estructura

secundaria de la proteina G9-VP7 (Figura 35).
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Figura 35. Representacion esquematica de las estructuras secundarias predichas para las

cepas G9 circulantes en Coérdoba y las cepas G9 de distintos lugares del mundo. Con un

recuadro en rojo se indica el residuo aminoacidico implicado en la mutacién 242- Thr—Asn/Lys

ubicada en la region antigénica F.

Filogenia del genotipo P[8]

El genotipo P[8] es el més prevalente a nivel mundial y a nivel local (ver resultados Perfil

genotipico y dinamica natural de circulacién de rotavirus grupo A en Coérdoba, Argentina.

Periodo 1979-2003). Debido a que las vacunas contra rotavirus disponibles en el mercado

incluyen en su formulacion a este genotipo, es de especial interés el andlisis evolutivo del

mismo en la ciudad de Cérdoba.

Con este fin, se secuencio el fragmento VP8* y una pequefia porcion del fragmento
VP5* del gen de la VP4 de 7 cepas de RV-A del genotipo P[8], colectadas durante el periodo

1984-2003. Las muestras P[8] seleccionadas correspondieron a infecciones P tipo simples, de

manera de poder analizar el gen completo de la VP4.

Las cepas P[8] aisladas en Cérdoba mostraron una alta identidad en sus secuencias
nucleotidicas (rango: 90.8% - 98.9%) (Tabla 15).
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Afos 1980s Afos 1990s Afios 2000s Vacunal
\ [ | | I

Secuencia  ARG123 ARG616 ARG1280 ARG433 ARG1474 ARGS811 ARG1617 WI79-4

ARG123 ID 0,989 0,978 0,919 0,915 0,916 0,931 0,914
ARG616 0,989 ID 0,979 0,911 091 0,913 0,928 0,911
ARG1280 0,978 0,979 ID 0,908 091 0,908 0,923 0,908
ARG433 0,919 0,911 0,908 ID 0,985 0,973 0,966 0,97
ARG1474 0,915 091 091 0,985 ID 0,972 0,965 0,969
ARGS811 0,916 0,913 0,908 0,973 0,972 ID 0,977 0,971
ARG1617 0,931 0,928 0,923 0,966 0,965 0,977 ID 0,964
WI79-4 0,914 0,911 0,908 0,97 0,969 0,971 0,964 ID

Tabla 15. Porcentajes de similitud nucleotidica entre cepas P[8] de RV-A detectadas en

Cérdoba, Argentina, y la cepa W179-4 incluida en la vacuna Rotateq®.

La identidad nucleotidica entre cepas P[8] aisladas en la década del "80 fue >97.8%; en la década del
‘90, 98.5%; vy en la década del '00, 97.7%. El valor medio de identidad nucleotidica entre las cepas
aisladas en Cordoba y la cepa vacunal WI79-4 fue del 94.4%. El analisis filogenético revel6 que todas
las cepas P[8] locales de los afios 1980s agruparon dentro del linaje | y las aisladas en las décadas de

los 1990s y 2000s agruparon en el linaje 1l (Figura 36).
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Figura 36. Arbol filogenético mostrando los cuatro linajes descriptos a nivel mundial para el
genotipo P[8] de RV-A. El arbol fue construido por el método de Neighbor- Joining usando
Kimura 2-pardametros como modelo de sustitucion, los valores de boostrap inferiores a 75% no
se muestran. Los rotavirus detectados en Cordoba se indican con circulos en verde (afios
1980s), rojo (afios 1990s) y azul (afios 2000). La cepa WI79-4 corresponde a la vacuna

Rotateq®. La barra indica la distancia que representa 1% de divergencia.
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Con el fin de evaluar si las diferencias nucleotidicas entre las cepas de Cdrdoba y entre
éstas yla cepa P[8] vacunal corresponden a mutaciones no silentes, se realiz6 la
comparacion de las secuencias aminoacidicas parciales de la VP4,

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las cepas P[8] circulantes en
Cérdoba entre los afios 1984 y 2003 mostro una identidad entre ellas y con la cepa vacunal
>92.4% (Tabla 16). En base a las secuencias aminoacidicas de VP4 se construy6 un
arbol filogenético que resulté en una distribucion de linajes comparable a la obtenida

mediante el andlisis nucleotidico de las cepas (gréafico no presentado).

| Linaje | | Linaje 11 Vacunal
\ | |
Secuencia  ARGI23  ARG616  ARGI280  ARG433  ARG1474  ARGS811  ARGI617 WI79-4
ARG123 ID 0,986 0,982 0,941 0,941 0,931 0,931 0,931
ARG616 0,986 ID 0,976 0,928 0,928 0,924 0,924 0,924
ARG1280 0,982 0,976 ID 0,938 0,938 0,928 0,928 0,928
ARG433 0,941 0,928 0,938 ID 0,993 0,979 0,976 0,972
ARG1474 0,941 0,928 0,938 0,993 ID 0,979 0,976 0,972
ARGS811 0,931 0,924 0,928 0,979 0,979 ID 0,976 0,972
ARG1617 0,931 0,924 0,928 0,976 0,976 0,976 ID 0,962
WI79-4 0,931 0,924 0,928 0,972 0,972 0,972 0,962 ID

Tabla 16. Porcentajes de similitud aminoacidica entre cepas de RV-A de
genotipo P[8] detectadas en Cordoba, Argentina entre los afios 1984-2003 y

la cepa P[8] de la vacuna pentavalente Rotateq® (WI79-4).

Se observo una alta conservacion de secuencia aminoacidica entre cepas del mismo
linaje y mutaciones puntuales respecto a cepas de otros linajes. Se observaron algunas
mutaciones propias de un determinado linaje y otras mutaciones que no pudieron asociarse a
linajes ni décadas de circulaciobn de cepas. El andlisis detallado de las sustituciones
aminoacidicas indicé que todas las cepas de linaje Il (cepas que circularon en los afios '90s y
‘00s) presentaron sustituciones en las regiones variables respecto a todas las cepas de
linaje | que circularon en Coérdoba durante la década de los '80 en las siguientes posiciones
aminoacidicas: 35 (lle—Val), 108 (lle—Val), 121 (lle—Val), 131 (Ser—Arg), 135 (Asn—Asp),
162 (Arg—Lys), y 189 (Ser—Asn). También se observaron sustituciones en las regiones
variables que fueron caracteristicas de algunas cepas de estos linajes, pero no de todas, en

las siguientes posiciones aminoacidicas: 89 (Asn—Ser), 120 (Thr—Met), 125 (Ser—Asn),
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145 (Asn—Ser), 160 (Glu—Ala), 173 (Val—lle/Met), 176 (Phe—Val), 191 (Ala—Thr) y 283
(Met—Leu). Cabe resaltar que de todas las mutaciones detalladas, la correspondiente a la
posicion aminoacidica 189 es particularmente importante debido a que influiria en la union
al receptor de &cido sidlico. Ademas, todas las cepas de linaje Il presentaron sustituciones
respecto a las cepas de linaje | en regiones conservadas, involucrando las siguientes
posiciones aminoacidicas: 78 (Asn—Thr), 195 (Asn—Ser), 199 (Thr—lle), 236 (Phe—Ser) y
255 (Val—lle). En cuanto a la cepa vacunal WI179-4, ésta revel6 las siguientes mutaciones
respecto a todas las cepas de Cérdoba: 52-Gly—Tyr, 78-Asn/Thr—lle, 252-Asp—Gilu, y 268-
Arg—Ser (Figura 37).
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Figura 37. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida de la subunidad VP8* y un

fragmento génico de la subunidad VP5* correspondientes a cepas P[8] circulantes en Cérdoba

entre los aflos 1984-2003 y la cepa vacunal WI179-4. Los residuos aminoacidicos conservados

se representan con puntos. Se indica con las iniciales RV a las regiones aminoacidicas

variables.
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Con el fin de evaluar si las sustituciones aminoacidicas observadas en las cepas P[8]

afectan la estructura de la proteina VP4 se realiz6 la prediccion de la estructura secundaria de

esta proteina. Dicho estudio revel6 que las mutaciones 78-Asn/Thr—lle, 125 (Ser—Asn), y 176

(Phe—Val), modificaron la estructura secundaria de la proteina (Figura 38). La sustitucion 78-

Asn/Thr—lle induce el cambio de una hoja B por una estructura en espiral aguas arriba de la

posicion aminoacidica modificada (Figura 38A); la sustitucion 125-Ser—Asn induce la
formacion de una hoja B de mayor longitud (Figura 38B); y la sustitucion 176-Phe—Val induce

la modificacion de una hoja B por una estructura en espiral aguas abajo de la posicion

aminoacidica modificada (Figura 38C).
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Figura 38. Representacion esquematica de las estructuras secundarias predichas para las
cepas P[8] circulantes en Cordoba y la cepa P[8] vacunal. Con un recuadro en rojo se indican
los residuos aminoacidicos implicados en mutaciones que alteraron la estructura secundaria de
la VP4,

Sobre un diagrama en cinta de la subunidad VP8* de la proteina VP4 se localizaron los
residuos aminoacidicos que mostraron sustituciones entre las variantes de P[8] que circularon en
Cérdoba, y entre éstas y la cepa vacunal. La ubicacién de los residuos en la estructura
tridimensional de la proteina VP4 facilita la vision de la exposicion de los sitios con diferencias

aminoacidicas entre cepas (Figura 39).
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Figura 39. Estructura de la proteina VP4 de RV-A. (A) Representacion esquematica del virion
completo de RV-A, resaltando en el recuadro ampliado una representacion de la estructura de
cristal de la proteina VP4, indicando el fragmento VP8*. (B) Estructura tridimensional en cinta
de la subunidad VP8*, indicando la ubicacién de los residuos aminoacidicos expuestos en los
gue se observaron mutaciones.
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Discusioén

Numerosos estudios han mostrado la existencia de distintos linajes de cepas de
rotavirus en base a la caracterizacion nucleotidica y aminoacidica de las proteinas de la
capside externa, VP7 y VP4 (Jin y colab., 1996; Piec y Palombo, 1998; Diwakarla y Palombo,
1999; Arista y colab., 2006). Debido a la dominancia y persistencia de los tipos G1y P[8], y a
la emergencia en frecuencia de circulacion de G9 a nivel local (ver resultados Perfil
genotipico y dindmica natural de circulacién de rotavirus grupo A en Cérdoba, Argentina.
Periodo 1979-2003), resulté de interés investigar la heterogeneidad y evoluciéon genética y
antigénica de cepas de circulacion local a lo largo del tiempo.

Mediante la comparacion de la secuencia aminoacidica de la VP7 de distintos serotipos
de RV-A humanos y animales se identificaron seis regiones variables (VR) serotipo-
especificas, denominadas VR4-VR9 (Glass y colab., 1985; Green y colab., 1989; Nishikawa
y colab.,1989). Las secuencias aminoacidicas en estas regiones son altamente conservadas
dentro de un serotipo, pero difieren considerablemente entre serotipos. Las regiones
variables VR5, VR7, VR8 y VR9, correspondientes a las regiones antigénicas A
(abarcando los residuos aminoacidicos 87-100), B (aminoécidos 141-150), C (aminoéacidos
208-224) y F (aminoacidos 235-242), respectivamente, han sido confirmadas como los
principales sitios inductores de anticuerpos neutralizantes de RV-A mediante el mapeo de
virus mutantes de escape a la neutralizacién con anticuerpos monoclonales (Coulson y
Kirkwood, 1991; Xin y colab., 1993; Kirkwood y colab., 1993). Ademas, el mapeo de virus
resistentes a la neutralizacibn ha permitido identificar otros dos sitios antigénicos,
denominadas E y D, en los residuos aminoacidicos 190 y 291, respectivamente (Kirkwood y
colab., 1993; Lazdins y colab., 1995). Asimismo, ha sido demostrado que las regiones
antigénicas en la proteina VP7, a pesar de encontrarse distantes en la molécula lineal,
interaccionan de manera conjunta en la proteina madura. Esto es consecuencia del
plegamiento de la proteina VP7 para adquirir su estructura terciaria. Las regiones antigénicas
son determinantes en la unién de anticuerpos protectores y en la induccidn de respuesta
inmune (Dyall-Smith y colab., 1986). De hecho, se ha observado que una Unica sustitucion
aminoacidica en la VP7, predominantemente en las regiones antigénicas A, B y C, altera la
antigenicidad del virus (Kapikian y colab., 2001).

El estudio de la variabilidad genética y antigénica de genotipos de RV-A es un tema de
relevancia actual. Los estudios estan orientados al andlisis de diversidad de cepas
circulantes y a la evaluacion antigénica entre cepas circulantes y cepas vacunales. La
atencion ha sido puesta fundamentalmente en los genotipos contenidos en las formas
vacunales (G1y P[8]) y en el emergente a nivel mundial G9.

Asi, estudios filogenéticos del genotipo G1 llevados a cabo en distintas partes del

mundo han revelado la existencia de al menos cuatro linajes genéticos (Jin y colab., 1996). A

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



su vez, el andlisis de secuencia de VP7 de mutantes de escape seleccionados con
anticuerpos monoclonales serotipo G1-especificos ha aportado informacion sobre los
aminodcidos involucrados en la neutralizacion del virus (Coulson vy Kirkwood, 1991; Xin y
colab., 1993).

Teniendo como base la informacién disponible, se realiz6 el analisis de heterogeneidad
genética y antigénica de cepas de circulacion natural de RV-A genotipo G1 en Cérdoba.

Las cepas de genotipo G1 que circularon en Cérdoba durante el periodo de 28 afios
(1979-2006) agruparon dentro de tres linajes (I, Il y IV), alternando ciclos de circulacion, co-
circulacion, emergencia, desaparicion y/o persistencia de variantes G1 intragenotipicas en el
tiempo. Durante los afios ‘80s se observé la circulacion de cepas de genotipo G1
correspondientes al linaje IV que persistieron durante toda la década. Las cepas G1 de linaje
IV fueron detectadas hasta el afio 1989. Sin embargo, se desconoce si el linaje IV extingui6
su circulacioén a fines de la década del 80 o continué su circulacion hasta mediados de la
década de los ‘90s. Esto se debe a que una limitacion del presente estudio fue el bajo
ndmero de muestras disponibles entre los afios 1989 y 1996 (n=4). Cuando se retomoé el
muestreo ampliado en el afio 1996, las cepas de linaje IV ya no fueron encontradas. Los
resultados de este trabajo de tesis coinciden con otros reportes de circulacion de cepas de
linaje IV en el mundo, estando acotada su circulacion a los afios 1980s y principios de los
1990s, principalmente en Korea, Japén y Egipto (Jin y colab., 1996). En el afio 1996
emergieron en Cérdoba cepas G1 de linaje I, que se mantuvieron en circulacion durante al
menos 11 afios (al menos hasta el afio 2006). El primer registro de deteccion de cepas de
linaje | fue en Italia en el afio 1986, donde cepas de este linaje circularon esporadicamente
durante un periodo de 19 afios (Arista y colab., 2006). A partir de entonces, cepas G1 de
linaje | fueron detectadas como las predominantes en diversos paises, tales como
Bangladesh, Malawi, Brasil y Japdn durante los afios 1988-2004, 1997-1999, 2002-2004 y
2005-2006, respectivamente (Ahmed y colab., 2010; Cunliffe y colab., 2001; Araujo y colab.,
2007; Phan y colab., 2007a). En el afio 1998 se detecté en Cordoba la co-circulacion de
cepas de linaje | y linaje Il. La co-circulacion de cepas de estos dos linajes fue también
observada en ltalia, Japén, India y Korea durante los afios 1989-2004, 2005-2006, 2006 y
2007-2009, respectivamente (Arista y colab., 2006; Phan y colab., 2007a; Arora y colab.,
2009; Han y colab., 2010). En Cérdoba, las cepas de linaje Il no persistieron en el tiempo,
siendo Unicamente halladas en el afio 1998. Resultados similares a los observados en
Cérdoba desde los afios 1990s fueron revelados en paises limitrofes a Argentina,
detectandose la circulacion de cepas G1 de linaje | y/o Il en Uruguay, Paraguay y Brasil
durante el mismo periodo (Berois y colab., 2003; Parra y colab., 2005; Araujo y colab., 2007).
Sin embargo, los resultados de Cérdoba contrastan con los reportados en Brasil durante los
afos 1980s, en donde circularon cepas G1 de linajes Il (Araujo y colab., 2007; Jin y colab.,

1996). El linaje Il de G1 fue también detectado en paises asiaticos (Japén, China, Tailandia
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y Vietnam) durante los afios 2002-2005 y reune, en general, las cepas de circulacion mas
antigua (afios 1970s), dentro de las que se incluyen las variantes vacunales RIX4414 y
WI79-9 (Trinh y colab., 2007).

Es de marcado interés llevar el andlisis genético y evolutivo de las cepas de circulacion
natural al marco comparativo con cepas vacunales actualmente disponibles en la region. En
este analisis, las cepas G1 cordobesas de circulacion mas reciente resultaron divergentes a
las vacunales tanto a nivel nucleotidico como aminoacidico en el rango 3.7%-6.8%.

El analisis evolutivo de las cepas G1 circulantes en Cérdoba se basoé en la comparacién
de sus secuencias aminoacidicas respecto a la primera cepa G1 aislada en Cérdoba. Este
criterio se basa en que el analisis evolutivo implica el registro temporal de cambios genéticos
en cepas autdctonas respecto a la cepa de registro mas antiguo de circulacién en la misma
area geografica. Si bien es importante el andlisis de sustitucién de linajes de cepas que
circulan en una regién como marcador evolutivo viral, mas importante es determinar si esta
sustitucién se correlaciona con cambios antigénicos en las cepas. Esto podria explicar la
persistencia y abundancia de circulacion de G tipos de rotavirus a nivel local.

Numerosos estudios se han llevado a cabo con el objeto de identificar regiones o sitios
puntuales en la secuencia aminoacidica de VP7 que son determinantes en la respuesta
inmune protectora contra la infeccién.

Respecto a la regién antigénica A de la VP7 (aminoacidos 87 a 101), ensayos de
antigenicidad con anticuerpos monoclonales demostraron que la presencia de Asn en el
residuo aminoacidico 94 estd relacionada con la neutralizaciébn viral y que,
independientemente del serotipo, virus con la sustitucion Asn—Ser en esta posicion no son
neutralizados. La Ser es un aminoacido con cadena lateral més corta que la de Asn. El
cambio en el tamafio aminoacidico alteraria suficientemente la conformacion de la proteina
como para impedir la interaccion del anticuerpo monoclonal con la VP7 (Coulson y Kirkwood,
1991; Diwakarla y Palombo, 1999). Ademas, Diwakarla y Palombo (1999) describieron la
posicion aminoacidica 94 como esencial para distinguir entre linajes | y Il de rotavirus de
genotipo G1, resaltando que las cepas de linaje Il presentan Asn en esta posicidn, mientras
que las cepas de linaje | presentan Ser. El analisis de cepas G1 de circulacion local revelo
gue aproximadamente el 90% de las cepas de Cordoba de linajes | y Il se comportan de este
modo, presentando Ser y Asn en la posicion aminoacidica 94, respectivamente (s6lo una
cepa de linaje | presentd Asn en la posicion 94). Un estudio reportado por Arista y colab.
(2006) en ltalia mostro resultados similares a los observados en Cordoba, revelando la
sustitucién aminoacidica

94-Asn—Ser en solo algunas cepas de linaje |, mientras que todas las cepas de linaje Il
presentaron Asn en esta posicién. De esta manera, los estudios realizados en Coérdoba e
Italia mostraron una tendencia a la presencia de Asn o Ser en un determinado linaje, pero

este marcador no permiti6 de manera absoluta discriminar a partir del residuo aminoacidico
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94 entre los distintos linajes de G1. Estos resultados sugieren la necesidad del
secuenciamiento completo de la VP7 para adscribir una cepa a un linaje. Es de recalcar que
este andlisis revel6 que las cepas locales de circulacibn mas actual (2000-2006) difieren
antigénicamente en este residuo aminoacidico con las cepas vacunales, ya que las
vacunales en la posicion 94 tienen Asn, mientras que la mayoria de las cepas de circulacion
reciente a nivel local tienen Ser.

Continuando con el analisis de la region antigénica A, el presente estudio revel6 que
todas las cepas de linaje | y Il y el 70% de las cepas de linaje IV de circulacion local,
presentaron Gly en la posicion aminoacidica 96, mientras que las restantes cepas de linaje IV
mostraron la sustitucion por Val. A su vez, las cepas vacunales mostraron en este sitio Gly.
Se desconocen las implicancias antigénicas que pudiera tener esta mutacion dentro de la
region antigénica A.

Por dltimo, en la regién antigénica A, la sustitucion de Asp por Glu en la posicién
aminoacidica 97 es considerada critica en la preservacion de epitopes neutralizantes
(Coulson y Kirkwood, 1991; Dyall-Smith y colab., 1986). Todas las cepas de Cordoba
presentaron Glu en esta posicién, mientras que las cepas vacunales presentaron Asp. A
partir de la prediccidon de la estructura secundaria de la proteina VP7 de cepas G1 que
circularon en Coérdoba y las vacunales, se observé que la sustitucion en la posicion
aminoacidica 97 (Asp—Glu) resulté en una modificacion estructural, que alteré la longitud
de la hélice a presente en esa region proteica. Los cambios observados podrian llevar a
cambios conformacionales en las regiones de epitopes neutralizantes de la proteina,
afectando asi las propiedades de antigenicidad de la VP7. La sustitucion aminoacidica en un
epitope critico neutralizante, junto con la modificacion estructural de la proteina, podria tener
consecuencias de alteraciones antigénicas catastroficas.

Respecto a la region antigénica B (aminoacidos 141 a 150), las cepas que circularon en
Cérdoba presentaron sustituciones aminoacidicas respecto a las cepas vacunales. Todas las
cepas de Cordoba y la cepa vacunal RIX4414 presentaron Leu en la posicién aminoacidica
141, mientras que la cepa vacunal WI79-9 mostr6 en esta posicion Phe. Se desconocen las
implicancias de esta sustitucién aminoacidica en los escapes a la respuesta inmune. La otra
sustitucién observada fue en la posicién 147, donde la totalidad de las cepas de Cérdoba
presentaron el residuo aminoacidico Asn y las vacunales Ser. Estudio de antigenicidad han
demostrado que el cambio 147-Ser—Asn es critico en la preservacion de epitopes
neutralizantes (Coulson y Kirkwood, 1991; Dyall-Smith y colab., 1986).

El mayor nimero de sustituciones aminoacidicas se observé dentro de la regién
antigénica C (aminoacidos 208 a 224). Las cepas de Coérdoba agrupadas en los linajes Il y
IV, presentaron Val en la posicion 212, mientras que las cepas de linaje | y las vacunales
mostraron lle. Asimismo, en el residuo aminoacidico 218 las cepas cordobesas se

diferenciaron de las vacunales por la sustitucion Val—lle. Por Ultimo, en la posicion 219, las
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cepas de linaje | de Cérdoba presentaron la sustitucién Ala—Thr respecto a las demas cepas
cordobesas y vacunales. Se desconocen las implicancias que pudieran tener los cambios en
las posiciones 212 (Val—lle), 218 (Val—lle) y 219 (Ala—Thr) en la region antigénica C. Por
otra parte, los aislamientos mas recientes de Cérdoba (linajes | y Il) mostraron una
sustitucion en el residuo 217 (Thr o lle) respecto a las cepas de circulacion mas antigua (217-
Met: linaje IV y cepas vacunales). Estudios realizados por Diwakarla y Palombo (1999)
demostraron que si bien los cambios observados en el residuo 217 (Met—Thr/lle) no se
correlacionan con una alteracién en la reactividad frente a anticuerpos monoclonales
neutralizantes, podrian ser un marcador evolutivo, diferenciando cepas de circulacion de las
décadas de los ‘70/'80, de las cepas de circulacidon mas reciente.

Ensayos con anticuerpos monoclonales han demostrado la seleccion de variantes
resistentes a la neutralizacién con mutaciones puntuales en el sitio antigénico D (amino&cido
291). El cambio aminoacidico 291-Lys—Arg afectaria una regiéon hidrofébica (Dyall-Smith y
colab., 1986) y altamente conservada que media en la unién de los rotavirus a las células
MA104 (Frenchick y colab., 1988). La cepa cordobesa de linaje Il, el 30% de las cepas de
linaje IV y las vacunales, presentaron Lys en esta posicion aminoacidica, mientras que las
cepas de linaje | y las restantes de linaje IV mostraron la sustitucion 291-Lys—Arg.

La region antigénica F (amino&cidos 235 a 242), la cual es considerada una de las de
mayor importancia antigénica, como asi también la regién antigénica E (aminoacido 190), se
mostraron altamente conservadas entre todas las cepas de circulacion local y vacunales.

Los resultados del presente trabajo muestran que las cepas de circulacion mas actual
en Cordoba (afios 2000-2006) difieren de las cepas vacunales, presentando sustituciones
aminoacidicas en sitios que generan mutantes de escape a la neutralizaciéon. Se desconoce
la implicancia en la respuesta inmune policlonal de estas divergencias antigénicas
puntuales. Sin embargo, en una prueba de eficacia de la vacuna monovalente G1 RRV-S1
realizada en EEUU durante los afios 1991-1992, Jin y colab. (1996) determinaron una muy
baja eficacia de proteccion y observaron la presencia de numerosas sustituciones
aminoacidicas entre la cepa vacunal y las de circulacion natural. Los autores sugieren
que la presencia de las mutaciones puntuales podria haber influido en el fracaso de la
vacuna debido a cambios antigénicos en las cepas de circulacién local.

El andlisis filogenético y aminoacidico de cepas G1 sugiere que la circulacion temporal
de distintos linajes de cepas G1 en Cérdoba no estaria ligada a la emergencia de variantes
antigénicas en la comunidad. Por lo tanto, si bien los estudios filogenéticos son de gran
utilidad, éstos sélo estan mostrando relaciones evolutivas de cepas de circulacién local. Es
entonces necesario profundizar en el estudio de estructura primaria (secuencia aminoacidica)
y terciaria de la proteina G1-VP7 para conocer la emergencia de variantes antigénicas de

circulacion local.
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Los estudios de variabilidad antigénica de las cepas G1 son de gran importancia debido
a que es un genotipo que circula con alta frecuencia en todo el mundo vy que lo
contienen ambas férmulas vacunales. Las divergencias aminoacidicas en regiones
antigénicas entre cepas de circulacion local y vacunales sugieren que la introduccion de la
vacuna deberia estar acompafada de una vigilancia molecular de cepas de rotavirus
aisladas de niflos vacunados que cursen diarrea por rotavirus.

Respecto al genotipo G9, cabe destacar que su emergencia en frecuencia de
circulacion en el mundo ha atraido considerable interés cientifico en varios aspectos,
incluyendo la epidemiologia, origen evolutivo y composiciébn genética del virus. El
analisis filogenético de cepas G9 de todo el mundo ha revelado la existencia de al menos
seis linajes (Phan y colab., 2007b). Los linajes I, Il, IV y V fueron encontrados sélo en
humanos, mientras que los linajes Ill y VI han sido hallados tanto en humanos como en
porcinos. Los virus G9 de linaje | incluyen cepas detectadas en los afios 1980s en EEUU y
Japon; los de linaje 1l han sido detectados s6lo en neonatos asintomaticos en India en el afio
1986; virus de linaje lll incluyen cepas emergentes/reemergentes en los afios 1990s,
constituyendo el linaje méas prevalente alrededor del mundo; cepas de linaje IV han sido
detectadas exclusivamente en China en el afio 1997; virus de linaje V sélo han sido
detectados en EEUU en los afios 1997-1998; y los virus de linaje VI incluyen cepas aisladas
en los afos 1997-2002 en el mundo.

Debido a que el 80% de las cepas G9 detectadas en Cdrdoba fueron encontradas en
coinfecciones con cepas de otros genotipos, no fue posible secuenciar el producto
completo del gen de la VP7 especifico del tipo G9. Por este motivo, el andlisis de secuencia
de las cepas G9 fue realizado en base a una region parcial del gen de la VP7,
correspondiente al amplicon especifico de este genotipo (306 pb). Esta region de la VP7 solo
involucra las regiones antigénicas F y D, y una extensa region conservada que se mantiene
entre las proteinas VP7 de distintos genotipos.

Se ensayaron distintas opciones para obtener un amplicén que involucrara las otras
regiones hipervariables de la VP7, incluyendo las regiones antigénicas A, B y C, pero todos
estos intentos resultaron infructuosos. Uno de ellos se refirié a amplificar la VP7 completa,
pero cuando se secuencid el producto de PCR éste siempre correspondié al otro genotipo
gue estaba en coinfeccién con G9 (generalmente el genotipo G1). Un segundo intento fue
utilizar los primers Beg9 y aFT9, para complementar la secuencia nucleotidica obtenida con
primers G9 tipo especificos, pero se obtuvieron resultados confusos y no reproducibles.

Un estudio realizado por Baggi y Peduzzi (2000) revel6 que la amplificacion vy
secuenciacion de un fragmento de 189 pb de la VP7 (nuclettidos 51 a 239) fue
suficiente para caracterizar los genotipos G de RV-A presentes en una muestra. M&s aun,
DiStefano y colab. (2005) determinaron que es posible caracterizar cepas de RV-A, e incluso

analizar el subgrupo del serotipo, mediante la amplificacion de un producto truncado de la
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VP7, de 365 pb. Por lo tanto, secuencias parciales de la VP7 también brindan informacion
acerca de variabilidad serotipica e intraserotipica. Teniendo como base esta informacion se
decidi6 hacer un analisis de representatividad y validez para caracterizar linajes de cepas G9
a partir de los amplicones obtenidos con los primers aFT9 y End9 (nucleétidos 776 a 1062)
en el curso de este trabajo. Para esto se realizaron dos ensayos de filogenia. El primero
abarcé todo el amplicén (VR9 y region conservada) y el otro, tomando sélo la region
conservada. Este andlisis se realizd con las cepas reportadas a nivel mundial de los seis
linajes de este genotipo. La filogenia que incorpord la region VR9 reprodujo la distribucion
en los seis linajes de las cepas involucradas en el analisis. Por el contrario, la distribucién
en clusters utilizando sélo la regién conservada (que incluye el sitio antigénico D) no
reprodujo la agrupacion en clusters antes definida. Este resultado fuertemente sugiere la
importancia de la region VR9 para la clasificacion en linajes de cepas genotipo G9. A partir
de este resultado se realizaron los analisis de filogenia con las cepas G9 aisladas en
Cérdoba.

Los resultados obtenidos indican que todas las cepas G9 de Cérdoba identificadas
entre los afios 1980 y 2006 pertenecen al linaje Ill, el cual agrupa cepas G9
emergentes/reemergentes que circularon en otras ciudades de Argentina, en paises vecinos
(Paraguay y Brasil) y en el mundo en general a partir de los afios 1990s (Clark y colab.,
1987, 2004b; Parra y colab., 2005, 2007; Rahman y colab., 2005b; Santos y Hoshino, 2005;
Stupka y colab., 2007, 2009; Volatao y colab., 2006). Las cepas que circularon en la década
del '80 en Cordoba fueron filogenéticamente distintas a las reportadas durante el mismo
periodo en otros paises del mundo (Oka y colab., 2000; Cao y colab., 2008). Los resultados
del presente trabajo indican que en los afios '80 circularon en el mundo no solo los linajes | 'y
I, sino también cepas G9 de linaje Ill.

Ademas, se revel6 una alta conservacion temporal en la secuencia aminoacidica parcial
de las cepas G9 que circularon en Cdrdoba (>98.3% identidad). Durante el periodo 1980-
2006 solo se observo la sustitucion aminoacidica 242-Thr—Asn en la region antigénica F en
tres cepas, una aislada en el afio 1984 y dos en el afio 2006. Esta sustitucién también fue
observada por Phan y colab. (2007b) en todos los linajes de G9 respecto a cepas de linaje .
Se desconocen las implicancias de la sustitucion aminoacidica en este residuo para el
reconocimiento de anticuerpos protectores. El sitio antigénico D (aminoacido 291) se
preservo a lo largo del tiempo.

El tipo G9 es un genotipo al que recientemente se le prestado gran atencién debido al
incremento en su frecuencia de circulacién a nivel global. A su vez, es un G tipo no
incorporado en ninguna de las formulas vacunales, por lo tanto el monitoreo de la variabilidad
antigénica seria importante para evaluar la proteccion inmune heterotipica inducida por las

vacunas actualmente licenciadas.
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Otra proteina de importancia antigénica es la VP4, la cual esta involucrada en
la adhesion y penetracion del virus a la célula. Ha sido demostrado que el clivaje enzimético
de la VP4 en los polipéptidos VP8* (N-terminal) y VP5* (C-terminal) resulta en un
incremento de la infectividad viral (Espejo y colab., 1981; Estes y colab., 1981). El fragmento
VP8* es la hemaglutinina viral, mientras que el fragmento VP5* est4 involucrado en la
permeabilizacion de membranas (Fiore y colab., 1991; Dowling y colab., 2000). La
comparacion de la secuencia aminoacidica de la VP4 de rotavirus humanos y animales
reveld que el fragmento VP5* es més conservado que el VP8* (Estes y Cohen, 1989). Asi,
Gorziglia y colab. (1986; 1988) determinaron la presencia de nueve regiones variables en la
proteina VP4, tres regiones ubicadas en la subunidad VP8*, en las posiciones aminoacidicas
30-38, 61-64 y 92-192, y 6 regiones variables localizadas en la subunidad VP5*, en las
posiciones aminoacidicas 280-283, 335-339, 384-388, 601-607, y 664-700. El fragmento
VP8* tiene una amplia region variable tipo- especifica, definida entre los aminoacidos 84 y
180, donde se ubican varios epitopes neutralizantes (Larralde y Gorziglia, 1992; Ruggeri y
Greenberg, 1991). Hasta el momento, el estudio del fragmento VP8* del genotipo P[8] ha
revelado la existencia de cuatro linajes filogenéticos (Araujo y colab., 2007; Cunliffe y colab.,
2001; lturriza- Gomara y colab., 2000b).

Teniendo como base la informacién disponible, se realiz6 el analisis de heterogeneidad
intragenotipica y antigénica de cepas de circulacion natural de RV-A genotipo P[8] en
Cérdoba. El analisis filogenético de las cepas P[8] agrup6 las cepas cordobesas en dos
linajes evolutivos diferentes. Las cepas de mayor antigliedad (1984-1989) pertenecieron al
linaje |, mientras que las detectadas en los afios 1996-2003 agruparon en el linaje II.
Resultados similares en el agrupamiento temporal de cepas fueron observados durante un
estudio epidemiologico en Palermo, Italia, realizado por Arista y colab. (2006), quienes
encontraron que las cepas P[8] mas antiguas (1989-1993) agruparon en el linaje |, mientras
que las cepas aisladas afios después (1995-2003) pertenecieron al linaje Ill. La distribucion
temporal de P[8] también fue observada por Araujo y colab. (2007) en Brasil, quienes
revelaron que los aislamientos de los afios 1986-1990 y 2001 agruparon en el linaje Il
mientras que las cepas de los afios 2002-2004 agruparon en el linaje Ill. Si bien los estudios
citados coinciden en que los linajes se distribuyen temporalmente y que las cepas mas
antiguas pertenecerian a los linajes 1 0 I, los datos reportados muestran que en un mismo
espacio temporal, pero en zonas geogréaficas diferentes, circulan distintos linajes. Esto
sugeriria una co-circulacion mundial de cepas P[8] pertenecientes a los linajes | y Il. El linaje
Ill redne cepas que han emergido a nivel global en la ultima década (Arista y colab., 2006;
Ansaldi y colab., 2007; Araujo y colab., 2007). Sin embargo, no se identificaron en Cérdoba
cepas pertenecientes a este linaje, sino que en los Ultimos afios se detectd la circulacion
continua de cepas P[8] de linaje Il. Cepas de linaje Il fueron también detectadas en los

ultimos afios en Korea y Paraguay (Min y colab., 2004; Espinola y colab., 2008). Finalmente,
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el linaje IV es un subtipo de baja frecuencia de circulaciéon que agrupa sélo unas pocas cepas
de rotavirus aisladas en Malawi (Cunliffe y colab., 2001). La circulacién de este linaje no fue
identificada en Cérdoba.

El analisis genético y evolutivo de las cepas P[8] de circulacion natural reveld que las
cepas cordobesas de apariciébn mas reciente (cepas de linaje Il) resultaron muy similares a la
cepa vacunal WI79-4 tanto a nivel nucleotidico (cepa vacunal perteneciente al linaje 1) como
aminoacidico (identidad >96.2%). El estudio aminoacidico involucr6 una region parcial
de la proteina VP4, que incluye en su secuencia tres regiones variables de la VP8* y una
de la VP5* ElI andlisis de cepas de circulacion local mostr6 una variacion de
secuencia aminoacidica <7.6% entre los dos linajes de P[8] identificados en Cérdoba, y la
variacion interlinaje fue <2.4%. Entre las mutaciones puntuales observadas, las
identificadas en los residuos aminoacidicos 189 y 255 son particularmente importantes.
Todas las cepas de linaje |, presentaron Ser en la posicién 189, mientras que las cepas de
linaje I, cordobesas y vacunal, mostraron Asn. Esta sustitucion aminoacidica tendria
influencia en la union del receptor de &cido sidlico (Dormitzer y colab., 2002). Ademas, se
observé que todas las cepas de linaje Il mostraron la sustitucion 255-Val—lle respecto a las
de circulacion mas antigua. El cambio en este residuo aminoacidico alteraria la neutralizacion
del virus (McDonald y colab, 2009). Por otra parte, a partir del alineamiento de las secuencias
aminoacidicas deducidas de la subunidad VP8* de cepas paraguayas y cepas de distintas
partes del mundo, Espinola y colab. (2008) sugirieron que el residuo aminoacidico localizado
en la posicion 195 permitiria diferenciar a las cepas P[8] en los cuatro linajes conocidos: las
cepas de linaje | con Asn, cepas de linaje Il con Asp, linaje Ill con Gly, y cepas de linaje IV
con Ser. Los resultados obtenidos en Coérdoba concuerdan con lo publicado por Espinola y
colab. (2008), pudiendo ser diferenciadas las cepas de linajes | y Il mediante sélo el andlisis
del residuo aminoacidico 195. El estudio realizado permite concluir que la distribucion de
cepas P[8] en distintos linajes coincide con sustituciones aminoacidicas en regiones
variables. Sin embargo, si bien se han observado diferencias antigénicas entre los distintos
linajes del genotipo P[6] de rotavirus (Hoshino y colab., 2002; Li y Gorziglia, 1993; Nakagomi
y colab., 1999), aun se desconoce si los distintos linajes de P[8] diferirian también
antigénicamente.

La investigacion de la dindmica de evolucion de genotipos en Coérdoba durante el
periodo 1979-2006 mostrd la circulacion de distintas variantes genéticas y antigénicas
intragenotipicas a lo largo del tiempo para G1 y P[8]. Por el contrario, el tipo G9 mostrd una
alta homogeneidad intragenotipica.

Durante los Udltimos afios ha tomado importancia, en el disefio e introduccién de
vacunas en la poblacion, el estudio de la diversidad de cepas circulantes en una determinada
area geografica y el andlisis de las fuerzas conductoras de la evolucién de los rotavirus. Las

fuerzas que rigen la evolucion de los RV-A son las mutaciones puntuales, y las
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reasociaciones y recombinaciones gendmicas entre cepas humanas y/o animales que
pudieran ocurrir durante infecciones mixtas, dando origen a las poblaciones genéticas y
antigénicas de cepas de rotavirus que circulan temporalmente en una region (Estes, 2001,
Cunliffe y colab., 2002). Es entonces de importancia que la introduccién de las vacunas sea
acompafiada por sistemas de vigilancia para monitorear el nivel de correspondencia
antigénica entre cepas vacunales y cepas de circulacion local, a los fines de evitar una
potencial evasion de la respuesta inmune vacunal ante la infeccion por cepas de circulacion

local.
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Conclusiones

1. El estudio de circulacién natural de RV-A realizado sobre un muestreo de materia
fecal recolectado durante 28 afios (periodo 1979-2006) revel6 en Coérdoba, Argentina, una
dindmica compleja, caracterizada por cambios temporales en la epidemiologia molecular de

G tipos de RV-A 'y un patrén continuo en el tiempo de circulacion de P tipos.

2. El presente estudio revelé la historia natural de circulacion de RV-A en la naturaleza,
como una historia de fuerzas y balances entre genotipos dominantes en circulacion,
genotipos infrecuentes y/o de circulacion ciclica, y genotipos emergentes, en un escenario
epidemioldgico que facilitaria la ocurrencia de altas tasas de infecciones mixtas. La
frecuencia de circulacion natural de G tipos de RV-A estaria sujeta, al menos en parte, a la
competencia replicativa entre las variantes genotipicas virales que coexisten en una misma

area geogréfica y en un mismo periodo.

3. Los genotipos de mayor prevalencia a nivel local, G1 y P[8], revelaron una dinamica
temporal de circulacién, co-circulacion y emergencia de variantes intragenotipicas vy
antigénicas. La distribucion temporal de variantes genéticas G1 y P[8] no se correlaciond con
sustituciones aminoacidicas presentes en regiones antigénicas. Por lo tanto, la circulacién
sostenida y dominante de G1 y P[8] en el tiempo no estaria ligada a la emergencia de
variantes antigénicas en la comunidad sino que seria facilitada por la capacidad replicativa
significativamente mayor de las cepas G1 y potencialmente P[8] respecto a otros genotipos.
Se identificaron diferencias aminoacidicas en regiones antigénicas o variables de cepas G1 y
P[8] de circulacion natural respecto a las cepas contenidas en las formulas vacunales. Se
desconoce a nivel de la respuesta inmune policlonal la implicancia de mutaciones puntuales

en regiones inmunogénicas de las proteinas VP7 y VP4,

4. El genotipo G9 se detectdé en Cdérdoba desde el afio 1980, siendo su circulacion
infrecuente hasta el afio 2006, afio en el que presentd un incremento significativo en su
frecuencia de circulacion, posiblemente como consecuencia de su mayor participacion
etioldgica en infecciones simples. Este hecho facilitaria su diseminacién en la comunidad al
no tener que competir replicativamente con otro G tipo. El genotipo G9 mostrd la circulacién
continua de una misma variante genética. Por lo tanto, su emergencia de circulacion, al

igual que G1y P[8], no se relacionaria con un proceso de evolucion intragenotipica.

5. Durante todo el periodo estudiado los genotipos G4, G2 y P[4] mostraron un perfil de

circulacion caracteristico. Asi, el genotipo G4 mostré una circulacion continua durante los 28
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afos de estudio, sin llegar a ser nunca el G tipo dominante; y G2 y P[4] revelaron frecuencias
de deteccion ciclicas y acompafiadas en el tiempo.

6. El genotipo G3 que circuld6 durante 25 afios en baja frecuencia vy

esporadicamente, mostrd un incremento significativo en su circulacién en el afio 2006.

7. No se identifico a nivel local la circulacién significativa de genotipos infrecuentes a

nivel mundial.

8. El estudio comparativo de los sistemas de vigilancia clinica y ambiental revelé una
distribucion similar de genotipos G de rotavirus con caracteristicas genéticas y antigénicas
comparables. Por lo tanto, la vigilancia ambiental seria una nueva herramienta para el

monitoreo de genotipos de RV-A en la poblacion.

La introduccién masiva de las vacunas podria alterar la dinAmica que rige la evolucién
natural de rotavirus, acelerando o facilitando por presion inmunolégica la emergencia de
cepas antigénicamente divergentes a las vacunales. Es entonces de importancia que la
introduccion de las vacunas sea acompafada por una vigilancia clinica y/o ambiental
sostenida en el tiempo a los fines de evaluar su impacto en la dinamica de circulacién y

diversidad de cepas de RV-A en la comunidad.
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